INSTITUTO
SUPERIOR

DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

INFECAO HUMANA POR ViRUS DO DENGUE NO SECULO XXI:
CAUSAS E CONSEQUENCIAS

Trabalho submetido por
Joana Isabel Martins Lourenco
para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Outubro de 2013






b d INSTITUTO

SUPERIOR
DE CIENCIAS
DA SAUDE

EGAS MONIZ

INSTITUTO SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE
EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

INFECAO HUMANA POR ViRUS DO DENGUE NO SECULO XXI:
CAUSAS E CONSEQUENCIAS

Trabalho submetido por
Joana Isabel Martins Lourenco
para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por
Professora Doutora Perpétua Gomes

Outubro de 2013



"Be curious always.
For knowledge will not acquire you,

You must acquire it.”

Sudie Back
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Resumo

A infe¢do por virus do dengue ¢ uma das maiores causas de morbilidade e
mortalidade nos paises tropicais e subtropicais, contribuindo para intimeras
hospitalizagdes, sobretudo em criancas e pacientes imunologicamente comprometidos.
Expandido um pouco por todo o mundo, o DENV ¢ maioritariamente endémico nos
paises da Asia e da América Latina.

No ano precedente ocorreu um surto epidémico na Regido Autéonoma da
Madeira que culminou na reemergéncia do virus na Europa, apos 84 anos de auséncia.
Foram tomadas algumas providéncias de modo a minimizar o impacto da infecdo,
contudo, devido a subsisténcia do vetor Aedes aegypti na regido, a ameaga de possiveis
reinfe¢des permanece constante.

A prevaléncia desta arbovirose faz com que seja uma grande preocupagdo a
nivel da Saude Publica Mundial, culminando em custos econdmicos € sociais
consideraveis. As condi¢des climaticas como temperatura e precipitagdo, a expansao da
urbanizagdo ¢ o aumento do numero de viajantes para locais epidémicos, sao parametros
que contribuem para a sua rapida proliferacao e distribuicao generalizada.

Como a infe¢do possui um amplo espectro de manifestagdes clinicas, com
evolugdo e resultados frequentemente imprevisiveis, torna-se fundamental a
constituicdo de um diagnéstico precoce, que permita uma atuagdo mais rapida,
minimizando as consequéncias da doenga.

Atualmente, ainda ndo existe uma vacina nem agentes antivirais efetivos contra
o DENV, todavia, estima-se que tal se possa alcangar num futuro proximo. O progresso
cientifico atingido nos ultimos anos, caracterizado por inumeras descobertas e
contributos significativos, visa a grande expetativa na criacdo de uma cura para esta

calamidade.

Palavras-chave: Virus do dengue; Aedes aegypti; diagnodstico; terap€utica antiviral.






Abstract

Dengue is a major cause of morbidity and mortality in tropical and subtropical
countries leading to numerous hospital interventions, especially among children and
immunocompromised patients. Expanded all over the world, DENV is endemic mainly
in Asia and Latin America.

In the previous year there was an epidemic outbreak in the Autonomous Region
of Madeira which led to the re-emergence of dengue virus in Europe, after 84 years of
absence. There were taken some measures to minimize the impact of the infection,
however, due to the spread of the vector Aedes aegypti in the region, the threat of
possible reinfections persists.

The prevalence of this arboviral disease remains a major concern in terms of
Worldwide Public Health resulting in substantial economic and social costs. The wide
spread and rapid distribution of dengue virus reflects the contribution of climatic
conditions such as temperature and precipitation, the extension of urbanization and the
rising number of travelers to epidemic countries.

As the infection has a wide range of clinical manifestations, usually with
unpredictable development and results, the establishment of an early diagnosis is
essential, which allows a fast use of countermeasures, minimizing the consequences of
the disease.

Currently, there is neither vaccine nor effective antiviral agents against DENV,
although it is estimated that this can be achieved in the near future. The scientific
progress reached in recent years, characterized by many significant discoveries and

contributions, aimed at creating great expectation of a cure for this calamity.

Keywords: Dengue virus; Aedes aegypti; diagnosis; anti viral therapy.
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Objetivos e métodos

Objetivos e métodos

A presente monografia compreende uma revisao bibliografica atual referente ao
virus do dengue. Este trabalho pretende alertar sobre a emergéncia e prevaléncia do
dengue ¢ suas consequéncias a nivel mundial. Deste modo, possibilita um melhor
conhecimento acerca do tema, sendo descrita de forma sucinta, a evolugao historica, a
distribuicdo geografica, com destaque para a situagdo portuguesa, particularmente, o
surto ocorrido na Madeira, a caracterizacdo dos vetores da familia Aedes spp., a
caracterizagdo e patogénese viral, a classificacdo e fisiopatologia da infe¢do, os métodos
de diagnostico, as medidas de controlo, prevengao e tratamento, € as perspetivas futuras,
evidenciando a evolugdo no desenvolvimento de vacinas e agentes antivirais.

A escolha do tema deveu-se ao meu interesse na area da Virologia,
nomeadamente no ramo da Medicina Tropical, levando-me a querer saber mais acerca
desta tematica. O seu impacto global e enquadramento na atualidade cientifica, os casos
decorridos no ano precedente na Regido Autonoma da Madeira, e os surtos epidémicos
frequentes um pouco por todo o mundo, aliados ao desejo de querer adquirir um
conhecimento mais aprofundado nesta area, foram igualmente razdes preponderantes na
selecao.

Iniciou-se a elaboracdo desta monografia com a pesquisa, levantamento, recolha
e sele¢do de informacdo contida em artigos cientificos e livros sobre o tema proposto,
no periodo decorrido entre Margo e Outubro de 2013. No decorrer deste trabalho, sdo
evidenciadas as caracteristicas da infecdo pelo virus do dengue, suas causas e
consequéncias para a saide publica mundial atual.

Como metodologia utilizou-se a consulta manual de livros da especialidade de
Virologia de forma a obter conceitos gerais e de indole introdutdria sobre o virus do
dengue, particularmente, a classificagdo filogenética, o genoma viral, o ciclo de
replicagdo viral e a patogénese. De seguida, procedeu-se a pesquisa de artigos
cientificos em bases de dados eletronicas como PubMed, SciELO, Medline, World
Health Organization, Centers for Disease Control and Prevention, ScienceDirect ¢ em
revistas cientificas como a Science, Nature, Viruses, PLos ONE. A procura foi iniciada
com uma abordagem generalizada, utilizando-se palavras chave tais como, “dengue
virus”, “dengue fever”, “Aedes aegypti’, “Aedes albopictus”. Posteriormente, e a

medida que o trabalho se desenvolvia, foram empregues nos motores de busca, palavras
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de caracter mais especifico, nomeadamente “dengue vaccine”, “dengue transmission”,
“dengue diagnosis”, “dengue RNA genome”.

A atualidade dos artigos cientificos foi valorizada ao longo de toda a pesquisa,
dando-se preferéncia aos mais recentes e relevantes. Os artigos consultados inserem-se
no periodo compreendido entre 1990 e 2013.

Para a realizacdo da bibliografia foi usado o programa de organizagdo e gestao

de citagdes e referéncias bibliograficas, Mendeley Desktop® , versdo 1.10.1.
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Capitulo 1 — Introdugdo geral

Capitulo 1 — Introducio geral

O dengue ¢ a doenga de origem viral, transmitida por artropodes, mais
importante no Homem. Nos ultimos anos tem-se verificado um preocupante aumento da
incidéncia e da propagagdo do virus, com manifesta disseminagdo para areas outrora
nao afetadas (Iglesias & Gamarnik, 2011).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), “nos Ultimos 50 anos a
incidéncia de casos de dengue tem aumentado cerca de 30 vezes, devendo-se tal facto
ao aumento da expansdo geografica para novos paises, e, na década atual, & migragao
das areas urbanas para as areas rurais.” (World Health Organization, 2009). De acordo
com um estudo desenvolvido recentemente, estima-se que em cada ano, cerca de 390
milhdes de pessoas sejam infetadas pelo virus do dengue, em que destas, 96 milhdes
apresenta manifestagdes clinicas da infecao (Bhatt et al., 2013).

O dengue ¢ maioritariamente prevalente em regides tropicais e subtropicais,
onde as condi¢des ecologicas e epidemiologicas favorecem o virus. Estas regides
apresentam ambientes propicios a disseminacdo, abrigando os principais vetores do
dengue, o Aedes aegypti e o Aedes albopictus. A extensa infestacdo de mosquitos, o
aumento do numero de hospedeiros suscetiveis € a constante insercao e circulacdo de
um ou mais serdtipos do DENV, sdo razdes que contribuem para a endemicidade das
infegdes numa dada regido (Guzman & Isturiz, 2010).

Este dramatico aumento no nimero de paises afetados pelo virus reflete a
expansao dos mosquitos vetores Aedes spp., bem como o acréscimo de hospedeiros
humanos suscetiveis. Contudo, exprime também o planeamento de territorio e
urbanizacdo precdrios existentes em algumas cidades de paises em desenvolvimento.
Nestes ultimos, o crescimento populacional, aliado a urbanizagdo excessiva e deficiente,
conduz a um descontrolo na gestdo do saneamento e residuos urbanos, resultando em
acumulacdo de materiais ndo degradéaveis, que se convertem em auténticos reservatorios
para as larvas dos mosquitos (Gibbons & Vaughn, 2002).

Por outro lado, em paises onde a doenga ndo ¢ endémica, a maior parte das
infecdes ¢ limitada a viajantes provenientes dos tropicos, todavia, a possibilidade de
ocorrerem surtos € constante. Assim, torna-se pertinente controlar a incidéncia,
distribuig¢do e impacto clinico do virus a nivel mundial (Gibbons & Vaughn, 2002).

Nos ultimos anos, em consequéncia do fracasso nos esfor¢os para reduzir a

transmissdo e propagacdo do vetor, ¢ sem nenhum tratamento antiviral eficaz
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disponivel, esta situacdo tem vindo a complicar-se, podendo continuar a agravar-se no
futuro. Assim, ¢ extremamente necessario o desenvolvimento de uma vacina segura e

eficaz contra os quatro serdtipos do virus (Guzman & Isturiz, 2010).

1.1 Evolucio historica do dengue

Os primeiros registos epidémicos de uma doenga com manifestacdes
semelhantes ao dengue sdo originarios da China. Uma enciclopédia de “sintomas de
doencas e remédios”, que foi publicada na Dinastia Chin, de 245 até 420 a.C., sendo
mais tarde editada na Dinastia Tang, em 620 a.C., e posteriormente na Dinastia Sung,
em 992 a.C., referia-se ao dengue como “veneno da agua”. Esta denominagao deriva do
facto de os chineses acreditarem que os insetos eram os causadores da doenga,
relacionando-os de certa forma com a dgua. Os sintomas descritos incluiam febre,
erupgdes cutaneas, artralgia, mialgia e hemorragias (Gubler, 1998).

De acordo com outros registos historicos, ocorreram surtos com caracteristicas
clinicas semelhantes ao dengue nas Antilhas Francesas e Caraibas, em 1635, ¢ no
Panamé e América Central, em 1699 (Gubler, 1998).

Subsequentemente, foram registadas epidemias similares nos anos 1779 e 1780,
em trés continentes, Asia, Africa e América do Norte. Em 1779, os surtos foram
registados em Jacarta, na Indonésia, e na cidade do Cairo, Egito, enquanto que no ano
de 1780 as epidemias ocorreram na cidade de Filadélfia, nos Estados Unidos (Henchal
& Putnak, 1990). Estes registos vém reforcar a suspeita de uma distribui¢do
generalizada dos vetores (Guzman & Istariz, 2010).

O primeiro caso confirmado de dengue foi descrito por Benjamin Rush em 1789,
que o apelidou de “febre quebra-ossos” dado o caracter agressivo da doenga,
caracterizada por artralgias e mialgias frequentes (Guzman & Istariz, 2010; Halstead,
2008). Rush observou os pacientes do surto decorrido em Filadélfia, descrevendo as
suas manifestacdes clinicas. Estes pacientes registaram dores de cabeca, dores oculares,
nauseas, vomitos, erup¢des cutineas, mialgias, ou seja, sintomas caracteristicos da
infe¢do pelo virus do dengue (Halstead, 2008).

Os séculos XVIII e XIX foram marcados por grandes epidemias. O dengue
comegou a difundir-se um pouco por toda a regido tropical gracgas a forte expansao no
comércio e industria naval. Tanto o virus, quanto o vetor Ae. aegypti, eram distribuidos
por via maritima, através de navios que faziam as trocas comerciais. O vetor iniciava o

seu ciclo replicativo nas dguas estagnadas que se encontravam armazenadas nos barcos
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e, assim que chegavam ao destino, 0 mosquito € o virus propagavam-se nessa nova
regido (Gubler, 2002).

Entre o periodo de 1823 a 1905, foram relatados varios episodios espalhados um
pouco por todo o Mundo, com destaque para os surtos pandémicos ocorridos em
Zanzibar, Calcuta, Antilhas Ocidentais ¢ Hong Kong (Henchal & Putnak, 1990).
Acredita-se que estes surtos provinham do mesmo serotipo, e que este era distribuido
geograficamente através das trocas comerciais e comércio de escravos (Weaver &
Vasilakis, 2009). A origem do nome da doenga remonta a este periodo. Em Africa e na
fndia Ocidental, foi designada pelo termo “denga” ou “dyenga”. Contudo, apds um
surto epidémico em Cuba, ocorrido em 1828, a infecdo passou a ser denominada na
literatura clinica, pela palavra espanhola “dengue”, cuja traducdo (staggering
weakness), sugere para as tonturas e vertigens registadas na infe¢ao (Halstead, 2008).

Apesar de existirem varios registos de epidemias no século XX, alguns dos
maiores surtos epidémicos foram registados nos Estados Unidos da América (EUA) em
1922, com cerca de 2 milhdes de pessoas com sintomas de febre do dengue (Henchal &
Putnak, 1990).

Na Europa, a ultima epidemia de grande propor¢ao ocorreu em 1927 e 1928, na
Grécia. Este surto epidémico resultou do elevado nimero de refugiados na regido, que
culminou num acréscimo de reservatorios de agua. Como estes locais constituem focos
reprodutivos do vetor Aedes aegypti, consequentemente, o mosquito tornou-se
endémico, transmitindo o virus (Halstead, 2008).

Como consequéncia da Segunda Guerra Mundial, ocorreram alteracdes
epidemiologicas, demograficas e ecologicas importantes, que determinaram o aumento
da incidéncia e da transmissdo do virus, particularmente no Sudeste Asiatico e regido do
Pacifico. Os militares nesta regido eram infetados pelo DENV frequentemente. Deste
modo, os movimentos dos combantentes instigaram a progressao e transmissao do virus
entre as metropoles desta area (Gubler, 2002; Halstead, 2008).

Com a circulagdo concomitante dos varios serotipos do DENV, o Sudeste da
Asia e regido do Pacifico, tornou-se endémico. Por conseguinte, aumentaram o niimero
de individuos suscetiveis, emergindo a febre hemorragia do dengue. A primeira
epidemia de FHD registou-se em Manila, nas Filipinas, de 1953 a 1954. Nos vinte anos
subsequentes, este flagelo tornou-se na principal causa de hospitalizagdo e morte em

criangas na regido (Gubler, 1998).
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Entre os anos 50 e 70, os EUA realizaran uma campanha de sensibilizagdo com
o intuito de erradicar o mosquito Aedes aegypti e, deste modo, combater a febre amarela
e o dengue. O vetor chegou a estar circunscrito de 1946 a 1963. Contudo, o sucesso foi
provisoério, dado que o programa de controlo foi dissolvido, tendo, consequentemente
originado a proliferacdo do mosquito na maior parte dos paises da regido (Gubler, 2002;
Guzman & Isturiz, 2010).

Nas décadas de 80 e 90, a transmissdo intensificou-se nas ilhas do Pacifico e em
todo o continente americano, o que conduziu a emergéncia da febre hemorragica do
dengue e ao aumento da incidéncia da febre do dengue. Tal facto resultou da expansao
geografica do virus e de ambos os vetores, Aedes aegypti e Aedes albopictus (Gubler,
1998). A partir dessa altura, o virus do dengue tornou-se endémico nos tropicos, sendo
responsavel por muitos surtos (Henchal & Putnak, 1990).

A evolugdo demografica, o crescimento urbanistico, a expansdo econdmica e a
progressdo na rede de transportes, sdo exemplos de fatores que contribuiram para a
distribuicdo e reprodugdo do vetor, com consequente aumento da incidéncia e

propagag¢do generalizada do virus (Gubler, 2002; Guzman & Istlriz, 2010).
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Capitulo 2 - Distribuicio geografica do dengue

No inicio do século XXI, o dengue tornou-se na doenga transmitida por
artropodes mais importante no Homem, sendo a virose de mais rapida disseminagdo um
pouco por todo o Mundo (Guzman & Istlriz, 2010). Apesar da transmissao do DENV
ser mais frequente nos tropicos, os continentes asiatico € americano constituem as areas
de maior risco de desenvolvimento de epidemias (Bhatt ef al., 2013).

De acordo com a OMS, existem mais de 100 paises tropicais e subtropicais que
sdo endémicos para o virus e, destes, cerca de 60 tém vindo a registar anualmente, casos
de febre hemorragica do dengue. Acredita-se também que cerca de 40% da populacdo
mundial, ou seja, aproximadamente 2,5 bilides de pessoas, resida em zonas onde o risco
de transmissdo da doenga ¢ eminente. Na regido do Pacifico, na Asia, na América, no
Médio Oriente e Africa, o nimero de casos de dengue estd constantemente a aumentar
(World Health Organization, 2009). Na figura 1, estd representado um mapa que

delimita as &reas de maior risco de transmissdo do virus do dengue.

V.4
Paises onde foram descritos g"
casos de dengue

Figura 1. Extensdo geografica dos paises e areas em risco de desenvolver dengue. As linhas de contorno
vermelho demarcam as areas de risco, onde o vetor existe, definidas pelos limites geograficos do

hemisfério norte e sul. Adaptado de: (World Health Organization, 2009).

Para além de serem endémicos, existem paises que sdo hiperendémicos, ou seja,
em que todos os serdtipos do virus circulam concomitantemente. Este fendmeno
favorece o risco de desenvolvimento de reinfegdes, com particular aumento da

gravidade dos episodios de dengue (Anez & Rios, 2013).
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Quando sdo estabelecidas condigdes favoraveis, o virus atua de forma
epidémica. A ocorréncia de surtos resulta, entdo, de fatores tais como a subsisténcia do
vetor, as condi¢gdes climaticas propicias e a existéncia de hospedeiros suscetiveis (Afiez

& Rios, 2013; Guzman & Istariz, 2010).

2.1 América

Nas ultimas trés décadas tem-se registado um relevante acréscimo da
propagacdo do virus no continente americano, apesar de a sua transmissao seguir um
padrdo sazonal. De acordo com dados da Pan American Health Organization, 0s
episodios de dengue aumentaram exponencialmente de 1.033.417 (16.4/100.000)
durantes os anos 80, para 2.725.405 (35.9/100.000) nos anos 90 e 4.759.007
(71.5/100.000) durante a década seguinte (Guzman & Isturiz, 2010).

A propagacao do virus segue um padrao ciclico, sendo verificados surtos a cada
3-5 anos. O maior surto descrito no continente americano ocorreu em 2002, onde foram
notificados mais de um milhdo de episddios. De acordo com os dados da OMS, entre
2001 e 2007 foram registados um total de 4.332.731 casos de febre do dengue, 106.037
episodios de febre hemorragica do dengue, resultando no falecimento de 1.299
individuos (Guzman & Isturiz, 2010; World Health Organization, 2009).

Todos os quatro serdtipos do virus foram identificados no continente. Em alguns
paises, os serotipos circulam mesmo em simultaneo, nomeadamente, na Colombia, El
Salvador, Guatemala, Guiana Francesa, México, Peru, Porto Rico, Republica
Dominicana, Venezuela e Barbados (World Health Organization, 2009).

Estes dados, porém, sdo sensiveis a varias circunstancias ¢ podem sofrer
alteracdes. A circulagdo de cada ser6tipo num dado pais ¢ varidvel, havendo
modificacdes na disposi¢do dos subtipos de DENV. Numa regido, o mesmo serotipo
pode ser introduzido varias vezes ou ser distribuido para outras areas diferentes. A
diferenca entre os surtos sugere a diversidade na distribuicao geografica dos quatro

ser6tipos. (Guzman & Istiriz, 2010).

2.1.1 América Latina

No periodo decorrido entre 2001 e 2007 ocorreram 2.798.601 casos de febre do
dengue na regido da América Latina, em paises como Brasil, Argentina, Chile, Uruguai
e Paraguai. Destes episodios, 6.733 foram representativos de febre hemorragica do

dengue e resultaram num total de 500 6bitos (World Health Organization, 2009).
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O Brasil ¢ o pais do continente americano com mais registos de casos de dengue,
apresentando uma percentagem de 54,5 (Guzman & Istariz, 2010).

Na mais recente epidemia registada no Brasil, em 2010 e 2011, os dados
epidemioldgicos registados pelo Ministério da Satde Brasileiro apontam para um total
de 1.666.208 casos de dengue no pais. Estes episddios, provocados pelo DENV-4,
resultaram em 26.659 casos de febre hemorragica do dengue e 1.097 mortes. Em 2010,
o serdtipo 4 reemergiu no Brasil, passados 28 anos. Para além da reemergéncia do
DENV-4, foi introduzido um novo genotipo na regido. A presenca de um genoétipo cuja
populacdo ndo se encontra imunizada, contribui para o risco de desenvolvimento dos

sindromes mais graves da doenga (Roberto et al., 2012).

2.1.2 Regiao Andina

Compreendida pela Bolivia, Colombia, Equador, Peru e Venezuela, esta area
registou 819.466 dos casos de dengue, no periodo decorrido entre 2001 e 2007.

A zona Andina ¢ caracterizada pela prevaléncia de febre hemorragica do dengue,
tendo sido a regido que apresentou o maior nimero de episodios, ou seja, 61.341 casos,
resultando em 306 obitos. A Venezuela ¢ o pais onde a FHD ¢ mais prevalente, com
35% dos casos. Neste pais, este sindrome manifesta-se maioritariamente em criangas.
Por outro lado, a Colombia foi o pais que registou a taxa de letalidade mais elevada.
Foram notificados 225 obitos, representativos de 74% do ntmero total (Guzman &

Istariz, 2010; World Health Organization, 2009).

2.1.3 América Central

Entre 2001 e 2007, a OMS reportou um total de 545.049 episddios de dengue,
sendo que destes, 35.746 sao relativos a febre hemorragica do dengue, com um registo
de 209 mortes. Nesta regido, a Costa Rica, as Honduras e o México constituem os
paises onde o dengue ¢ mais prevalente. No que diz respeito a mortalidade, a Republica
do Nicardgua apresenta o valor mais elevado, com um total de 64 obitos (31%). Na
América Central, os serotipos de DENV mais comuns sdo o DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 (World Health Organization, 2009).

2.1.4 Regisio das Caraibas
Na area das Caraibas encontram-se distribuidos todos os serdtipos do virus do

dengue, apesar de 0 DENV-1 e o DENV-2 serem os mais prevalentes. Os paises que
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registaram o maior nimero de episddios provocados pelo virus do dengue foram, Cuba,
Porto Rico, Republica Dominicana, Martinica, Trinidade e Tobago e Guiana Francesa.
Na Regido da Caraibas foram notificados 168.819 casos, em que destes, 2.217 foram de
FHD, resultando em 284 mortes. Nesta regido, a Republica Dominicana foi o pais que
notificou o maior nimero de mortes. Foram registados 220 6bitos o que corresponde a

uma percentagem de 77% (World Health Organization, 2009).

2.1.5 América do Norte

Nos paises da América do Norte, os casos sdo descritos maioritariamente em
viajantes e imigrantes, provenientes de paises onde o dengue ¢ endémico (Adalja, Sell,
Bouri, & Franco, 2012; Guzman & Isttriz, 2010; World Health Organization, 2009).

O DENV constitui o principal responsavel pelos episodios de febre registados
em viajantes, sobretudo dos que provém da América Central, América do Sul e
Caraibas, ou seja, regidoes caracterizadas pela forte afluéncia de turistas norte-
americanos. Verifica-se entdo que a maioria dos casos sdao importados, no entanto, tém
havido alguns episodios autoctones (Afiez & Rios, 2013).

Foram notificados episédios de dengue em praticamente todos os estados
americanos, com excep¢do do Alasca. Apesar da existéncia de surtos ocasionais no
territorio norte-americano, a transmissao secundaria ¢ rara (Guzman & Isturiz, 2010).

Os surtos epidémicos mais recentes foram registados no Hawaii em 2001, no
Texas em 2005 e na Florida em 2009 (Adalja et al., 2012; Afez & Rios, 2013).

Os principais vetores do virus, o Aedes aegypti e o Aedes albopictus encontram-
se distribuidos um pouco por todo o territério, maioritariamente no sul e sudeste. A
forte atividade de viagens, sobretudo por via aérea, contribui para a célere distribui¢do
dos artropodes e consequente disseminagdo do virus (Afiez & Rios, 2013). Assim,
deduz-se que o acréscimo de viajantes e as populagdes de vetores residentes sdo fatores
que fazem com que a possibilidade de epidemias seja eminente (4dalja et al., 2012).

Algumas metropoles dos EUA, particularmente, Nova lorque, Atlanta, Miami,
Washington, Los Angeles e Sdo Francisco, constituem zonas de influente trafego aéreo
e possuem extensos aeroportos. Deste modo, podem receber varios passageiros
potencialmente afetados por doengas infeciosas provocadas por virus, tais como o
dengue, encefalite japonesa ou Chikungunya. Estas regides populosas, possuem

potencial para se tornarem auténticas vias de entrada para arbovirus. Assim, a
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constitui¢do de estratégias que visem dominar e erradicar os vetores ¢ imperativa (Afiez

& Rios, 2013).

2.2 Asia e Oceania

Apds a Segunda Guerra Mundial, o dengue tornou-se uma preocupacao no
continente asiatico. A constante urbaniza¢do aliada a forte expansdo populacional,
contribuem para a endemicidade do virus, sobretudo na 4rea do Sudeste da Asia e
Pacifico Ocidental (Guzman & Isturiz, 2010).

A primeira grande epidemia registou-se nas Filipinas entre 1953 e 1954, e, desde
essa altura que tém vindo a ser registados varios surtos um pouco por todo o continente.
Os paises asiaticos que registam o maior numero de episddios sdo, Vietname, Malasia,
Camboja, Tailandia e Filipinas. Para além destes, na India, Indonésia, Nepal, Sri Lanka,
Timor-Leste, Bangladesh e Ilhas do Pacifico também foram registados surtos de dengue
(Guzman & Isturiz, 2010; World Health Organization, 2009).

Como o vetor Ae. aegypti se encontra disseminado um pouco por todo o
territorio, tanto em ciclos rurais como ciclos urbanos, a probabilidade de ocorréncia
destas epidemias ¢ elevada. Nestas regides, o dengue ¢ a principal causa de
hospitalizagdo em criangas, o que constitui uma preocupacao ao nivel da Saude Publica
Asiatica (World Health Organization, 2009).

A China, o pais mais populoso do mundo, registou varios surtos de dengue
sobretudo nos anos 80 e 90. No entanto, apesar de ndao serem descritos casos de dengue
desde 2003, a preocupagdo neste pais ¢ constante, pois para além da elevada densidade

populacional, € um pais que possui algumas areas tropicais (Guzman & Isturiz, 2010).

2.2.1 Sudeste Asiatico

Esta area manifesta um caracter ciclico na ocorréncia de epidemias, havendo
transmissao hiperendémica, ou seja, todos os quatro serotipos do DENV subsistem a
regido. A hiperendemicidade na transmissdo, verifica-se maioritariamente nos casos
provenientes de infe¢des secundarias (Guzman & Istariz, 2010). Os surtos epidémicos
ciclicos manifestam-se sobretudo na Tailandia, Bangladesh, India e Maldivas, paises
onde predomina o clima tropical, caracterizado por temperatura ¢ humidade elevadas
(World Health Organization, 2009).

A taxa de letalidade no Sudeste Asiatico é de cerca de 2%, contudo, na India,

Indonésia e Birmania este valor compreende-se entre 3-5%. Desde o ano 2000, tem-se
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manifestado uma forte expansdo do virus na regido, inclusivé com a abrangéncia de
novos paises. De entre os surtos mais relevantes do ponto de vista da letalidade,
encontram-se a pandemia ocorrida na Indonésia em 2007, onde foram notificados cerca
de 150.000 casos de dengue, com uma percentagem de 6bitos de cerca de 1%, e o surto
decorrido em Timor Leste, com uma percentagem de letalidade de 3,55% (World Health
Organization, 2009).

Na India sdo descritos surtos de dengue deste 1945. Com a presenca dos quatro
serdtipos, a transmissdo do virus ocorre tanto em meios urbanos como em meios rurais.
Nos ultimos anos tem sido registado um aumento consideravel da incidéncia em cidades

muito populosas, nomeadamente em Deli (Guzman & Istariz, 2010).

2.2.2 Pacifico Ocidental

Desde a grande pandemia ocorrida em 1998, esta regido tem sido caracterizada
por varios episoddios recorrentes. No periodo decorrido entre 2001 e 2007 foram
notificados 1.020.333 casos e 4798 mortes (cerca de 0,5%), resultantes da infecao por
dengue, na area do Pacifico Ocidental. Paises como o Camboja, Filipinas, Malasia e
Vietname registaram o maior numero de epidemias e Obitos, sendo que destes quatro
paises, o Camboja e as Filipinas foram os que mais contribuiram para tal registo (World

Health Organization, 2009).

2.2.3 Ilhas do Pacifico

As ilhas do Pacifico mais afetadas por surtos de dengue foram, Polinésia
Francesa, Nova Caledonia, Ilhas Cook, Samoa Americana, Palau e Micronésia.
Os dados epidemioldgicos recolhidos na regido revelaram que ocorreram 50.028 casos,

com um total de 34 mortes (World Health Organization, 2009).

2.3 Africa

Desde o século XX que o virus do dengue reside em Africa, com predominancia
na regido da Africa Subsariana. Os paises com maior registo de surtos sio o Quénia,
Mocambique, Ilhas Seichelles, Republica do Djibouti, Somalia, Costa do Marfim,
Senegal e Burkina Faso (Guzman & Isturiz, 2010). Devido a circulagdo de todos os
serotipos do DENV e das escassas medidas de controlo, o dengue tem registado uma
subida galopante nas ultimas décadas, com a prevaléncia do virus principalmente na

regido oriental africana. Apesar de ndo ser considerado um fator de doenga major no
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continente africano, comparativamente a outras preocupacdes como o HIV ou a malaria,
o dengue tem vindo a revelar a sua patogenicidade e mortalidade ao longo dos tempos,
com o aumento exponencial da ocorréncia de surtos no territorio (World Health

Organization, 2009).

2.4 Médio Oriente

Os seroétipos 1, 2 e 3 predominam nesta regido, tendo ocorrido vérias epidemias,
por eles provocadas, ao longo dos séculos. Os episddios mais recentes de dengue foram
registados no Paquistdo, Arabia Saudita, Suddo e Yémen em 2005/2006. Em 2005, no
Paquistao, ocorreu um surto de febre hemorragica do dengue, provocada pelo DENV-3.
Desde essa altura que tém sido notificados varios casos, com relevante gravidade,
constituindo uma preocupagdo na Satude Publica do pais. A Arabia Saudita notificou
trés grandes epidemias, uma em 1994, provocada pelo DENV-2, uma em 2006
provocada pelo DENV-1, e outra em 2008 causada pelo DENV-3. Em todas estas
epidemias foram reportados casos de febre hemorragica do dengue e de choque
hemorréagico do dengue, com algumas mortes, sendo que a mais grave foi a ocorrida em
2006, com seis Obitos. O Yémen ¢ outro pais que tem revelado varios casos de dengue.
Em 2005 houve uma grande epidemia provocada pelo DENV-3, e desde esse ano, o
numero de episodios tem vindo a aumentar exponencialmente (World Health

Organization, 2009).

2.5 Europa

Os casos de febre do dengue registados neste continente provém de individuos
que viajam para regides tropicais, particularmente para a América Latina, Africa,
Sudeste Asidtico e regido das Caraibas. O aumento do niumero de casos descritos ¢
diretamente proporcional a expansdo do turismo e das viagens para as zonas endémicas
(Guzman & Istariz, 2010).

Entre 2007 e 2012 ocorreram vdrios casos autoctones de dengue na regidao do
mediterraneo, nomeadamente, em Italia, Franca, Croacia e em Portugal, na Madeira.
Através de testes de biologia molecular, confirmou-se que o agente etioldgico,
responsavel pelos casos reportados, era o DENV-1. Durante estes surtos na Europa,
foram implementadas varias estratégias de controlo dos principais vetores de dengue,
Aedes aegypti e Aedes albopictus. A conten¢do dos artropodes ¢ fundamental para

reduzir o impacto do virus. Como a Europa inclui todas as caracteristicas propicias a
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transmissdo do virus, nomeadamente, residéncia dos vetores, viajantes para paises
tropicais e condigdes climatéricas favoraveis, deste modo, a observagdo e vigilancia
constantes, sdo essenciais (Tomasello & Schlagenhauf, 2013).

Apesar de atualmente o virus ndo ser endémico no continente europeu, ja o foi
no passado, em algumas sub regides, particularmente, nos Balcds e nos paises
mediterraneos. Permanecendo o risco de ocorréncia de epidemias futuras, mantém-se a
preocupagao em relagdo ao dengue (World Health Organization, 2009).

A tabela 1 indica de forma resumida os dados representativos da infe¢do por

dengue nas varias regioes do mundo entre 2001 e 2007.

Tabela 1. Dados epidemiologicos relativos as varias regides do globo onde se registaram casos de

dengue, no periodo decorrido entre 2001 e 2007. (Adaptado de: World Health Organization, 2009).

Percentagem
Numero de
Continente Regido Numero de casos de letalidade
obitos
(%)
América América Latina 2.798.601 500 0,02
RegidoAndina 819.466 306 0,04
América Central 545.049 209 0,04
Regido das Caraibas 168.819 284 0,17
América do Norte N.D. N.D. N.D.
Asia e Oceania Sudeste asiatico N.D. N.D. ~2
Regido do Pacifico
1.020.333 4.798 0,47
Ocidental
I1has do Pacifico 50.028 34 0,07
Africa N.D. N.D. N.D N.D.
Europa N.D. N.D. N.D. N.D.

Legenda: N.D. - Nao definido.

2.5.1 Portugal - Dengue na Regido Autonoma da Madeira

Entre Outubro de 2012 e o inicio de 2013, ocorreu um surto epidémico de
dengue na Regido Autonoma da Madeira, onde foi registado um total de 2.144 casos
(Alves et al., 2013).

No periodo decorrido entre 3 de Outubro e 25 de Novembro de 2012, foram
descritos 1.891 episodios, ocorridos maioritariamente em adultos com idades
compreendidas entre os 25 e os 64 anos, como se encontra representado na tabela 2

(Sousa et al., 2012).
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Tabela 2. Episodios de dengue registados na Regido Autonoma da Madeira entre 3 de Outubro e 25 de
Novembro de 2012. A tabela representa o nimero de casos ocorridos, divididos por faixa etaria e

respetiva percentagem. (Adaptado de: Sousa et al., 2012).

Faixa etaria (idade) Nimero de casos Percentagem (%)
0-14 240 12,7
15-24 299 15,8
25-64 1.132 59,9
+65 220 11,6
Total 1.891 100

Desde 1928 que nao ocorriam surtos de tamanha propor¢ao na Europa, contudo,
tém sido descritos alguns casos esporadicos de febre do dengue em individuos
regressados de viagens de paises endémicos. Em Portugal, todos os anos sdo registados
episodios importados principalmente do Brasil, porém , também sao identificados casos
de individuos provenientes de Timor-Leste, India, Cabo Verde, México, Tailandia,
Angola, Paquistdo e Vietname (Alves et al., 2013; Sousa et al., 2012).

O Ae. aegypti, vetor responsavel, foi identificado na Madeira, na regido de Santa
Luzia, pela primeira vez, em 2005. Desde entdo, o vetor encontra-se disseminado um
pouco por toda a ilha (Sousa et al., 2012).

A localizagao geografica da ilha da Madeira, perto do continente africano,
possuindo um clima subtropical e com predominancia de precipitagdo, sdo fatores que
contribuem para a reprodu¢do do mosquito e transmissdo do DENV. Como a estagdo
das chuvas ¢ mais comum durante o Outono, o risco de infe¢do durante este periodo €
maior (Frank, Hohle, Stark, & Lawrence, 2013).

Este surto derivou da interacdo entre varios fatores de risco, nomeadamente, a
prevaléncia do mosquito, o elevado nimero de locais de reprodugdo e o
comprometimento do sistema imunitario dos habitantes (Alves et al., 2013).

Os pacientes infetados registaram sintomas gripais, nomeadamente febre,
enxaquecas, dores retro orbitais, artralgias, mialgias, astenia, e erup¢des maculo-
papulares. Para além destes sinais clinicos, as analises laboratoriais revelaram
trombocitopénia, leucopénia e niveis elevados de transaminases. No entanto, apesar da
extensdo deste surto, ndo foram registados casos graves de dengue, havendo um
decréscimo consideravel da progressdao da doenga com o decorrer do tempo (Alves et

al., 2013; Domanovic et al., 2012).
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Os testes laboratoriais, realizados as amostras de soro recolhidas dos pacientes
infetados, através de RT-PCR, revelaram a presenga do serdtipo 1 (Alves et al., 2013;
Sousa et al., 2012). Devido a elevada semelhanga sequencial com os serdtipos
existentes na Venezuela e Colombia, cré-se entdo, que a corrente transmissdao do virus
teve origem na América Latina (Domanovic et al., 2012; Sousa et al., 2012).

Apo6s a ocorréncia do surto foram tomadas algumas providéncias de modo a
minimizar a transmissdo, reduzir o impacto na populacdo afetada, e prevenir a
distribuicdo para outros paises, sobretudo europeus (World Health Organization, 2012).

As primeiras medidas implementadas foram, desinfestacdo de todos os avides
com partidas da ilha; sistemas de monitorizacdo de mosquitos, no aeroporto, portos,
centros de saude, e outros locais de potencial transmissdo. De forma a educar a
populacdo, foi dada informacao relativa a protecdo pessoal contra o vetor e estratégias
de erradicacdo dos locais reprodutivos. A campanha incluiu informacao direta, ou seja,
porta-a-porta, e informacdo indireta, através da comunicagdo social e internet, nas
escolas, igrejas, e setores de satide. Os viajantes para a ilha também foram notificados
acerca da fisionomia da doenga, suas manifestacdes clinicas, bem como de quais as
precaugdes a ter em conta de modo a reduzir o risco de ser picado. As estratégias
preventivas incluiram a aplicacdo de repelentes e a utilizacdo de roupas que protejam da
picada. Ao contrario do que acontece noutras doengas infeciosas como a maldaria, no
caso do dengue estas medidas preventivas devem ser aplicadas principalmente durante o
dia pois 0 Aedes aegypti ¢ um mosquito diurno, possuindo maior atividade durante o
amanhecer ¢ o anoitecer. Aos profissionais de saide foram dadas as instrugdes,
diretrizes e conhecimentos necessarios para o correto diagnostico e gestdo clinica da
infe¢do por dengue. Por ultimo, relativamente a seguranca do sangue e hemoderivados,
foram tomadas certas providéncias de maneira a prevenir a transmissao, evitando-se a
doagdo de qualquer tecido biologico por parte de portadores de sintomas gripais ou de
visitantes da ilha da Madeira. Para além disso, foram realizados testes de biologia
molecular, nomeadamente, RT-PCR, de todo o sangue recolhido, tanto na ilha da
Madeira quanto em Portugal Continental (Domanovic et al., 2012; Frank et al., 2013;
Sousa et al., 2012).

Apesar dos esfor¢os e medidas implementadas, prevalece o risco de introdugdo
de outros serodtipos e de desenvolvimento de novos surtos. Deste modo, para além da
manutencdo das estratégias adoptadas e da vigilancia constante, ¢ imperativa a

descoberta de alternativas que sejam eficazes face a este flagelo (Alves et al., 2013).
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O virus do dengue ¢ transmitido de pessoa para pessoa pelos mosquitos fémea da
familia Aedes spp. Os mosquitos Aedes aegypti € Aedes albopictus sdo os vetores mais
eficazes e competentes. Sdo espécies que habitam perto do Homem e estdo adaptadas ao
meio doméstico que o rodeia. Os artropodes t€ém um ciclo flexivel, alimentando-se em
qualquer ambiente, tanto ao ar livre como dentro de casa, e a qualquer hora,
especialmente durante o dia (Guzman & Isttriz, 2010).

A demografia, ecologia ¢ comportamento dos vetores sdo afetados pelas
condigdes meteoroldgicas. Para além destes, a crescente urbanizacdo, as viagens
internacionais, a pobreza e precariedade e a escassez de programas efetivos que visem
ao combate, constituem parametros que amplificam a propagacdo e reemergéncia dos
artropodes (Guzman & Isturiz, 2010).

Caracteristicas como o tempo de vida, os potenciais reprodutivos, a resposta a
fatores bioticos (alimentacdo, existéncia de espécies competitivas e predadores) e
fatores abioticos (caracteristicas fisico-quimicas dos habitats das larvas, condi¢des
climaticas e ambientais, inseticidas), sdo essenciais para uma melhor compreensao
acerca da competéncia destas espécies. Além disso, as interacdes entre estes fatores
determinam o potencial proliferativo do mosquito e a sua capacidade vetorial para a

transmissdo do virus (Mohamed, Hany, & Emad, 2013).

3.1 Aedes aegypti

O principal vetor do virus do dengue, o Aedes aegypti, ¢ um mosquito
peridomiciliario, que vive no interior e exterior das habitacdes, proximo dos humanos.
O artropode alimenta-se essencialmente durante o dia ¢ a sua nutrigdo ¢ constituida a
base de sangue (Hopp & Foley, 2001; Stoddard ez al., 2013).

Este inseto ¢ antropofilico e endofilico, sendo uma espécie distribuida
globalmente e proliferando maioritariamente as zonas urbanas mais pobres e precarias
(Dieng et al., 2012; Luz et al., 2011).

Os artropodes agregam-se especialmente ao redor das instalagdes humanas,
dispersando-se em distancias relativamente curtas, geralmente a menos de cem metros.
Os movimentos humanos influenciam a exposi¢do aos mosquitos Aedes aegypti. Assim,
a mobilidade possui impacto na transmissdo da infecdo, influenciando os padrdes de

incidéncia e propagacao do virus (Stoddard et al., 2013).
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Os mosquitos Aedes aegypti adultos possuem um tamanho médio de 4 a 7 mm
de comprimento. A superficie dorsal do térax € rugosa, apresentando escamas
esbranquigadas, enquanto que o abdomen apresenta um tom mais escuro, entre o
castanho e o preto, podendo, no entanto, conter o0 mesmo tipo de escamas brancas. As
pernas traseiras do mosquito apresentam coloragdo escura e possuem manchas brancas
que se assemelham a riscas (Clemons et al., 2010). A figura 2 representa a aparéncia e

caracteristicas fisicas do mosquito fémea no ato da picada.

Figura 2. Fémea adulta de Aedes aegypti no momento da picada. Os mosquitos apresentam escamas
brancas na supeficie dorsal e listas brancas nas pernas. (Retirado de: Centers for Disease Control and

Prevention, 2013).

Embora tanto os machos quanto as fémeas se alimentem do néctar de plantas, as
fémeas estdo adaptadas para a alimentacdo com sangue de vertebrados, uma vez que
possuem uma espécie de “abas” bucais sugadoras (Clemons et al., 2010).

A temperatura, humidade, precipitacdo, luz solar e velocidade do vento sdo
fatores meteoroldgicos que afetam a subsisténcia e desenvolvimento do mosquito. O
Aedes aegypti ¢ um artropode tropical, contudo consegue subsistir em condigdes
ambientais adversas. Encontra-se difundido um pouco por todo o mundo, conseguindo
habitar em regides onde as temperaturas sio muito altas ou baixas. E, igualmente,
afetado pelo clima, preferindo climas com humidade e precipitacdo elevadas. As larvas
do inseto sdo abundantes em regides onde as chuvas tropicais sdo frequentes, pois a

agua da chuva armazenada, constitui um reservatdrio comum para a deposi¢cdo dos ovos

(Jansen & Beebe, 2010).
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O ciclo gonotréfico ¢ o ciclo de desenvolvimento ovérico do mosquito, sendo
definido como o tempo decorrido entre a ingestdo de sangue, através da picada, e a
postura dos ovos (Mohamed et al., 2013). Este ciclo de metamorfose, dura em média
dez dias e ¢ constituido por quatro fases, que compreendem, a fase de ovo, fase larval,
fase pupal e a fase adulta (figura 3). Todas estas fases decorrem em ambientes

aquaticos. (Clemons et al., 2010).

Ciclo de vida do mosquito 4edes

Mosquito adulto
‘

Emergencna

/

\_ &
Passagem 3
a pupa
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Figura 3. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti representando as quatro fases, fase de ovo, fase larval,

fase pupal e fase adulta. (Adaptado de: Hopp & Foley, 2001).

A fecundidade do mosquito fémea, isto é, a sua capacidade reprodutiva, pode ser
aferida através da quantidade de ovos depositados, enquanto que no macho a
fecundidade ¢ mensurada por meio da competéncia sexual. Se a copulacdo for ineficaz,
resultam fémeas semi-fecundadas, comprometendo a reprodugdo da espécie (Mohamed
et al., 2013). Durante o seu ciclo de vida, as fémeas adultas podem produzir até cinco

lotes de ovos, colocando, de cem a duzentos ovos por lote. Os ovos sao depositados a
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superficie da agua, em locais humidos, geralmente em reservatorios como tanques,
vasos e baldes, localizados sobretudo perto de habitagdes (Clemons et al., 2010).

As larvas eclodem dos ovos ap6s um periodo médio de quatro dias e meio. A
temperatura ¢ o fator determinante no crescimento e sobrevivéncia dos embrides, estes,
desenvolvem-se mais rapidamente nos climas quentes como os encontrados nos
tropicos. Para além disso, as temperaturas elevadas aceleram ainda a digestdo de
sangue, o que diminui a duracdo do ciclo gonotréfico, afetando a capacidade infeciosa
do vetor, e, por conseguinte, a transmissdo da doenca. A humidade €, igualmente, um
parametro essencial na oogénese, uma vez que os ovos, quando expostos a um
acréscimo de humidade, eclodem mais rapidamente (Mohamed et al., 2013).

Os ovos sdo bastante resistentes sobrevivendo por longos periodos, por vezes
alguns meses, a fatores adversos como secas ou degelos, porém, assim que submergem
na agua, eclodem. Esta ¢ uma das razdes que leva ao dificil controlo destas espécies.
Para além da temperatura e humidade, a alimentacdo a base de sangue interfere também
na deposi¢do dos ovos. As fémeas de Ae. aegypti melhor alimentadas e,
consequentemente, de tamanho acrescido, sdo mais férteis e competentes (Clemons et
al., 2010; Mohamed et al., 2013).

A fase larval é composta por quatro estdgios que duram em média quatro dias
sendo que grande parte deste periodo ¢ passado a superficie dos habitats aquaticos. As
larvas alimentam-se sobretudo de algas e outros organismos microscopicos encontrados
na agua. A seguir ao quarto estagio, o Aedes aegypti entra numa fase pupal que dura
cerca de dois dias, ao fim da qual atinge a maturidade (Clemons et al., 2010).

O tempo médio de vida do inseto adulto varia entre duas semanas a um més
(Clemons et al., 2010). Os machos geralmente vivem cerca de dez dias enquanto que as
fémeas vivem aproximadamente vinte dias. A dieta dos mosquitos influencia a sua
longevidade, na medida em que, fémeas cuja alimentagdo ¢ feita a base de sangue,
vivem mais tempo, relativamente as que ndo se alimentam desta forma. Outro parametro
que influencia a vida do inseto ¢ a frequéncia das refeicdes. As fémeas de Ae.aegypti
que ingerem sangue diariamente, vivem mais tempo do que aquelas cuja alimentagdo ¢é
esporadica. Contudo, a longevidade e densidade populacional do vetor podem ainda ser
afetados pela existéncia de espécies competitivas, predadores ou inseticidas. Posto isto,
o tamanho do vetor, o horario e frequéncia das refei¢des, o tipo de dieta, o tamanho da
fémea, a alimentacdo larval e as condicdes ambientais afetam significativamente a

longevidade e fecundidade dos vetores (Mohamed et al., 2013).
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O mosquito é considerado um vetor competente por varias razdes, tais como, a
elevada suscetibilidade ao DENV, o habitat proximo do Homem, a alimentac¢do diurna a
base de sangue humano e a picada praticamente impercetivel. Como qualquer
movimento afeta a sua alimentagdo, e de forma a compensar a interrup¢ao, 0 mosquito
procura rapidamente novos alvos. Assim, num Unico ciclo gonotréfico, as fémeas Aedes
aegypti podem picar varios individuos (Gibbons & Vaughn, 2002; Mohamed et al.,
2013).

Apds um periodo de incubagdo extrinseco de aproximadamente dez dias, o virus,
localizado nas células epiteliais do trato intestinal do mosquito, passa para as glandulas
salivares deste. As proteinas salivares resultantes da picada do inseto promovem a
infe¢do no alvo (Guzman et al., 2010). O virus do dengue infeta maioritariamente as
glandulas salivares. Contudo, verifica-se também a presenga de infecdo no sistema
nervoso, envolvendo o cérebro, o 6rgao de Johnston, o olho, e os ganglios toracico e
abdominal do mosquito (Platt et al., 1997).

A transmissdo ocorre na sequéncia da fase de incubagdao do artropode, num
periodo designado por fase de virémia. Este periodo dura geralmente entre quatro a
cinco dias, e a partir dai 0 mosquito permanece infecioso para o resto da sua vida. Por
outro lado, a transmissdo placentaria, por transfusdo sanguinea e através de transplante,
¢ pouco frequente (Guzman & Istariz, 2010).

O virus parece afetar o comportamento do inseto verificando-se que os
mosquitos infetados demoram mais tempo a alimentar-se do que os mosquitos normais
(Luz et al., 2011). Para além disto, os mosquitos fémea infetados com o virus do dengue
apresentam um aumento de cerca de 50% na sua atividade locomotora, quando
comparados com os mosquitos ndo infetados (Lima-Camara ef al., 2011).

Atualmente, o continuo crescimento populacional, principalmente nas areas dos
tropicos, o aumento da movimentagao dos vetores através da modernizagdo da rede de
transportes, ¢ as escassas e ineficazes medidas de controlo, sdo algumas razdes que
contribuem para a propagacdo constante do artropode. Apesar das condi¢des climaticas
influenciarem extensivamente a distribuicdo do mosquito e a epidemiologia da infe¢ao
por dengue, o comportamento das populacdes ¢ as condi¢cdes do ambiente doméstico,
sdo os fatores mais importantes na eficacia das estratégias de erradicacdo do Aedes

aegypti (Jansen & Beebe, 2010).
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3.1.1 Aedes aegypti em Portugal

O primeiro caso confirmado de Aedes aegypti em Portugal ocorreu entre 2004 ¢
2005, em Santa Luzia, na Regido Auténoma da Madeira. (Almeida, Gongalves, Sousa,
Melim, & Gracio, 2007). O vetor teve origem provavelmente num pais da zona das
Caraibas, sendo introduzido na ilha através de viajantes infetados (Alves et al., 2013).

Na regido, foram tomadas medidas para controlo do vetor que contaram com a
cooperagdo entre as autoridades e a populagdo e incluiram, a reducdo dos locais de
deposicdo dos ovos, o tratamento quimico com inseticidas, e a educagdo populacional.
Contudo, a erradicagdo do mosquito ndo apresentou os efeitos desejaveis, consequéncia
da existéncia de ovos em locais de dificil acesso. Assim, o mosquito tem continuado a
proliferar a regido (Almeida et al., 2007).

Para além da ilha da Madeira, o artrépode reside também na Holanda, Gedrgia,
e na fronteira desta com a Russia. Em Portugal Continental, o mosquito foi detetado até
1956, ndo tendo voltado a ser descrito desde essa altura. Neste periodo, era também
prevalente em Espanha, origindrio do Norte de Africa (Almeida er al, 2007;
Domanovic et al., 2012)

A proliferagdo desta espécie de mosquitos na Europa, ¢ favorecida pelas
mudangas climaticas registadas nos ultimos anos. Como resultado do aquecimento
global, da crescente imigracao e acréscimo de viagens para zonas endémicas, aumenta a
preocupacdo relativamente a transmissdo do virus do dengue no continente europeu e
em Portugal, em especial na regido da Madeira , onde o clima presente ¢ favoravel a

proliferacdo do Aedes aegypti (Almeida et al., 2007; Domanovic et al., 2012).

3.2 Aedes albopictus

O mosquito Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse), ¢ uma espécie bastante
competente, sendo o vetor de varios arbovirus, nomeadamente do virus do dengue,
inclusivé dos seus quatro serétipos (Gratz, 2004).

Apesar de transmitir o DENV, o Ae. albopictus ¢ considerado um vetor menos
competente do que o seu homologo Aedes aegypti (Domanovic et al., 2012).

Originario do Sudeste Asiatico, nas ultimas décadas tem-se vindo a distribuir
para outros continentes como Africa, América e Europa. Esta expansdo deve-se a forte
troca comercial entre os varios continentes, particularmente, na 4rea de negocio de
pneus usados. Quando possuem agua, os pneus constituem reservatdorios para os ovos do

Aedes albopictus. Os ovos do vetor podem sobreviver varios meses, mesmo na auséncia
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de ambientes aquosos, foco preferencial para a reproducao desta espécie. Deste modo, a
distribuicao do mosquito para areas onde nao habita ¢ facilitada, podendo assim tornar-
se endémicas (World Health Organization, 2009).

Este inseto constitui um vetor importante do virus do dengue, contudo, somente
em areas onde o Aedes aegypti ndo ¢ predominante, como no Japao, Hawaii, Ilhas
Seichelles, Ilha da Reunido, IThas Maldivas e algumas partes da China. Nestas regioes o
Ae. albopictus ¢ o vetor principal do DENV, no entanto, sdo zonas onde nunca
ocorreram as epidemias devastadoras, caracteristicas do virus, nem as formas mais
graves da doenca. Nos paises em que o Ae. aegypti ¢ o vetor dominante, o Ae.
albopictus age como vetor de manutengdo do virus do dengue, atuando, sobretudo, nos
ciclos rurais e selvagens. Tal facto sugere a existéncia de competicdo geografica entre
os dois vetores (Anez & Rios, 2013; Delatte et al., 2008; Gratz, 2004; Lambrechts,
Scott, & Gubler, 2010).

Inicialmente, esta espécie reproduzia-se em ambientes florestais e rurais, porém,
resultante de uma adaptacao evolutiva, o Ae. albopictus comegou a desenvolver-se nos
meios urbanos, inclusivé no interior das habitagdes. Através desta evolucio, o mosquito
desenvolveu a apeténcia para transmitir virus patogénicos, nomeadamente o virus do
dengue. Este artropode possui uma forte flexibilidade ecologica que lhe permite adaptar
a varios ecossistemas, incluindo o meio urbano, na medida em que as fémeas depositam
0s seus ovos tanto em reservatorios naturais quanto em contentores sintéticos. No
ambiente urbano, os recipientes descartaveis ndo degradaveis constituem os locais mais
favoraveis para a reprodugdo, contudo, no ambiente natural, os troncos de bambu e as
fissuras nas rochas sdo os seus locais de eleicao (Delatte et al., 2008; Saboia-Vahia et
al.,2013).

Este artropode € mais sensivel a infecdo intestinal, deste modo, a distribui¢ao do
virus para outros tecidos ¢ bastante reduzida (Lambrechts et al., 2010).

O mosquito Ae. albopictus ¢ definido como sendo um mordedor agressivo e
oportunista, com uma vasta gama de hospedeiros vertebrados. Os alvos deste inseto
incluem, passaros, galinhas, caes, cabras, vitelas e 0 Homem. Alimentando-se também
do sangue de outros seres, o sangue humano constitui a sua preferéncia. Deste modo,
compde um risco elevado para a propagacao de virus (Dieng et al., 2012).

O vetor emergiu na Europa em 1970, através das exportagdes mundiais,
principalmente do comércio de pneus. Desde essa altura, tem-se encontrado em varios

paises, principalmente na Itdlia, onde ¢ endémico, Espanha, Franga, Bélgica e Suiga
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(Domanovic et al, 2012; Gratz, 2004). As alteragdes climaticas, resultantes do
aquecimento global e da poluicdo, resgistados nas ultimas décadas, aliadas a
endemicidade do vetor noutras regides europeias, fazem de Portugal um pais de alto
risco para a emergéncia do mosquito Aedes albopictus e, consequentemente, a
proliferacdo de arboviroses (Almeida ef al., 2008).

A mudanca na dinamica de transmissao, assim como o aumento da disseminac¢ao
global deste mosquito, sdo razdes preocupantes, que culminam no acréscimo do risco de
expansdo de arbovirus, especialmente o DENV (Lambrechts et al., 2010). A figura 4
apresenta uma ilustragdo do vetor Aedes albopictus. Em semelhanga ao Aedes aegypti,
este mosquito também apresenta escamas brancas na superficie dorsal e listas brancas

nas patas.

Figura 4. Aedes albopictus, vetor do virus do dengue e de outros arbovirus. (Retirado de: University of

Management and Technology, 2013).
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O virus do dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. O género
Flavivirus incorpora outros virus igualmente importantes, encontrados um pouco por
todo o globo. O virus da febre amarela, virus da encefalite japonesa, virus do Oeste do
Nilo e virus da encefalite de St. Louis sdo alguns exemplos (Iglesias & Gamarnik,
2011). Todos os flavivirus possuem o mesmo conjunto de epitopos que constituem a
proteina do invélucro (E). Por conseguinte, os testes seroldgicos resultam
frequentemente em reagdes cruzadas entre estes virus, o que dificulta a realizagdo de um
diagnostico preciso (Gubler, 1998).

O DENV possui quatro serotipos antigenicamente distintos, porém, partilham
aproximadamente 65% do genoma. Embora apresentem certas alteragdes genéticas entre
si, os subtipos possuem geralmente o mesmo habitat e causam sindromes semelhantes
no Homem (Halstead, 2008).

O virus apresenta uma estrutura esférica com um diametro de 40 a 60 nm, sendo
constituido por uma nucleocépside de simetria icosaédrica, que por sua vez se encontra
revestida por um involucro lipidico. O genoma do virus contém uma molécula de RNA
de cadeia simples e polaridade positiva com cerca de 11.000 pb de comprimento
(Guzman et al., 2010; Jessie, Fong, Devi, Lam, & Wong, 2004).

O genoma do DENV possui apenas uma fase de leitura aberta, open reading
frame, (ORF), a qual codifica um polipéptido que é processado durante, e apds a
traducdo, por proteases celulares e serinas virais. O polipéptido € sintetizado nas trés
proteinas estruturais e nas sete proteinas ndo-estruturais, na ordem C-prM-E-NSI-
NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS5. As proteinas estruturais denominam-se por, proteina
da cépside (C), proteina da membrana (M) e proteina do invélucro lipidico (E) (Faheem
etal.,2011).

As porg¢des terminais 5° e 3°, da cadeia de RNA, constituem sequéncias nao
codificantes. A extremidade 5°, fundamental para a replicacdo viral e sintese proteica, ¢
metilada. Esta caracteristica, porém, ndo se verifica em todos os flavivirus. Algumas
propriedades do virus, nomeadamente, a replicacdo viral, o tropismo virus/célula
hospedeira, a especificidade, a patogenicidade e a viruléncia, devem-se a atividade dos
elementos constituintes da regido ndo codificante 3’ (Faheem ef al., 2011).

As estruturas do RNA exercem um papel fundamental na regulacdo de varios

processos do ciclo viral, atuando como promotores, potenciadores e redutores na
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transcri¢do, traducdo, replicagdo do RNA e encapsidacdo. Para além disto, integram a
resposta antiviral do hospedeiro, estimulando-a ou reprimindo-a (Iglesias & Gamarnik,
2011).

Os genomas virais sao moléculas ativas que vao sofrendo rearranjos
conformacionais conforme o desenvolvimento do ciclo virico. As suas estruturas
secundarias e terciarias alteram-se, respondendo desta forma as modificagdes do
ambiente circundante da célula alvo. A dindmica da molécula de RNA ¢ regulada por
varios elementos, nomeadamente, pelas sequéncias de nucledtidos e pelas interagdes
RNA-RNA locais e de longo alcance. Nao obstante o inicio do mecanismo de tradugdo
ocorrer na extremidade 5°, e o inicio do processo de replicagdo de RNA ocorrer na
extremidade 3°, os elementos cis, essenciais para o inicio da tradu¢do, localizam-se na
extremidade 3’ do RNA viral. Por outro lado, os elementos essenciais para o inicio da
replicacdo do RNA encontram-se na por¢do terminal 5’ do genoma (Iglesias &
Gamarnik, 2011).

O genoma do DENYV, assim como o de outros virus do género Flavivirus,
apresenta sequéncias complementares nas extremidades 5’ e 3’°, sequéncias essas que
regulam a interagcdo RNA-RNA e a ciclizagdo do genoma (Alvarez et al., 2005; Iglesias
& Gamarnik, 2011).

De acordo com estudos realizados por Alvarez et al. (2005), as moléculas de
RNA contendo sequéncias virais nas extremidades 5’ e 3’ formam estruturas circulares,
enquanto que tal ndo se verifica em moléculas de RNA contendo delegdes especificas
nas sequéncias virais na extremidade 3’. Assim, constata-se, que a afinidade e
complementaridade entre pelo menos dois pares de sequéncias de nucleotidos, ¢
fundamental para a ciclizagdo do RNA, e consequentemente, para a estabilizacdo dos
complexos RNA-RNA. As sequéncias complementares 5’e 3’ sdo constituidas por
aproximadamente dez nucleétidos adjacentes, sendo que destes, pelo menos oito, sdo

semelhantes em todos os flavivirus (Alvarez et al., 2005).

4.1 Origem do virus do dengue

O virus do dengue propaga-se através de dois ciclos, ciclo zoondtico e ciclo ndo
zoonotico. No ciclo ndo zoonotico ou endémico/epidémico, a transmissdao ocorre entre
humanos e mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. Por outro lado, no
ciclo zoondtico ou selvagem, a transmissdao decorre entre primatas e outras espécies de

vetores da familia dedes spp., que ndo as referidas anteriormente (Franco et al., 2011;
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Halstead, 2008). A figura 5 ilustra um esquema representativo dos dois ciclos do

artropode.

Ciclo zoonotico Ciclo endémico

—— /“”‘*\

[ Y
\ / \ ~

.\Iosqmto .4edes
Figura 5. Ciclo zoonoético (selvagem) e ciclo endémico (epidémico) do virus do dengue. (Adaptado
de:Whitehead, Blaney, Durbin, & Murphy, 2007).

Os primatas sdo suscetiveis ao virus do dengue desenvolvendo uma resposta
imunitaria, ainda assim, estas espécies ndo apresentam as manifestagdes clinicas
evidentes de doenca (Guzman & Istariz, 2010).

O virus do dengue evoluiu a partir de estirpes selvagens primitivas que
utilizavam hospedeiros residentes nas florestas tropicais africanas e asidticas (Weaver &
Vasilakis, 2009; Whitehead et al., 2007). As estirpes selvagens de DENV, geralmente
ndo passam das florestas para as areas urbanas. No entanto, pode ocorrer transmissao
ocasional, em meios rurais ou ilhas, onde os focos populacionais sao reduzidos (Gubler,
1998).

O ciclo zoondtico de transmissdo envolve hospedeiros primatas e mosquitos da
familia Aedes spp., contudo, ndo sdo os habituais vetores, Ae.aegypti ¢ Ae.albopictus
(Gubler, 1998; Halstead, 2008; Weaver & Vasilakis, 2009). Nas florestas tropicais, o
virus manteve-se por meio de transmissdo vertical/transovarial no artropode, realizando,
posteriormente, uma amplificagdo intermitente nos primatas (Gibbons & Vaughn,
2002).

De modo a confirmar a teoria das estirpes provenientes de habitats selvagens,
surgiram estudos que demonstraram que estas linhagens eram diferentes de todas as

outras (Weaver & Vasilakis, 2009). Na Africa Ocidental, estudaram-se os ciclos de
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transmissdo das estirpes selvagens do virus do dengue. O DENV-2 tem sido encontrado
na regido desde os anos 70, manifestando-se predominantemente no Senegal, Guiné,
Costa do Marfim e Burkina Faso (Franco ef al., 2011; Halstead, 2008). Este ser6tipo foi
isolado a partir de varias espécies da familia Aedes spp., nomeadamente Aedes
africanus, Aedes leuteocephalus, Aedes opok, Aedes taylori e Aedes furcifer (Franco et
al.,2011; Wang et al., 2000). Os isolados indigenas, provenientes dos ciclos zoonoticos
africanos, apresentam diferencas ecoldgicas e genéticas, relativamente aos isolados
endémicos, provenientes de meios urbanos. As estirpes selvagens do DENV-2 diferem
em cerca de 19% nas suas sequéncias nucleotidicas, o que leva a crer que estas
linhagens sao evolutivamente distintas (Wang et al., 2000; Weaver & Vasilakis, 2009).

Na Malésia, os quatro serotipos de dengue foram isolados a partir dos vetores
Aedes niveus e de primatas (Franco et al., 2011; Wang et al., 2000; Weaver &
Vasilakis, 2009). Os isolados de DENV-1, DENV-2 e DENV-4, provenientes de
linhagens indigenas asiaticas, também revelaram diferencas em relagdo aos isolados
endémicos, e relativamente aos isolados selvagens de origem africana. As estirpes
selvagens de DENV-2 da Malasia divergem das estirpes epidémicas em cerca de 17%
enquanto que os isolados de DENV-1 e DENV-4 diferem das linhagens endémicas em
cerca de 7% e 14% respetivamente (Wang et al., 2000; Weaver & Vasilakis, 2009).

A maior divergéncia das estirpes primitivas selvagens na Maldsia em relagdo as
de Africa demonstra que o antepassado de todos os serdtipos de DENV emergiu na
regido asiatica, evoluindo, com o passar dos anos, para os quatro serdtipos descritos
hoje em dia. Esta evolucdo envolveu também a adaptagdo dos vetores do virus e dos
hospedeiros. Inicialmente o ciclo do DENV constituia mosquitos de véarias espécies da
familia Aedes spp., que foram substituidos posteriormente pela espécie Aedes albopictus
e por fim pela espécie Aedes aegypti. Como primordialmente o mosquito Ae. aegypti
ndo era prevalente na Asia e Ocednia, acredita-se que o Ae. albopictus, ou outros
mosquitos Aedes, possivelmente seriam os vetores primitivos. Com origem africana, o
vetor Aedes aegypti propagou-se para outras areas do globo em consequéncia da forte
expansao comercial nos tropicos, decorrida ha alguns séculos atras. Apesar de o serotipo
3 ndo ter sido isolado pelos investigadores, foram encontrados anticorpos em amostras
serologicas provenientes de primatas, o que leva a crer que na regiao da Malasia existia
igualmente um ciclo zoonético de DENV-3 (Wang et al., 2000; Weaver & Vasilakis,
2009).
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A escassa concentragdo populacional da forma indigena do DENV, designa que
era primitiva e que as formas endémicas/epidémicas progrediram a partir de populagdes
urbanas que se tornaram hospedeiros adequados para o virus. Assim, verifica-se que os
quatro serdtipos endémicos de DENV, evoluiram a partir de ancestrais selvagens (Wang
et al., 2000).

Conclui-se que os quatro serotipos de dengue resultaram da evolucao de um
serdtipo ancestral comum. O periodo de isolamento, associado a constante sucessdo de
alteracdes na transcri¢do do RNA viral e da diferenciagdo nas proteinas do invélucro,
sdo fatores que conduziram aos subtipos encontrados hoje em dia, permitindo que se

formasse um ciclo de transmissao urbano (Halstead, 2008).

4.2 Serotipos

O virus do dengue possui quatro serotipos genética e antigenicamente distintos,
DENV-1, DENV-2, DENV-3 ¢ DENV-4. Estes sdo constituidos por diversos gendtipos
com repercusao na infecdo e distribuicao geografica, ligeiramente diferentes (Weaver &

Vasilakis, 2009).

4.2.1 DENV-1

Atualmente, e de acordo com andlises filogenéticas que sdo baseadas nas
sequéncias de nucleétidos, considera-se que o DENV-1 possui cinco genotipos que
possuem uma divergéncia nucleotidica de apenas 6%. Estes sdo, o genotipo I, constitido
por estirpes originarias do Sudeste Asiatico, China e Africa Oriental; o genétipo II com
estirpes da Tailandia; o genotipo III contendo linhagens de origem selvagem,
provenientes da Malésia; o genotipo IV representado por estirpes da Australia e Ilhas a
Oeste do Pacifico; e o gendtipo V contendo todas as estirpes do continente americano,
estirpes da Africa Ocidental e algumas estirpes da Asia (Weaver & Vasilakis, 2009).

Este serotipo foi o causador do surto ocorrido na Ilha da Madeira em 2012. O
DENV-1 ¢ prevalente em paises como Brasil e Angola, e como nestes paises existe uma
elevada afluéncia de viajantes portugueses, sobretudo através da imigragdo que se tem
vindo a registar nos ultimos anos, a preocupagdo acerca da ocorréncia de possiveis
infecdes em Portugal, ¢ constante (Alves et al., 2013; Domanovic et al., 2012; Sousa et

al., 2012).
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4.2.2 DENV-2

Tal como o serdtipo 1, também o serdtipo 2 possui cinco gendtipos distintos. O
primeiro gendtipo designa-se por genotipo asiatico e subdivide-se em tipo 1 e tipo 2. O
gendtipo asiatico tipo 1 ¢ constituido por linhagens com origem na Malésia e Tailandia,
enquanto que o gendtipo asiatico tipo 2 representa estirpes do Vietname, China, Taiwan,
Sri Lanka e Filipinas. O segundo gendtipo do DENV-2, designado por gendtipo
cosmopolita, apresenta estirpes de distribuigdo global, incluindo Australia, Africa
Oriental e Ocidental, Ilhas do Pacifico e do Indico, Médio Oriente e India. O terceiro
genotipo chama-se genotipo americano e € constituido por estirpes da América Latina e
estirpes ancestrais com origem nas Caraibas, India e Ilhas do Pacifico. O gendtipo IV
designa-se por gendtipo do sudeste asiatico/americano e € representativo de linhagens
da Tailandia e Vietname e estirpes recolhidas em todo o continente americano. Por
ultimo, o quinto genoétipo € o gendtipo indigena, apresentando isolados provenientes dos
ciclos entre humanos, mosquitos ¢ primatas, na Africa Ocidental e Sudeste da Asia,

nomeadamente da regido da Malasia (Weaver & Vasilakis, 2009).

4.2.3 DENV-3

Em conformidade com estudos filogenéticos estdo descritos quatro genotipos
para o DENV-3. O genotipo I possui estirpes originarias da Indonésia, Malésia,
Filipinas e das Ilhas do Sul do Pacifico. O genétipo II apresenta linhagens provenientes
da Tailandia, Vietname e Bangladesh. O geno6tipo III ¢ constituido por isolados do Sri
Lanka, india, Africa, Samoa e Tailandia. E finalmente, o gendtipo IV representa estirpes
com origem de Porto Rico, América Central, América Latina e Taiti. Apesar destas,
existem também estirpes indigenas do serdtipo 3 na Malésia, contudo, até aos dias de

hoje ainda ndo conseguiram ser isoladas (Weaver & Vasilakis, 2009).

4.2.4 DENV-4

As linhagens pertencentes ao serdtipo 4 demonstram uma conservacdo de
sequéncias na ordem dos 96-100%, enquanto que os outros serotipos de DENV
apresentam 92% de conservagdo das sequéncias de aminoacidos da proteina E.
Constituem-se quatro genotipos distintos importantes. O gendtipo I apresenta estirpes
provenientes do continente asiatico, particularmente, da Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e
Japdo. O genotipo II possui linhagens com origem na Indonésia, Malésia, Taiti,

América e Caraibas, encontrando-se bem disseminado nesta area, desde a sua
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introdugdo no inicio dos anos 80. O genotipo III resulta de estirpes provenientes da
Tailandia, estirpes essas que sao diferentes de outros isolados tailandeses. Por tltimo, o
genotipo IV representa as linhagens selvagens com origem na Malasia. A existéncia de
uma recombinagdo intra-serotipica entre os gendtipos do DENV-4, resultante de
linhagens ancestrais, contribuiu para o aparecimento de um genotipo diferente, que

apresenta todas as estirpes provenientes da Malasia (Weaver & Vasilakis, 2009).

4.3 Glicoproteinas virais

No reticulo endoplasmatico rugoso sucede-se a traducdo da cadeia ORF, deste
processo resultando um longo e volumoso precursor polipéptido, também denominado
de poliproteina. Esta poliproteina, ¢ clivada na por¢do N-terminal da cadeia, dando
origem a varias proteinas maduras (Henchal & Putnak, 1990; Iglesias & Gamarnik,
2011).

O genoma viral codifica dez proteinas que derivam do precursor polipéptido.
Destas, trés sdo proteinas estruturais e sete sao proteinas nao-estruturais (Henchal &
Putnak, 1990). A figura 6 representa esquematicamente a constituicdo do genoma de
RNA viral, apresentando as dez proteinas virais e indicando as suas respetivas fungdes

na sintese do DENV.

Atividade de helicase
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Figura 6. Organizag¢do do genoma de RNA viral, constituido pelas proteinas estruturais e ndo estruturais

e suas respetivas func¢des na replicagdo do RNA. (Adaptado de: Faheem et al., 2011).

As proteinas estruturais incluem a glicoproteina da capside (C), a glicoproteina
da membrana (M) e a glicoproteina do involucro (E), e tém como funcdo formar o
revestimento do virus, sendo também responsaveis pela integracio do RNA viral na

célula hospedeira (Goodsell, 2008; Guzman et al., 2010).
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A glicoproteina estrutural da capside ¢ a primeira a ser codificada durante a
sintese proteica da poliproteina. A glicoproteina C nao possui a por¢ao N-terminal,
contudo, ¢ uma proteina cuja composicao a base de residuos de Arginina e Lisina na
por¢do C-terminal, lhe confere um caracter hidrofébico (Henchal & Putnak, 1990). As
copias da proteina C estabelecem uma cépside a volta do genoma RNA, formando a
nucleocapside viral, e conferindo assim, a forma esférica caracteristica do virus
(Faheem et al., 2011). A nucleocapside, por sua vez, esta envolvida por uma membrana
lipidica e por aproximadamente 180 copias da proteina E, ligadas a superficie da
membrana através de um segmento transmembranar que forma uma espécie de “ancora”
(Goodsell, 2008).

O virus, na sua forma imatura possui uma proteina designada por pré-M ou prM,
que ¢ um precursor da proteina M. Durante a maturagdo viral, ocorre clivagem da prM
glicosilada, por a¢do de uma protease do tipo furina, dando origem a proteina M. Este
passo € essencial, sendo a etapa terminal na morfogénese do virido. Por conseguinte, a
estrutura do virus, outrora possuindo heterodimeros E-prM na superficie, ¢
reorganizada, o que conduz a um acréscimo na sua infectividade, contribuindo deste
modo para a replicag@o viral. A proteina M, em conjunto com a proteina E, constituem o
involucro viral e atuam na produgdo de virides maduros (Clyde, Kyle, & Harris, 2006;
Faheem et al., 2011; Henchal & Putnak, 1990).

O involucro lipidico € essencial para a protegdo do genoma viral, dado que a
nucleocapside constitui uma estrutura ténue, permeavel a ribonucleases. O caracter
protetor do involucro faz com que interaja também com as membranas celulares
hospedeiras, durante o0 mecanismo de fusdo viral (Henchal & Putnak, 1990).

A proteina do involucro (E), constitui um trimero a superficie dos virides
maduros, encontrando-se nos virides imaturos sob a forma de heterodimeros E-prM
(Henchal & Putnak, 1990). Esta proteina ¢ responsavel por propriedades fundamentais
do DENV, nomeadamente a ligagdo ao recetor membranar, a hemaglutinagao de
eritrocitos e a indugdo de anticorpos e da resposta imunitaria (Guzman et al.,, 2010).
Como a proteina E ¢ o principal constituinte antigénico do virus do dengue, ¢ contra ela
que os anticorpos sdo produzidos. Ainda assim, o maior envolvimento da proteina E ¢
promover a ligagao entre o virus e a célula hospedeira, por meio de recetores celulares,
como o recetor de sulfato de heparina e o DC-SIGN. Esta glicoproteina do invélucro,
localizada a superficie do virus, apresenta uma forma tridimensional, sendo constituida

por trés dominios antigénicos, o dominio estrutural I ¢ os dominios de ligacao II e III.
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O dominio I, localizado centralmente, possui uma fung¢do basicamente estrutural,
enquanto que, o dominio II, desempenha a fun¢do de unir o dominio estrutural I ao
dominio de ligagdo III, que ¢ o maior dominio de liga¢do do virus. O dominio II possui
a regido de dimerizagdo e o péptido de fusdo, que estd localizado na extremidade distal
deste dominio. O dominio IIl contém o local de ligagdo ao recetor, promovendo a
atividade de interagdo com o recetor da célula alvo. Entre os dominios II e III existe
uma regido dobravel, designada de “k/ loop”, que atua na alteragdo conformacional que
ocorre antes da fusdo (Back & Lundkvist, 2013; Clyde et al., 2006; Faheem et al., 2011,
Gubler, 1998).

Quando o DENV se encontra na fase infeciosa, a proteina do involucro, a
superficie do virus, constitui um revestimento liso com simetria icosaédrica. No entanto,
quando o virus ¢ transportado para dentro da célula alvo, o meio acido dos lisossomas
leva a proteina a assumir um formato diferente, agregando-se em forma de “espigdo”
trimérico, como representado na figura 7. Os varios aminoacidos hidrofobicos,
localizados no vértice do “espigdo”, representados na figura a cor vermelha, inserem-se
na membrana lisossomal provocando a fusdo da membrana do virus com o lisossoma.
Este fendmeno faz com que haja libertacdo do RNA viral dentro da célula, iniciando-se

assim o processo de infe¢ao (Goodsell, 2008).

Figura 7. Conformagao trimérica da proteina E apods entrada do virus na célula hospedeira (Retirado de:

Modis, Ogata, Clements, & Harrison, 2012).

As restantes proteinas, ndo-estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢

NS5, s@o importantes para a replicacdo do RNA viral, arquitetando a formagao de novos
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virus aquando a sua entrada dentro da célula alvo (Goodsell, 2008; Guzman et al.,
2010).

A primeira proteina ndo estrutural, NS1, ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), resultando numa glicoproteina monomérica hidrofilica. Posteriormente, a
NS1 desenvolve a estrutura de dimero ndo covalente, sendo mais hidrofébica do que a
estrutura monomérica precedente (Henchal & Putnak, 1990). Devido a sua localizagao
privilegiada no local de replicagdo do RNA viral, a glicoproteina desempenha uma
funcdo importante nesse mesmo mecanismo (Faheem et al., 2011). Para além da sua
localizagao, o facto da NS1 sofrer glicosilagdo em dois locais da sua estrutura, contribui
de igual modo para a replicacao viral (Clyde et al., 2006).

A regido codificante NS2 apresenta duas proteinas distintas, NSA e NSB. A
NS2A ¢ uma proteina hidrofobica com varios dominios transmembranares. £ uma
proteina fundamental na replicagdo do RNA, na medida em que uma pequena mutacao
nesta proteina bloqueia a produgdo de novos virus. Para além de atuar na replicagdo
viral, a NS2A também atua como antagonista do interferdo, inibindo o seu sistema de
sinalizagdo. A NS2B ¢ uma proteina hidrofobica que age como cofator para a protease
de serina NS2B-NS3, enzima que regula a sintese do polipéptido (Faheem et al., 2011).

A NS3 ¢ uma proteina hidrofilica multifuncional que estd envolvida na
replicagdo do genoma viral, e que atua como catalizador de varias atividades
enzimaticas. Possui um dominio na por¢do N-terminal que lhe permite a atividade de
protease de serina no complexo NS2B-NS3, constitui atividade de helicase no dominio
central e atividade de NTPase na por¢do C-terminal. As fungdes de NTPase e helicase
promovem a tradugao do RNA do virus, enquanto que a atividade de protease de serina
no complexo NS2B-NS3, ¢ muito importante para a clivagem do polipéptido, e,
consequentemente, para a replicagdo viral (Faheem et al., 2011).

A NS4A e NS4B sao proteinas hidrofobicas que atuam na replicacdo viral. A
NS4A forma um componente que promove a formacao do complexo virus-célula alvo.
A regido C-terminal desta proteina, atua como sequéncia sinalizadora para a tradugdo da
proteina adjacente, NS4B, no reticulo endoplasmatico. A fun¢do da proteina NS4B ¢
gerir a replicacdo do virus por meio da sua relagcdo com a proteina NS3 (Faheem et al.,
2011). As glicoproteinas NS4A e NS4B, em conjunto com a glicoproteina NS2A, atuam
no processo de obstrucdo do sinal de transducdo do interferdo. A NS4B ¢ um inibidor

efetivo do IFNP e IFNy (Clyde et al., 2006).

50



Capitulo 4 — Caracteristicas gerais do virus do dengue

Por ultimo, a NS5, a maior glicoproteina ndo estrutural, é constituida por uma
sequéncia composta pelos aminoacidos Glicina-Aspartato-Aspartato. Esta sequéncia de
aminoacidos ¢ comum a todas as RNA polimerases, o que faz com que a proteina
disponha de atividade de RNA polimerase dependente de RNA (Henchal & Putnak,
1990). Para além da replicacdo do genoma, a proteina NS5 estd também envolvida na
sintese de RNA, nomeadamente na modificagdo da sequéncia 5°, por acao das suas
metiltransferases (Faheem et al., 2011; Henchal & Putnak, 1990; Weaver & Vasilakis,
2009). A acao da NS5 na sintese de RNA, deve-se particularmente a interagdo com a
NS3, estimulando a atividade enzimatica da NTPase e da RNA trifosfatase desta
proteina. Para além destas, outra fungdo da proteina NS5 constitui a intervengdo na
resposta antiviral celular, na medida em que se liga a molécula transdutora de sinal e
activadora da transcricdo, STAT 2, induzindo assim a sua degradacdo (Iglesias,

Filomatori, & Gamarnik, 2011).

4.3.1 Importancia da glicoproteina E na patogénese viral

A glicoproteina E possui um papel fulcral na patogénese viral, na medida em
que afeta a ligacdo ao recetor, promovendo a endocitose e a entrada do virus na célula
hospedeira. Esta proteina ¢ o alvo principal da resposta imunitaria, nomeadamente da
imunidade humoral (Bick & Lundkvist, 2013).

A entrada do DENV na célula ocorre assim que a glicoproteina E, localizada a
superficie da membrana viral, estabelece a ligacdo com o recetor celular. Apds a ligagao
ao recetor, a proteina sofre uma alteracdo estrutural irreversivel devido a acidez do
endossoma. O ectodominio E, de estrutura tridimensional dimérica, exibe uma
conformacdo diferente da anterior, passando a apresentar uma estrutura trimérica. Este
rearranjo conformacional leva a que ocorra fusdo do involucro viral com as membranas
plasmaticas da célula alvo, sendo o passo fundamental do mecanismo de entrada dos
virus dentro das células. (Goodsell, 2008; Modis, Ogata, Clements, & Harrison, 2004).

Portanto, verifica-se, que a pH 4cido, os dimeros da proteina E sofrem
dissociagao e ligam-se aos lipossomas, formando trimeros. Os trimeros, com o aspeto de
“bastdes conicos”, com 70-80 A de comprimento e 30-50 A de diametro, possuem o seu
eixo longo perpendicular a membrana e a sua extremidade distal localizada
lateralmente. Estas estruturas triméricas, formam, frequentemente, uma camada

continua que se aglomera a superficie do lipossoma (Modis ef al., 2004).
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A glicoproteina na sua forma trimérica, apresenta subunidades, designadas de
“loops” e constituidas por sequéncias de residuos aminoacidos hidrofobicos que sao
responsaveis pela atividade de fusdo da membrana do virus com o lisossoma da célula
hospedeira (Allison, Schalich, Stiasny, Mandl, & Heinz, 2001).

Os trés aminoacidos constituintes do “/oop” de fusdo, Triptofano 101, Leucina
107 e Fenilalanina 108, localizados na porcao terminal do trimero, formam uma
concavidade de bordo hidrofébico que permite a inser¢do na membrana celular. Os
residuos hidrofilicos circundantes, igualmente constituintes da proteina, limitam a
insercdo na parte proximal da bicamada lipidica, e assim, todo o ectodominio da
proteina, enrola sobre si, direcionando a concavidade membranar viral para o “/oop”. A
fusdo do invoélucro viral com a membrana do endossoma, liberta o genoma viral no
citoplasma da célula alvo e, deste modo, inicia-se o processo de sintese proteica no RER

(Modis et al., 2004).

4.4 Sintese do RNA viral

A entrada do virus na célula alvo déa-se através de endocitose mediada por
recetor. Como consequéncia do pH dacido presente no endossoma, ocorre fusdo das
membranas, mediada pelas glicoproteinas virais, que faz com que haja libertacdo do
RNA viral para o citoplasma da célula hospedeira (Back & Lundkvist, 2013; Iglesias &
Gamarnik, 2011). A sintese inicia-se com a degradacdo da cadeia de RNA de polaridade
negativa, que serve como molde para a amplificagdo do RNA positivo. Esta reacdo ¢
catalisada pela atividade da enzima RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) da
proteina viral NS5, em associacdo com a protease/helicase da proteina NS3, com outras
proteinas ndo estruturais e com fatores do hospedeiro. De acordo com o modelo atual, a
polimerase viral liga-se ao promotor nuclear SLA, na extremidade 5’ do genoma
(Iglesias & Gamarnik, 2011). Esta molécula promotora, designada de stem-loop A
(SLA), constitui uma das duas estruturas do RNA. O promotor SLA localiza-se na
regido ndo codificada (UTR), da extremidade 5’ do genoma viral. A outra estrutura de
RNA , o stem-loop B (SLB), possui uma sequéncia que complementa uma por¢ao
integrante da UTR, na extremidade 3°. Esta sequéncia, por sua vez, atua nas interagdes
RNA-RNA de longo alcance, e na ciclizagdo do RNA (Iglesias et al., 2011).

A interacdo da sequéncia SLA com a RdRp ¢ fundamental para a sintese de
RNA e para a replicagdo viral, nas células infetadas pelo virus do dengue. O promotor

SLA une-se especificamente & RdRp viral, promovendo a sintese de cerca de 11.000
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nucleodtidos na por¢ao terminal 3' do genoma. A ocorréncia de mutagdes na sequéncia
SLA ¢ necessaria para a replicagao viral, contribuindo deste modo, para a formacao de
um complexo estavel com a RdRp, promovendo a sua ativa¢do (Filomatori, Iglesias,
Villordo, Alvarez, & Gamarnik, 2011).

A atividade da RNA polimerase ¢ induzida, e portanto, por ciclizagdo do
genoma, ocorre reposicionamento do complexo SLA-RdARp para perto do local de
iniciacdo, na extremidade 3’. A cicliza¢do do genoma, mediada pelas interacdes entre o
RNA e o RNA de longo alcance, ¢ crucial para a disposi¢do do complexo, proximo do
sitio de iniciacdo. As duas conformagdes adotadas pelo genoma viral e o equilibrio entre
as duas, sdo essenciais para a sintese do RNA do DENV (Filomatori et al., 2011;
Iglesias & Gamarnik, 2011). A figura 8 representa esquematicamente o modelo de

sintese de RNA, descrito anteriormente.

Genoma viral

\
gl

g e I

Figura 8. Modelo da sintese de RNA do virus do dengue. (Adaptado de: Iglesias & Gamarnik, 2011).
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4.5 Entrada do virus na célula hospedeira

O virus ¢ transmitido para a corrente sanguinea do hospedeiro suscetivel, através
da mordida do vetor Aedes aegypti. O DENV infeta a célula alvo, iniciando, deste
modo, a sua replicacdo (Faheem et al., 2011).

Através da picada do mosquito, o virus do dengue passa para a pele infetando
células dendriticas, particularmente as células de Langerhans imaturas. A infe¢ao ocorre
por meio do recetor ndo integrino,captador da molécula de adesdo intercelular 3,
especifica das células dendriticas (DC-SIGN), que interage com a glicoproteina viral E
Como consequéncia do processo infecioso, as células de Langerhans infetadas sofrem
maturacdo e migram dos tecidos periféricos para os ganglios linfaticos, onde,
interagindo com os linfocitos T, vao iniciar uma resposta imunoldgica especifica (Clyde
et al., 2006; Guzman et al., 2010; Wu et al., 2000).

Segundo experiéncias realizadas por Wu et al. (2000), a infe¢do das células
dendriticas ¢ mais efetiva do que a infe¢do de outras células, nomeadamente linfocitos e
mondcitos. Como estas c€lulas da pele sdo muito suscetiveis a propagacao do virus,
acredita-se serem o alvo inicial da infec¢ao.

Para além do recetor DC-SIGN, existem outros possiveis recetores para a
endocitose viral. Algumas glicoproteinas como o sulfato de heparina, o recetor de
manose ou a molécula lectina tipo C (CLECS5A), estdo implicados no processo de
entrada do virus na célula (Bick & Lundkvist, 2013).

Apesar de infetar a pele, o virus do dengue dissemina-se também a outros
tecidos, essencialmente, ao figado, bago, nddulos linfaticos, timo, pulmao, rim e sangue.
No figado, as cé¢lulas do parénquima hepatico, nomeadamente células de Kupffer e
células endoteliais sinusoidais sd3o as mais afetadas. No baco, os macréfagos e as células
linféides apresentam antigénios virais. No pulmado, as células endoteliais e os
macrofagos sdo as células mais atingidas. No rim, o virus afeta maioritariamente os
tubulos renais. Em amostras sanguineas a presenca de antigénios virais verificou-se em
cé¢lulas mononucleares fagociticas, tais como mondcitos e linfocitos. Ainda assim, o
simples aparecimento de antigénios virais no interior destas células, principalmente das
células mononucleares fagocitarias, ndo implica que estas sustentem o processo de
replicagdo do virus. Os antigénios virais podem provir de virus fagocitados, destruidos,
ou mesmo de complexos imunes que sao captados no processo de degradacao. Por outro
lado, tecidos da tirdide, pancreas, coragdo, glandula adrenal, musculo esquelético,

intestino e cérebro ndo parecem ser tdo afetados pelo virus (Jessie et al, 2004).
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Capitulo 5- Classificacdo da infecio por DENV

Desde a década de 70, que os casos clinicos de dengue t€m sido classificados
como febre do dengue ou febre hemorragica do dengue. Com o decorrer dos anos, este
modelo de classificagdo, implementado pela Organizagdo Mundial de Saude, sofreu
varias criticas ao nivel da sua complexidade, utilidade e aplicagdo. Desde modo, em
2009, a OMS apresentou uma nova classificacdo, que € a utilizada nos dias de hoje. De
acordo com a classificagcdo atual, os pacientes infetados pelo DENV sdo distribuidos
conforme as suas manifestagdes clinicas. Assim, possuem dengue ou dengue grave
(Simmons, Farrar, Van Vinh Chau, & Wills, 2012; Srikiatkhachorn ef al., 2011).

O modelo de classificagdo anterior, considerava que para um paciente possuir
febre do dengue teria de apresentar pelo menos dois sintomas, para além das habituais
manifestagdes febris. Os sintomas incluiam, nauseas, vomitos, enxaquecas, artralgias,
mialgias, dores retro-orbitais, erup¢des cutaneas, hemorragias e leucopénia. O facto
destas manifestacdes clinicas ndo serem especificas e objetivas, implicava, por vezes, a
realizacdo de testes confirmatérios da infe¢do pelo DENV, o que nem senpre era
exequivel. Por outro lado, para definir uma infecdo em febre hemorragica do dengue,
eram considerados quatro fatores principais, febre, hemorragias, trombocitopénia e
extravasamento plasmatico. Na classificagdo da FHD ndo era necessdria a realizacdo de
ensaios laboratoriais de diagndstico, considerando-se os quatro elementos como
especificos deste sindrome (Srikiatkhachorn et al., 2011).

Atualmente, os pacientes infetados que recuperam sem complicagdes sao
classificados como possuindo dengue. Estes doentes apresentam sintomas semelhantes
aos da classificagdo tradicional de febre do dengue, referidos anteriormente. Em
contrapartida, individuos que apresentem manifestagdes clinicas mais delicadas sdo
definidos como tendo dengue grave. Os pacientes com dengue grave apresentam sinais
de comprometimento vascular, que geralmente, resultam em choque, falha respiratoria,
hemorragias graves, ou disfuncdo multipla de 6rgdos. Esta faléncia nos 6rgaos, conduz
ao aumento das enzimas hepdticas (transaminases), insuficiéncia cardiaca ou perda de
consciéncia (Simmons et al., 2012; Srikiatkhachorn et al., 2011).

A melhor compreensdao de manifestagdes clinicas, como o extravasamento
plasmatico, contribui para uma atua¢do mais rapida no periodo de defervescéncia, que
culmina na reducdo da mortalidade associada aos sindromes mais graves, em parte

devido ao contributo da classifica¢do (Srikiatkhachorn et al., 2011).
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Capitulo 6 - Fisiopatologia da infecio por DENV

A fase de virémia inicia-se ligeiramente antes do aparecimento das
manifestagdes clinicas, o que culmina no inicio da infecdo pelo virus do dengue. Os
sinais da doenga surgem entre 2 a 14 dias apds a mordida do mosquito, imediatamente a
seguir ao periodo de incubacao (Faheem ef al., 2011).

A doenga inclui trés fases principais que incluem, uma fase febril inicial, uma
fase critica durante o periodo de defervescéncia e uma fase de recuperagcdo espontinea
(Simmons et al., 2012; World Health Organization, 2009). Estas trés fases, assim como

as suas possiveis consequéncias, encontram-se representadas na tabela 3.

Tabela 3. Fases da infe¢do pelo virus do dengue e suas consequéncias para o hospedeiro. (Adaptado de:

World Health Organization, 2009).

Fases Consequéncias
Desidratagao; distarbios neurologicos e convulsdes
Fase febril ] o i
febris (ocasionais em criangas)
Choque resultante do extravasamento plasmatico;
Fase critica quadro de hemorragias graves; comprometimento

das funcdes dos 6rgaos

B Hipervolémia (apenas ocorre em consequéncia a
Fase de recuperacio ] . L )
uma excessiva terapéutica de reposi¢do de fluidos)

A fase inicial dura geralmente entre 3 a 7 dias e ¢ dominada por manifestagdes
febris, de recuperagdo espontanea e caracter auto-limitado, que raramente conduzem a
complicagdes graves. E um periodo caracterizado por temperaturas superiores a 38,5 °C,
em conjunto com sintomas como, enxaquecas, nauseas, vomitos, artralgias, mialgias,
rubor facial, dor retro-ocular e alteragdes conjuntivais. Os resultados laboratoriais
incluem leucopénia e trombocitopénia, acompanhados de um leve acréscimo nos niveis
de aminotransferases hepaticas (Faheem et al., 2011; Simmons et al., 2012).

Durante o periodo de defervescéncia, em alguns pacientes como criancas e
adultos jovens sdo frequentemente descritos sindromes de extravasamento vascular
sistémico. Estes sindromes destacam-se devido ao aumento na concentragdo dos
eritrocitos, hipoproteinémia e ocorréncia de ascite. Entre a fase febril e a fase de
defervescéncia, o profissional de satide deve avaliar cuidadosamente os sintomas que
demonstrem a evolucdo para um quadro de perda vascular acentuada. Como neste

periodo ¢ comum o desenvolvimento de manifestagdes hemorragicas, a vigilancia ¢
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fundamental. O periodo de defervescéncia ¢ o periodo mais critico da infe¢do pelo
DENV. E durante esta altura que as complicagdes mais graves se podem desenvolver,
nomeadamente o sindrome de choque, como consequéncia de um volume plasmatico
muito reduzido. Na fase de recuperagdo, os pacientes revelam um cansaco acentuado,
resultante das varias fases da doencga. (Simmons et al., 2012).

A infe¢ao por qualquer um dos quatro serotipos do virus do dengue pode ser
assintomatica, ou apresentar um quadro de manifestagdes clinicas diversas, que podem
ser leves, no caso da febre do dengue (FD), ou que podem agravar-se e conduzir a um
quadro clinico severo como a febre hemorragica do dengue (FHD) e o sindrome de
choque do dengue (SCD). Num quadro clinico de febre do dengue os sintomas mais
comuns compreendem, febre que pode ir dos 5 aos 7 dias, cefaleia, mialgia, artralgia,
exantema, dores musculares intensas, cansago interno, erup¢des cutaneas e leucopenia.
Porém, para além destas carateristicas clinicas podem também ser evidenciadas
manifestagdes hemorragicas e trombocitopénia. Em casos raros, a FD pode ter
complicagdes hemorragicas significaticativas que podem mesmo ser fatais (Guzman &
Isturiz, 2010; Kalayanarooj et al., 2007; World Health Organization, 2009).

No inicio da fase febril da febre hemorragica do dengue, as manifestacdes
clinicas sdo semelhantes as experienciadas na febrre do dengue, contudo, no periodo de
defervescéncia, os pacientes progridem para um estado clinico caracterizado por
extravasamento de plasma. Esta complicagdo contribui para o aumento da
permeabilidade vascular, assim como para a alteracdo da hemostase (Kalayanarooj et
al., 2007). O aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos deve-se a ativacdo das
proteinas do sistema complemento, C3 e C5. Contudo, para além destas, outros fatores
imunoldgicos como ¢ o exemplo das citoquinas, também estdo envolvidos neste
processo. As interleucinas IL8 e IL6 e o interferdo gama (IFNy) contribuem para o
aumento do extravasamento plasmatico (Faheem et al., 2011).

Na FHD alguns o6rgados apresentam hemorragias, os tecidos cutaneos, figado e
trato gastrointestinal constituem alguns exemplos. A proteina ndo estrutural NSI esta
envolvida na patogénese das manifestacdes hemorrdgicas. Esta glicoproteina, conduz a
criagdo de anticorpos, que atuam reativamente contra as plaquetas, impedindo a sua
agregacao (Faheem et al., 2011).

Durante uma infecdo primaria, a maior parte dos individuos apresenta infe¢ao
subclinica com febre ligeira a moderada. Em contrapartida, nas infe¢des secundarias a

fisionomia da doenca altera-se, contribuindo entdo para o desenvolvimento das
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complica¢des mais graves provocadas pelo DENV. Assim, nos casos mais severos, a
doenca pode evoluir para sindrome do choque do dengue, caracterizado por
trombocitopénia e aumento da permeabilidade vascular (Guzman et al, 2010;
Kalayanarooj et al., 2007).

A evolugdo para os sindromes mais graves ocorre, sobretudo, no caso de surgir
uma infecdo secundaria por um serdtipo heterologo do virus. No entanto, a
probabilidade de ocorréncia de sindromes severos, numa infe¢do primaria, depende do
ser6tipo do DENV (Clyde et al., 2006; Faheem et al., 2011).

A gravidade do sindrome do choque de dengue, principalmente quando ocorre
derrame vascular, ¢ condicionada pela idade do paciente, sendo particularmente
pertinente em criangas, devido a sua fraca integridade capilar. Nos adultos, as infe¢cdes
primarias por qualquer um dos quatros serdtipos do virus normalmente sdo
acompanhadas por sintomas febris ligeiros, sobretudo nas infe¢des pelo serdtipo 1 e
pelo serotipo 3. Os varios sindromes resultantes do DENV dependem de varios fatores
do paciente, entre eles a idade e o estado imunologico. Desta forma, comorbilidades
como a asma, diabetes mellitus e outras patologias cronicas constituem risco para o
doente, podendo o seu estado de satde ser agravado. Para além destes fatores, o
ser6tipo do virus e o historial genético do paciente também contribuem para a gravidade
da febre hemorragica e de outras comorbilidades do dengue. No entanto, estes fatores
isolados ndo constituem perigo, apenas representando risco quando atuam

concomitantemente. (Guzman et al., 2010; Kalayanarooj et al., 2007).

6.1 Resposta imunitaria

O organismo reage ao virus do dengue ativando o sistema antiviral por agdo da
cascata de sinaliza¢do do interferdo (Faheem et al., 2011). Algumas proteinas virais
contribuem para a evasdo dos virus ao sistema imunitario do hospedeiro. Neste
contexto, as glicoproteinas NS2A, NS4A e NS4B, possuem um papel importante, na
medida em que bloqueiam o sinal de transdugao do interferdo (Clyde et al., 2006).

Quando ocorre infe¢do prévia com um dado serdtipo de DENV, esta ndo confere
imunidade no caso de ocorrer uma segunda infecdo com um subtipo heterdlogo. Isto &,
adquire-se imunidade contra um seroétipo especifico na infecdo primaria mas apenas ¢
conferida imunidade parcial ou temporaria para os outros tipos. Como a imunidade ¢
serdtipo-especifica, a circulagdo de mais do que um tipo do virus numa dada regido

aumenta o risco de aparecimento de uma infecao secundaria (Kalayanarooj et al., 2007,
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Moi, Lim, Chua, Takasaki, & Kurane, 2012). A imunidade especifica de um dado
serotipo deve-se aos anticorpos neutralizantes e as células T de memoria, podendo
mesmo atuarem concomitantemente. Os anticorpos contra as proteinas prM e E,
possuem a capacidade para inibir o virus, € em conjunto com 0s anticorpos contra a
proteina NS1, conferirem imunidade (Clyde et al., 2006).

A probabilidade de sucederem sindromes mais graves, tais como a febre de
dengue hemorragica e o sindrome do choque de dengue, numa infe¢do secunddria, ¢
maior do que numa infecdo primaria. Acredita-se que os anticorpos produzidos na
infegdo primaria desempenham um papel essencial neste processo. No decorrer da
infecdo subsequente, os anticorpos formam complexos infeciosos com o virus do
dengue, e por conseguinte, a descendéncia viral vai ter os seus niveis aumentados
(Kalayanarooj et al., 2007). Assim, quando a concentracdo de anticorpos neutralizantes
heter6logos diminui, a gravidade da infe¢do secundaria aumenta (Guzman et al., 2007).

Como foi analisado nos estudos realizados por Moi et al. (2012), os anticorpos
possuem duas fun¢des fundamentais na infegcdo, ou seja, tanto a neutralizam como a
amplificam. Os autores verificaram a existéncia de um fendémeno de amplificacdo da
infe¢do nas células expressoras do recetor Fcy, nestas, os niveis do virus encontram-se
bastante elevados. Por outro lado, quando usadas as células recetor Fcy negativas,
comprova-se que os anticorpos possuem atividade neutralizante. Quando os
investigadores analisaram as amostras de soro recolhidas, concluiram que estas fun¢des
dos anticorpos sdo competitivas, isto ¢, a atividade de imunoamplificagdo da infe¢ao
diminui a atividade neutralizante. Este mecanismo de amplificagdo da infecdo ¢
denominado de imunoamplificagdo dependente de anticorpos (ADE), e tem sido
apontado como fator promotor dos sindromes mais graves de dengue.

Os anticorpos contra o DENV reagem cruzadamente com as células endoteliais,
com os fatores de coagulacdo e com as plaquetas, podendo mesmo destrui-las. Os
anticorpos anti-proteina NS1 ligam-se as células endoteliais, promovendo a apoptose
nestas células. Para além desta funcdo, estes anticorpos induzem a produgdo de
citoquinas pro-inflamatorias (Clyde et al., 2006).

A ativagdo do sistema de complemento, em associagdo com a libertacdo de
citoquinas inflamatorias, resulta no derrame vascular observado nos casos mais graves
da infecdo pelo virus do dengue (Edelman, 2007). O aumento da permeabilidade
vascular, resultante da infe¢do pelo DENV, deve-se a producdo de fatores inflamatérios

pelas células infetadas, como o TNF-a e o 6xido nitrico (NO). Estes fatores, produzidos
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essencialmente por macréfagos e mondcitos, contribuem para a ativagdo de células
endoteliais. Através da monitorizagao dos niveis de albumina plasmatica podem aferir-
se as alteragdes ao nivel da permeabilidade vascular (Clyde ef al., 2006).

A sintese de oOxido nitrico pelos mondcitos dos pacientes infetados, esta
relacionada com o atraso na fase aguda da doenga, levando inclusivé a redugdo das
particulas virais nos mondcitos. Apesar de o NO ter mostrado boas perspectivas na
diminuicdo da infecdo pelo DENV, a producdo em excesso deste elemento pode resultar
na deterioracdo de células endoteliais (Clyde et al., 2006).

Com o intuito de desenvolver possiveis agentes terapéuticos contra o virus do
dengue ¢ essencial uma melhor compreensao dos mecanismos de evasdo viral ao

sistema imunitario, e todos os processos a ele associados (Yossef, Rosental, Appel,

Hershkovitz, & Porgador, 2012).

6.1.1 Fenémeno de imunoamplificacio dependente de anticorpos, ADE

Quando as células fagocitarias mononucleares sdo infetadas através dos seus
recetores Fc, por imunocomplexos formados pela ligagdo entre o virus do dengue e
anticorpos ndo neutralizantes, dd-se o fenémeno de imunoamplificacdo, ADE. “Estes
anticorpos nao neutralizantes, resultam de infe¢des heterotipicas anteriores ou de baixas
concentragdes de anticorpos anti dengue, de origem materna.” (Guzman et al., 2010).
Como as pessoas podem ser infetadas pelos quatro serotipos do DENV, verifica-se que
aquelas que desenvolvem a infe¢cdo mais do que uma vez possuem maior probabilidade
de contrair manifestacdes hemorragicas graves (Rico-Hesse, 2007).

O fenémeno ADE postula que varios anticorpos especificos para o virus do
dengue, tanto anticorpos reativos, resultantes de uma infecdo primdria, quanto
anticorpos especificos para um dado serdtipo, interagem com o DENV, sem o inibir.
Deste modo, os anticorpos utilizam os recetores Fc dos monocitos ou macréfagos,
aumentando a captag¢ao do virus nestas células. Os anticorpos nao neutralizantes sao, de
certa forma, causadores do elevado risco de febre hemorragica do dengue e sindrome do
choque do dengue, nas infe¢des subsequentes (Clyde et al., 2006). Acredita-se portanto,
que estes anticorpos reativos favorecem a entrada do virus nas células, aumentando a
intensidade da infe¢ao (Edelman, 2007).

Como explicitado nos paragrafos anteriores, a imunoamplificagdo da infecdo
resulta dos anticorpos formados aquando da infe¢do primdria, que ndo neutralizam virus

cujo serotipo indutor ¢ diferente. Porém, para além disto, o mecanismo ADE também
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pode derivar da libertagdo exacerbada de citoquinas pelas células apresentadoras de
antigénios (cé¢lulas dendriticas, células de Langerhans, macréfagos e linfocitos B),

células endoteliais e linfocitos T (Rico-Hesse, 2007).

6.1.2 Importancia das citoquinas na imunopatogénese

A resposta imunitaria ao virus do dengue envolve os anticorpos resultantes de
uma infecdo prévia, a resposta das células B e células T, e a acdo das citoquinas nas
células. As citoquinas sdo importantes para a imunopatogénese do virus,
principalmente, dado o seu carécter inflamatorio nas células endoteliais vasculares. A
citoquina que mais contribui para a severidade do dengue ¢ o fator tumoral de necrose
alfa, TNF-a. Esta citoquina ativa macrofagos localmente, contudo, quando ¢ libertada
na corrente sistémica, contribui para a elevada permeabilidade vascular registada nos
casos de febre hemorragica do dengue e de sindrome de choque do dengue. Para além
da TNF-a, existem outras citoquinas envolvidas nos sindromes mais graves de dengue,
sao elas, IL-6, IL-8 e IL-10. A interleucina 10 ¢ caracterizada pelas suas varias
propriedades anti-inflamatdrias, estando inserida na regulagdo de respostas

inflamatorias (Clyde et al., 2006).

6.1.3 Papel do Interferido na resposta imunitaria

Os recetores STAT1 fazem parte da resposta mediada pelo interferdo, que ¢
produzido maioritariamente pelas células NK, natural killers. Numa situacao de febre
do dengue de caracter moderado, a sintese ¢ atividade destas células esta aumentada.
Contrariamente, uma quantidade reduzida de células NK e a diminui¢do da sua
atividade, sdo fatores que estdo relacionados com o agravamento da doenga. Os
pacientes com febre do dengue e febre hemorragica do dengue possuem niveis elevados
de IFNa e IFNy, enquanto que pacientes com sindromes mais severos como o sindrome
do choque do dengue apresentam niveis reduzidos de IFNy. Assim, os niveis elevados
de IFN fazem parte de uma resposta efetiva do hospedeiro, e, por outro lado, os niveis
reduzidos demonstram que a resposta foi ineficaz (Clyde et al., 2006).

O IFNy, produzido essencialmente pelas células NK e células T CD8+, ativa os
macrofagos e as células T CD4+. Os macréfagos, ativados pelo interferdo v,
desempenham um papel central na eliminagdo do virus do dengue, particularmente, por

meio da produgdo de 6xido nitrico, o qual esta implicado no bloqueio da replicacdo viral
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(Clyde et al., 2006). A figura 9 apresenta sucintamente o processo de patogénese viral,

representando os fatores e células envolvidos na resposta imunitaria.
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Figura 9. Patogénese da infe¢do pelo virus do dengue. O DENV infeta a célula alvo via endocitose
mediada por recetor ou através de complexos formados com os anticorpos. Os macrofagos, mondcitos ou
células dendriticas infetados produzem fatores inflamatdrios, tais como NO e TNF, que contribuem para o

extravasamento vascular. (Adaptado de: Clyde ef al., 20006).

6.2 Resposta alérgica

Em resultado as picadas dos mosquitos, podem surgir reagdes cutaneas cuja
intensidade varia conforme a resposta alérgica do doente. Estes sintomas, resultam da
reacdo da pele do hospedeiro a introducao da saliva do mosquito, aquando a ingestao de
sangue. A saliva do artropode hematofago, ¢ constituida por proteinas que sdo
importantes para o processo digestivo do mosquito, designadamente, vasodilatadores,
inibidores da cascata da coagulagdo e inibidores da agregacdo plaquetaria. Para além
disso, a saliva do mosquito atua ainda na transmissdo do virus. Com a introdugdo dos
antigénios do inseto, inicia-se a producdo de anticorpos IgG e IgE. Os pacientes
alérgicos ao mosquito possuem anticorpos contra os constituintes da saliva (Carvalho,

Rocha, & Almeida, 2011).
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6.3 Suscetibilidade ou resisténcia ao virus do dengue

Estudos epidemioldgicos revelaram que a influéncia de certos fatores do
hospedeiro contribui para a suscetibilidade e gravidade da infe¢do provocada pelo virus
do dengue (Coffey et al., 2009; Kalayanarooj et al., 2007; Simmons et al., 2012).

As células NK, os macrofagos, os mastocitos , as células dendriticas, as células
B e o sistema complemento sdo moléculas que fazem parte da imunidade inata do
hospedeiro, desempenhando um papel crucial na elimina¢do de agentes infeciosos. A
suscetibilidade ou resisténcia ao virus do dengue e as doencas infeciosas em geral esta
relacionada com a predisposi¢do genética, contribuindo para isso fatores do sistema
imunitario inato (Kalayanarooj et al., 2007). Os alelos da classe I dos antigénios
leucocitarios humanos (HLA), o gene recetor do DC-SIGN, um polimorfismo no gene
do fator de necrose tumoral (TNF) e o complexo de histocompatibilidade major sdo
alguns exemplos de fatores do paciente que acrescem a severidade de uma infegdo
secundaria (Coffey et al., 2009, Kalayanarooj et al., 2007).

Segundo experiéncias realizadas por Kalayanarooj et al. (2007), o sistema
sanguineo ABO também contribui para a sensibilidade ao DENV. Os individuos que
ndo possuam um antigénio do sistema sanguineo ABO apresentam anticorpos com
aptiddo para aglutinar células que transportem esse antigénio. Os investigadores
demonstraram, que numa infe¢do secundaria, os individuos pertencentes ao grupo
sanguineo AB possuem maior predisposi¢do para sofrer os casos mais graves de
dengue, verificando-se, principalmente, com os serotipos 2, 3 e 4. Por outro lado, esta
relacdo entre grupo sanguineo e severidade do dengue ndo foi observada nos estudos
realizados com os outros grupos sanguineos, O, A ¢ B.

Para além dos aspetos descritos anteriormente, a idade reduzida, o sexo
feminino, o excesso de peso e o serotipo do DENV, contribuem para a gravidade da
infecdo (Simmons et al., 2012).

O serdtipo influencia a gravidade da infe¢cdo, na medida em que, por exemplo, o
genotipo do DENV-2, origindrio do sudeste asidtico, o genotipo indiano do DENV-3 e
os genotipos provenientes da América sdo mais virulentos, contribuindo para a
formagao de surtos de FHD e de SCD. Por outro lado, o serétipo existente no Peru, atua
de forma oposta, ou seja, raramente sao desenvolvidos os sindromes mas graves da

doenga, mesmo em situagdes de infe¢do secundaria (Rico-Hesse, 2007).
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Capitulo 7 — Diagnostico
7.1. Diagnéstico diferencial

Como a infe¢do pelo virus do dengue possui um amplo espetro de sintomas e
manifestagdes clinicas, um individuo infetado tanto pode manifestar sintomas febris
moderados quanto evoluir para estddios mais graves, ou mesmo morte. Assim, a
realizacdo de um diagndstico diferencial ¢ um desafio que implica a analise de varios
fatores, que variam segundo a evolu¢do da doenga (Simmons et al., 2012). Sempre que
um individuo viaje para areas endémicas ou esteja em contacto com o vetor, deve ser
considerada a realizagdo de um diagnoéstico diferencial (Rico-Hesse, 2007). Neste
contexto, a experiéncia dos profissionais clinicos € o seu entendimento acerca dos
sinais, sintomas e métodos de diagnostico € essencial, principalmente nas areas onde o
risco de infe¢do é maior (Adalja ef al., 2012).

As apresentacdes e sintomas ndo especificos e a frequente circulagdo de mais do
que um virus numa regido sdo parametros que, por vezes, dificultam a realizagdo de um
diagnoéstico preciso. Deste modo, é essencial realizar-se um diagnostico diferencial
considerando outras doencas e virus com caracteristicas ¢ manifestacdes clinicas
semelhantes (Gibbons & Vaughn, 2002). Na tabela 4 estdo representadas as doencas e
microorganismos mais relevantes a ter em consideracao na realiza¢do de um diagndstico

diferencial.

Tabela 4. Doencas e microorganismos a ter em conta na realizacdo de um diagnoéstico diferencial de uma
infecdo pelo virus do dengue. Estes patogénios possuem caracteristicas clinicas similares ao DENV.

(Adaptado a partir de: Gibbons & Vaughn, 2002; Simmons et al., 2012).

Diagnoéstico diferencial de dengue

Arboviroses provocadas por: Chikungunya virus (este virus é geralmente confundido com dengue,
sobretudo nos paises do Sudeste Asiatico), virus da encefalite japonesa, virus West Nile, virus da

encefalite de St.Louis

Outras doencas de origem viral: sindrome pulmonar por hantavirus (Bunyaviridae) , sarampo, rubéola,

gripe, hepatite A.

Doengas bacterianas: sepsis, infe¢des provocadas por Meningococcos, escarlatina, febre tifoide

Doengas parasitarias: Leptospirose, malaria, doengas provocadas pela Ricketsia.

7.2. Diagnéstico laboratorial
A realizagdo de um diagnostico antecipado ¢ fundamental para o controlo do

dengue, principalmente, para o dominio dos surtos e prevencdo da evolugcdo da doenca
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(Wings et al., 2008). A identificagdo precoce da infe¢do permite que a atuagdo clinica
seja bem sucedida (Adalja et al., 2012). Nos casos epidémicos, os testes laboratoriais
sdo fundamentais para o diagnostico preliminar e detecdo dos primeiros casos de uma
infecdo pelo virus do dengue. Consegue-se aferir o responsavel pelos surtos, identificar
o serdtipo especifico e descobrir a sua origem, contribuindo, deste modo, para a
implementagdo de estratégias de controlo do agente etiologico (Alves et al., 2013).

Por vezes, ndo ¢ possivel realizar o diagndstico no momento da infecdo, deste
modo, realiza-se um diagnéstico prévio analisando varios fatores relevantes,
particularmente, o histérico das viagens realizadas e as manifestagdes clinicas
apresentadas. Como o periodo de incubagdo do virus ¢ menor do que duas semanas,
examinando o histérico de viagens de um paciente, pode descartar-se a hipdtese de
ocorréncia de outras doengas graves (Back & Lundkvist, 2013).

O diagnostico definitivo ¢ constituido através de varios métodos laboratoriais
que incluem, a deteg¢do direta dos elementos do virus e a detegdo indireta através de
métodos serologicos. A sensibilidade de cada método de diagnostico depende da
duragdo da infe¢@o e do periodo em que ¢ realizado (Bick & Lundkvist, 2013; Simmons
et al.,2012). A figura 10 representa a comparacao entre os métodos de detegdo diretos e

indiretos relativamente a sua acessibilidade e especificidade.

N 4
Isolamento| Detecdo Detecdio do Serologia Serologia
do virus do genoma| |Ag NS1 IghM IgG

[ —

Figura 10. Comparacdo entre os métodos de diagnostico de uma infecdo por dengue de acordo com a sua

acessibilidade e especificidade. (Adaptado de: World Health Organization, 2009).
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Na realiza¢do de um diagndstico sdo utilizados diversos marcadores viroldgicos
tais como, RNA viral, antigénios virais e anticorpos especificos contra o virus do
dengue. A cultura do virus, os testes de amplificacdo do material genético e os ensaios
serologicos sdo as técnicas de detecdo, mais utilizadas atualmente (Bick & Lundkvist,
2013).

Na fase febril, a detecdo do genoma viral através de ensaios de amplificacao
com a transcriptase reversa, RT-PCR, ou a detecdo da proteina viral NS1 pelo método
imunoenzimatico ELISA, sdo dados que satisfazem a caracterizacdo de um diagndstico
confirmatorio (Simmons et al., 2012). A tabela 5 apresenta os parametros laboratoriais

que estabelecem se uma infe¢ao por DENV ¢ provavel ou definitiva.

Tabela 5. Critérios laboratoriais para infe¢des confirmadas e infe¢des provaveis. (Adaptado de: Guzman

etal., 2010).

Diagnéstico laboratorial de uma infecio pelo virus do dengue

Infecdo confirmada Infecao provavel

Isolamento do virus IgM positiva

Concentracdo de IgG elevada (> 1,280), por
Detecdo do genoma viral confirmagdo com o teste de inibigdo da

hemaglutinacdo

Detecao de antigénios

Seroconversdo de IgM ou IgG

7.2.1. Isolamento do virus

Dentro dos métodos de diagnéstico do dengue, a cultura de virus fornece o
resultado mais preciso e especifico, no entanto, este processo possui algumas
desvantagens (Guzman et al., 2010). De modo a obter um isolamento aceitavel, as
amostras de soro necessitam de conter as quantidades suficientes para dete¢do do virus
do dengue. Para além disto, este método apresenta outras limitagdes, principalmente em
areas pobres e rurais, onde nem sempre ¢ passivel de ser realizada, por falta das
condi¢des e instalacdes requeridas (Bick & Lundkvist, 2013; Guzman et al., 2010).

Esta técnica ¢ trabalhosa e demorada dado que a replicacdo do virus s6 € obtida
apos seis a dez dias (Wang & Sekaran, 2010). E também dispendiosa, requerendo
profissionais especializados e instalagdes especificas, nomeadamente laboratorios de

tipo 3 (Bick & Lundkvist, 2013; World Health Organization, 2009).
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As amostras de soro recolhidas de pacientes no estadio de virémia, ou seja, nos
primeiros trés a cinco dias de febre, sdo colheitas propicias ao isolamento do DENV. As
amostras bioldgicas mais convenientes para a cultura do virus incluem, soro, plasma e
centrifugado sanguineo dos pacientes durante a fase aguda, inoculagdo em mosquitos e,
nos casos fatais, recorre-se a colheita de tecidos do figado, noédulos linfaticos, bago e
timo, provenientes de cadaveres (Guzman et al., 2010; Peeling et al., 2010).

De maneira a isolar o virus de uma amostra infetada utilizam-se varias linhas
celulares. A linha celular C6/36, proveniente do mosquito Aedes albopictus, tem sido a
cultura preferencialmente utilizada nos ultimos anos, contudo, existem outras linhas
celulares passiveis de investigagao. Podem ser usadas as células do mosquito Aedes
pseudocustellaris, designadas de AP61, e também as células de mamiferos,
nomeadamente as células Vero, células LLC-MK2 e as células BHK21 (Bick &
Lundkvist, 2013; Guzman et al., 2010; Peeling et al., 2010).

Apbs a inoculagdo viral, a serotipagem pode ser determinada através de ensaios
de imunofluorescéncia que utilizem anticorpos monoclonais serdtipo-especificos
(Peeling et al., 2010).

Apesar das desvantagens, a cultura de virus constitui o teste padrdo na

identificagdo do dengue (Wings et al., 2008).

7.2.2. Ensaios seroldégicos

Os ensaios seroldgicos sdo baseados na identificagdo de anticorpos especificos
contra o virus do dengue (Bick & Lundkvist, 2013). A imunidade adquirida contra o
DENYV depende da produgao das imunoglobulinas IgM e IgG que sdo maioritariamente
especificas para a proteina E. A intensidade desta resposta imunitaria depende do tipo
de infegdo, ou seja, se o paciente possui uma infe¢do primaria ou secundaria (Peeling et
al.,2010).

Quando ocorre uma infecao secundaria ¢ gerada uma resposta imunitaria em que
sdo produzidas grandes quantidades de imunoglobulinas G e M, as primeiras
estimuladas pelas células de memoria B da infecdo primdria, e as segundas resultantes
da infe¢@o secundaria atual. As IgM sdo as primeiras imunoglobulinas a aparecer numa
infecdo, aumentando drasticamente nas primeiras duas semanas, porém, com o passar
do tempo, a sua concentracdo vai diminuindo (Guzman et al., 2010). Isto deve-se ao
facto de numa infecdo primdria a resposta dos anticorpos IgM ser mais acentuada e

especifica do que em infegdes secundarias (Hunsperger et al., 2009). Assim, numa
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infe¢do secundaria, os niveis de IgM sao bastante reduzidos. Em oposicao, os niveis de
IgG sao baixos na primeira semana de infe¢do, aumentando exponencialmente a partir
da segunda semana (Guzman et al., 2010). Os anticorpos IgG podem durar varios anos
em circulagdo, ao contrario dos IgM que persistem aproximadamente durante dois
meses (Back & Lundkvist, 2013).

Para a detecdo das imunoglobulinas podem realizar-se varios ensaios, o0 MAC-
ELISA, o IgG-ELISA, o ensaio de racio de IgM-IgG e os ensaios de neutralizagdo sdo
alguns exemplos (Guzman et al., 2010).

Comparativamente a outros métodos, os ensaios seroldgicos constituem técnicas
de diagnostico de uma infecdo pelo DENV pouco dispendiosas e de facil reproducao.
Como sdo relativamente faceis de ser reproduzidos, existem kits de diagnostico

disponiveis comercialmente (Bick & Lundkvist, 2013; Guzman et al., 2010).

7.2.2.1 Ensaio MAC-ELISA

O ensaio MAC-ELISA ¢ uma técnica imunoenzimatica de detecao de anticorpos

IgM especificos. E muito utilizada e vantajosa em regides onde circulam outros virus
semelhantes ao virus do dengue, como por exemplo, o virus da encefalite japonesa.
O MAC-ELISA emprega-se com o intuito de identificar a presenga de IgM em colheitas
de sangue e saliva, nao sendo possivel a sua identificagdo em amostras da urina. Apesar
da sua elevada especificidade e sensibilidade, apresenta, contudo, algumas limitagdes,
nomeadamente a presenga de falsos positivos. Estes resultados sdo consequéncia de
doengas infeciosas como a maldria ¢ a leptospirose que s3o endémicas em algumas
regides, co-circulando com o DENV, assim como também resultam da reatividade
cruzada com outros virus da familia Flaviviridae. Esta reatividade dos anticorpos deriva
da vacinagdo, por exemplo, contra o virus da febre amarela, também ele um flavivirus
(Biack & Lundkvist, 2013; Guzman et al., 2010). Para além destas desvantagens, que
podem comprometer a andlise dos resultados, este método s6 permite a detecao de IgM
aproximadamente cinco dias apds o aparecimento dos primeiros sintomas (Wings et al.,
2008).

Numa analise global, as principais limitagdes destes testes sdo a incapacidade de
identificacao do serétipo do DENV e a potencial reagdo cruzada em presenca de outros
virus. Em paises endémicos, estes testes ndo devem ser utilizados para confirmagdo de
uma doenga atual, pois como os anticorpos IgM podem persistir por aproximadamente

sessenta dias, tal facto indica que a infe¢do ocorreu nos 2-3 meses antecedentes. Deste
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modo, ndo se consegue aferir com exata precisdo quando ocorreu a doenga (Guzman et
al., 2010).

Os testes de IgM podem ser uteis na determinagdo de um diagnostico de dengue
em concomitincia com a andlise das manifestacdes clinicas, histdria clinica e outros

dados epidemiologicos (Hunsperger et al., 2009).

7.2.2.2 Ensaio IgG-ELISA

Este método de diagndstico tem como objetivo detetar anticorpos IgG
especificos para o virus do dengue. De modo a quantificar os IgG especificos, este
ensaio pode utilizar tanto diluicdes de soro quanto usar a propor¢do de IgM para IgG.
Os antigénios do DENV, empregues na realizagdo do teste, podem ser os mesmos do
ensaio MAC-ELISA. Apesar de na presenga de outros flavivirus este teste perder
especificidade, as reagdes cruzadas sdo pouco frequentes. O MAC-ELISA pode até ser
um ensaio util na distribuicdo e discriminacdo das doengas que apresentam
similaridades com o dengue devido a especificidade dos anticorpos IgG. Como
aplicagdes principais, o ensaio IgG-ELISA pode ser utilizado para diferenciar e
classificar as infe¢cdes primarias e secundarias assim como identificar
epidemiologicamente uma infe¢do pelo DENV que ocorreu no passado (Guzman et al.,
2010). Os critérios que definem uma infe¢do primaria sao, um valor de IgM positivo e
um valor de IgG negativo, no caso de amostras recolhidas antes do oitavo dia da
infe¢do. Por outro lado, uma infecdo secundaria caracteriza-se por concentragdes
elevadas de IgG, nomeadamente, um valor superior a 1,280, por inibicdo da
hemaglutinagao no soro (Peeling et al., 2010).

O ensaio que relaciona a proporcao entre o IgM e o IgG constitui outra forma de
diagnostico, sobretudo para diferenciar as infe¢des primarias das infecdes secunddrias.
No entanto, as taxas de IgM e IgG variam conforme as manifestagdes clinicas do

individuo (Guzman et al., 2010).

7.2.2.3 Ensaios de neutralizacao

Com o intuito de diagnosticar uma infe¢do pelo virus do dengue, podem ser
utilizados métodos seroldgicos de neutralizagdo. Os testes de neutralizagdo por reducao
em placas (PRNT) e os ensaios de micro neutralizacdo sdo os principais ensaios de
neutralizagdo, sendo empregues de forma a demonstrar os serdtipos virais, resultantes

de uma infe¢do primaria (Guzman et al., 2010).
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A técnica PRNT pode ser aplicada no desenvolvimento de vacinas. Com a
descoberta iminente de uma vacina eficaz ¢ muito importante recorrer a ensaios de
diagnodstico efetivos que comprovem a qualidade e as caracteristicas protetoras das

vacinas (Rainwater-Lovett, Rodriguez-Barraquer, Cummings, & Lessler, 2012).

7.2.3 Métodos de amplificacio dos acidos nucleicos

As técnicas de cultura de células e ensaios serologicos analisam as colheitas de
material biologico recolhidas de pacientes com pelo menos sete dias de sintomas. Estes
testes ndo podem, portanto, ser realizados nos estadios iniciais da doenga. Para além
desta limitagdo, podem ainda fornecer resultados falsos positivos devido a reatividade
cruzada dos anticorpos anti-DENV, na presenga de outros flavivirus. Deste modo, os
métodos de amplificacdo de acidos nucleicos constituem boas alternativas as técnicas
anteriores (Wings et al., 2008).

Os testes de amplificagdo de acidos nucleicos permitem detetar o genoma viral a
partir de tecidos, de soro, ou do sangue total de individuos, na fase inicial da infecao
(Peeling ef al., 2010). A técnica de RT-PCR, por exemplo, pode ser realizada na fase
aguda da doenga, que coincide com o inicio da virémia, fornecendo um resultado
especifico do genoma RNA do virus do dengue (Wings ef al., 2008).

O diagnostico através de técnicas de amplificacao, € rapido, especifico e preciso,
contudo, so ¢ passivel de realizacdo na fase aguda da doenca, ¢ dispendioso e requer a

sua realizagdo por profissionais especializados (Béck & Lundkvist, 2013).

7.2.3.1 Ensaio PCR utilizando transcriptase reversa, RT-PCR

Este método envolve varios processos de amplificacdo, que utilizam os primers
para a regido pretendida do genoma do DENV, de modo a localizar essa regido
especifica no genoma viral. Destas reagdes de amplificacdo resultam varios produtos
que sao divididos conforme o tamanho, através de eletroforese em gel de agarose, e
assim, obtém-se os serdtipos de dengue diferenciados (Guzman et al., 2010). Como o
produto amplificado inicialmente ¢ depois utilizado como alvo para uma nova etapa de
amplificacdo, este método permite uma elevada sensibilidade (Peeling et al., 2010).

Apesar da eficicia e da sensibilidade, esta técnica €, no entanto, trabalhosa e

pode ser comprometida por contaminacgdes (Wings ef al., 2008).
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7.2.3.2 Ensaio PCR em tempo real, RT-PCR

Esta técnica, totalmente automatizada, permite o diagnostico do virus do dengue
em pouco tempo, fazendo com que seja um método de rotina bastante conveniente.
Relativamente a outras técnicas tradicionais, o PCR em tempo real, apresenta maior
rapidez e precisdo, reduz significativamente o risco de contaminacao e resultados falsos
positivos, e permite a detecdo quantitativa do virus. A quantificacdo e a discriminacao
dos varios ser6tipos do virus ¢ revelada em aproximadamente duas horas. Este processo
baseia-se na utilizacdo de sondas fluorescentes que permitem a dete¢do dos produtos
amplificados (Guzman et al., 2010).

Os primers empregues podem provir da extremidade 5’ do genoma viral, da
extremidade 3’ ou da glicoproteina ndo estrutural NS5 (Wings et al., 2008). Ao
contrario dos métodos tradicionais, esta técnica nao necessita da realizagdo de
eletroforese (Guzman et al., 2010). Para além da detecdo do genoma viral nas amostras
dos pacientes, este ensaio pode quantificar o RNA viral nos tecidos do vetor,
contribuindo assim para o estudo do ciclo do mosquito, particularmente ao nivel da
dindmica de transmissao dos varios genotipos do virus (Rico-Hesse, 2007).

Existem dois tipos de RT-PCR, os “singleplex” e os “multiplex”. Os primeiros
detetam um unico serdtipo numa reacao de amplificacdo, enquanto que os “multiplex”
detetam os quatro serotipos do virus do dengue. Apesar dos ensaios “multiplex”
apresentarem os resultados com maior rapidez, sdo menos sensiveis do que os
“singleplex” (Guzman et al., 2010; World Health Organization, 2009).

O facto de este teste poder ser utilizado nos estadios preliminares da doenga,
constitui uma grande vantagem, na medida a controlar a progressao da doencga (Guzman

etal.,2010).

7.2.4 Ensaios utilizando a detecio de antigénios

Em resultado das desvantagens dos métodos serologicos para diagnosticar
infegdes agudas, foram desenvolvidos métodos alternativos que se baseiam na dete¢ao
da glicoproteina viral NS1 (Hunsperger et al., 2009). Todavia, apesar das vantagens, na
fase aguda de infe¢des secundarias, estes métodos podem ter a sua agdo comprometida
devido a existéncia de imunocomplexos entre o virus e os anticorpos IgG (Peeling ef al.,
2010).

Os antigénios do virus do dengue podem ser identificados através de amostras de

tecidos vivos ou mortos. Os tecidos sdo maioritariamente provenientes do figado, bago,
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nédulos linfaticos e timo. Este método utiliza anticorpos, enzimas e substratos

colorimétricos que permitem a dete¢do de antigénios especificos (Guzman et al., 2010).

7.2.4.1 Detecao de antigénios (glicoproteina NS1)

A NSI1 ¢é uma proteina ndo estrutural, especifica de todos os flavivirus, que
circula na corrente sanguinea e estimula a resposta imunitaria humoral, constituindo
assim uma via de diagndstico de infe¢des pelo virus do dengue. Esta glicoproteina ¢
importante para o processo de replicagdo viral (Guzman et al., 2010).

Para detetar antigénios recorre-se a ensaios imunoenzimaticos ELISA, a técnica
de fluxo lateral e a métodos de dete¢do das respostas dos anticorpos IgG e IgM a
proteina NS1. Nos dias de hoje, ja estdo disponiveis comercialmente kits de detegao de
antigénios da glicoproteina NS1 (Guzman et al., 2010). Estes kits sdo muito sensiveis e
bastante uteis no diagnostico confirmatdrio do dengue na fase aguda, principalmente em
pacientes que exibam uma infecdo primaria, o que ¢ comum nos viajantes. Neste
periodo inicial, a sensibilidade do método pode ultrapassar os 90% dado que a atividade
antigénica pode perdurar por varios dias apos a recuperacdo do estado febril. Por outro
lado, no caso de infe¢des secunddrias, a sensibilidade reduz para os 60-80%, o que
revela a acdo da resposta imunitéria face a uma infe¢do prévia (Simmons et al., 2012;

Wings et al., 2008).

7.2.4.2 Imunohistoquimica

Os antigénios virais podem ser identificados em por¢des de tecidos congelados
ou laminas de parafina, recolhidos de cadaveres. Estes métodos recorrem a utilizacao de
anticorpos monoclonais que sdo visualizados através de marcadores especificos, tais

como, corantes fluorescentes, enzimas, ou ouro coloidal (Peeling et al., 2010).

7.2.5 Testes rapidos de detecdo de antigénios e anticorpos

Atualmente, existem diversos métodos laboratoriais que permitem o diagndstico
de uma infecdo provocada pelo virus do dengue. Apesar de bastante sensiveis, a
maioria destes testes exige, porém, certas condi¢des, tais como, instalagdes
dispendiosas, equipamento laboratorial apropriado e profissionais especializados. Para
além disto, os métodos convencionais podem ser demorados. De maneira a contornar

estas limita¢des, foram criados kits que permitem o rapido diagnodstico, sendo mais
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convenientes nos casos em que ¢ necessaria a atuagdo urgente, ou quando as instalagdes
especializadas nao sdo possiveis (Andries et al., 2012).

O teste mais utilizado para a dete¢do rapida de anticorpos e antigénios € o
Standard Diagnostic Bioline Dengue Duo kit. Este teste ¢ constituido por dois ensaios, o
primeiro com o propoésito de detetar o antigénio viral NS1 e o segundo permite a
detecao de anticorpos IgM/IgG anti-DENV, em amostras de soro, plasma ou de sangue
total (Andries ef al., 2012; Standard Diagnostics, 2007). Este ensaio veio possibilitar a
realizagdo de um diagndstico logo a partir do primeiro dia da infe¢do, contribuindo para
tal, tanto o antigénio NS1, quanto o anticorpo IgM, fatores cruciais no diagndstico
precoce de uma infecao pelo virus do dengue (Wang & Sekaran, 2010).

O SD Bioline Dengue NSI Ag apresenta, contudo, algumas limitagdes que
comprometem a sua sensibilidade, como a ocorréncia ocasional de reagdes cruzadas
com outros flavivirus, alfavirus e parasitas da familia Plasmodium spp., em particular,
nas regides onde persistem concomitantemente com o DENV. De maneira a evitar estas
desvantagens, devem realizar-se, sempre que possivel, os dois ensaios em conjunto, o
que conduz a um aumento exponencial da sensibilidade e especificidade do kit. Assim,
pode obter-se um diagndstico preciso, de forma rapida e sensivel, permitindo a atuacao
clinica mais apropriada, e evitando o uso desnecessario de antibidticos e outros

farmacos (Andries et al., 2012; Wang & Sekaran, 2010).

7.2.5.1 Testes rapidos de detecio de antigénios da glicoproteina NS1

Estes testes constituem uma primeira abordagem no diagndstico detetando uma
infecdo por DENV antes da realizagao da seroconversao, dado que os anticorpos IgG e
IgM s6 sdo detetaveis a partir do quarto dia da doenca. Assim, através da detecdo do
antigénio NS1, o SD Bioline, permite o diagndstico numa fase precoce. Na fase inicial
da infegdo, este antigénio pode ser encontrado em grandes concentragdes no soro de
individuos infetados, podendo, assim, ser utilizado como marcador da infe¢ao aguda.
Este ensaio ¢ muito conveniente pois permite a detecdo do antigénio NS1 logo a partir
do primeiro dia, posteriormente ao inicio dos sintomas febris, e até ao nono dia. O
resultado ¢ dado em apenas 15 a 20 minutos, o que constitui uma grande vantagem. A
colheita pode ser realizada a partir de amostras de plasma, soro, ou do sangue total.
Como os anticorpos IgG e IgM s6 se podem detetar ao terceiro ou quarto dia da infegao,

este pode ser um teste de diagndstico bastante til (Standard Diagnostics, 2007).
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A proteina NS1 ¢ libertada no sangue e pode ser detetada utilizando ensaios
imunoenzimaticos ou imunocromatograficos, a partir do primeiro dia em que surgiram
os sintomas febris, e até 14 dias ap6s o culminar da infe¢do. A NSI permite um
diagnostico rapido inicial, mesmo quando as condi¢des ndo sdo favoraveis e os
laboratérios possuem equipamentos e recursos humanos escassos (Andries et al.,
2012).

Um resultado positivo no teste SD Bioline, de detegdo da NS1, pode fornecer um
diagnéstico confirmatério, o que ndo sucede no teste de IgG e IgM, em que os
anticorpos podem permanecer detetdveis durante bastante tempo, por vezes meses

(Standard Diagnostics, 2007).

7.2.5.2 Testes rapidos de detecio de Anticorpos (IgM e IgG)

Atualmente, ja existem disponiveis no mercado testes de detecdo de
imunoglobulinas, com atividade e sensibilidade satisfatérias, contribuindo para a rapida
detecdo de uma infe¢ao pelo DENV (Hunsperger et al., 2009; Simmons et al., 2012).
Apesar dos testes seroldgicos tradicionais apresentarem uma maior sensibilidade do que
os kits comerciais, estes testes, contudo, sdo muito vantajosos quando se pretende
rapidez na obtencdo dos resultados (Peeling et al., 2010).

O ensaio SD Bioline Dengue IgG/IgM ¢ um teste imunocromatografico que
permite a dete¢do diferenciada e qualitativa das imunoglobulinas IgG e IgM, em
amostras recolhidas do soro, plasma, ou sangue total. Este teste rapido, diferencia uma
infe¢do primaria e secundaria, contribuindo deste modo, para a avaliagdo da gravidade
da infe¢do. Utilizando pequenas quantidades de amostra, o SD Bioline consegue aferir o
titulo de anticorpos presentes, possuindo uma sensibilidade e especificidade superiores a
90%. Se o resultado for positivo para a IgM, tal significa que se trata de uma infe¢do
primaria, no entanto, se o resultado for positivo para a IgG, significa que ¢ uma infe¢ao
secundaria ou uma infecdo passada. Adicionalmente, se ambas as imunoglobulinas
forem positivas, a infe¢do pelo DENV ocorreu no passado, ou entdo, trata-se de uma
infe¢do tardia (Standard Diagnostics, 2007).

Os resultados positivos nos testes de IgM e IgG sugerem a presenga de uma
infecdo por DENV, mas por outro lado, um resultado negativo ndo descarta a

possibilidade de infe¢do (Andries ef al., 2012).
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A tabela 6 apresenta resumidamente as vantagens ¢ desvantagens dos métodos

laboratoriais utilizados para o diagndstico de uma infec¢ao pelo virus do dengue.

Tabela 6. Vantagens e desvantagens dos varios métodos de diagndstico de uma infe¢do por DENV.

(Adaptado de: Peeling ef al., 2010).

Método de diagnéstico

Vantagens

Desvantagens

Isolamento e identificacido do

virus

Confirmagédo da infecéo;

especifico; serotipagem

Amostra recolhida na fase
aguda; Profissional especializado
e instalagdes apropriadas; Nao
diferencia entre infecdo primaria
e secundaria; Demorado (> 1

semana); Dispendioso

Detecdo de RNA

Confirmacao da infecao;
sensivel e especifico;
serotipagem e genotipagem,;

resultados em 24-48 h

Falsos positivos resultantes de
contaminagdo; amostra recolhida
na fase aguda; profissional
especializado e equipamento de
laboratorio dispendioso; ndo
diferencia entre infecdo primaria

e secundaria

Detecdo de antigénios

Confirmacio da infegao; facil

Menos sensivel do que os dois

Ensaio de detegdo de NSI elaboragdo; menos dispendioso )
) ) métodos anteriores
do os dois métodos anteriores
Menos sensivel do que o
) ) ) isolamento viral ou a detegdo de
Imunohistoquimica Confirmac¢do da infecao

RNA; profissional especializado

em Patologia

Ensaios serologicos

Serologia de IgM ou IgG

Confirmacao da infecdo; facil

elaboracao; pouco dispendioso

Em infe¢des secundarias a
concentragdo de IgM pode ser
baixa; a confirmagdo necessita

de duas ou mais amostras

serologicas; pode diferenciar
entre infe¢do primaria e

secundaria

Detegédo de IgM (amostra

simples)

Identifica casos provaveis; util
para vigilancia, controlo e

monitorizag¢ao dos surtos

Em infe¢des secundarias a
concentragdo de IgM pode ser

baixa
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Capitulo 8 - Medidas de prevenciao e controlo

O controlo e a erradicagdo de mosquitos de um ambiente urbano ¢ uma ardua
tarefa que exige elevados recursos e requer uma educagdo populacional mensurdvel. A
sustentabilidade das medidas esta diretamente relacionada com o comportamento dos
habitantes nas areas endémicas (Jansen & Beebe, 2010). A entre ajuda e a cooperacao
entre as entidades governamentais responsaveis € a comunidade, conduz a uma maior
eficacia e rapidez de resolucdo, contribuindo assim para a sustentabilidade dos
programas de controlo e preven¢ao da infe¢do pelo DENV. A aceitacdo das medidas por
parte das populacdes, aliadas ao seu interesse e a sua participacao ativa, principalmente
na destruicdo dos focos reprodutivos do mosquito e na implementagdo de medidas de
prevencao pessoais, leva a reducdo exponencial das espécies, que, consequentemente,
contribui para a diminui¢do da propaga¢ao do virus (Wai et al., 2012).

A abundancia e expansdo dos vetores do virus do dengue sdo influenciados por
varios fatores socioecondémicos. Por conseguinte, em paises onde os governos sio
economicamente estaveis e o sistema de saude ¢é eficiente, as medidas de controlo do
mosquito sdo mais eficazes. A constru¢do de infraestruturas que fornecam dagua
corrente, evitando, assim, o armazenamento de agua que propicia ao desenvolvimento
dos ovos e larvas, a educacdo da comunidade e a implementagdo de programas efetivos
de eliminacdo dos mosquitos, constituem medidas significativas que devem ser adotadas
em caso de surtos. A instalagdo de sistemas de ar condicionado ¢ a introducao de telas
nas janelas sdo estratégias de barreia que podem ser uteis na reducao da exposi¢cao aos
artropodes (Hopp & Foley, 2001; Jansen & Beebe, 2010).

As estratégias utilizadas hoje em dia, ndo diferem muito daquelas empregues ha
50 anos. O objetivo principal passa pela reducdo do local de origem das larvas,
utilizando-se larvicidas e inseticidas mais sofisticados do que os outrora utilizados
(Jansen & Beebe, 2010). A exterminac¢do dos locais de reproducdo dos vetores, a
aplicacdo de larvicidas ecologicos e a educagdo da comunidade sdo as medidas mais
economicamente sustentaveis (Bilal, Hassan, & Khan, 2012).

De uma maneira generalista, os programas de preveng¢ao da infe¢ao pelo virus do
dengue compreendem cinco propositos fundamentais, sdo eles, o controlo do vetor, a
vigilancia eficaz da doenga, a preparagao dos servicos de saude, a competéncia e pratica
do pessoal envolvido e a pesquisa de novos métodos de controlo do vetor (Guzman et

al., 2010).
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8.1 Métodos quimicos

Estas técnicas de controlo do vetor compreendem a utilizacdo de produtos
quimicos com atua¢do em vdrias fases do ciclo de vida do mosquito, desempenhando a
sua a¢do na fase larval ou na fase adulta. Estes produtos podem ser acrescentados nas
aguas armazenadas perto das residéncias ou mesmo na dgua de consumo humano, visto
que, a agua ¢ o local de elei¢ao para a reproducao dos artropodes (Guzman et al., 2010;
Jansen & Beebe, 2010; Santacoloma, Chaves, & Brochero, 2012).

Desde 1970, que tém sido utilizados varios agentes quimicos nas aguas,
particularmente, o larvicida organofosforado temefos, contudo, devido ao aumento da
resisténcia a este agente, a sua eficacia tem vindo a ser comprometida (Chen et al.,
2013; Guzman et al., 2010). A exposi¢do prolongada ao temefos leva a reacdes de
resisténcia fisioldgica, que estd relacionada com o mecanismo enzimatico dos vetores.
O aumento de enzimas esterases inespecificas nos mosquitos, nomeadamente no Aedes
aegypti, constitui 0 mecanismo bioquimico responsavel pela resisténcia aos agentes
organofosforados (Santacoloma et al., 2012).

Para além do temefos, existem outros agentes quimicos de particular interesse. O
malatido, o fenitrotido e o propaxur, sdo inseticidas que atuam na fase adulta do
mosquito, porém, também contra estes inseticidas tém sido produzidas resisténcias. De
maneira a reduzir a resisténcia aos agentes quimicos ¢ essencial executar medidas de
controlo do seu uso. A rotagdo de varios produtos inseticidas e a utilizagdo moderada
destes, devem constituir estratégias a adotar nas regides endémicas, onde o uso dos
agentes quimicos ¢ frequente. Para além destas, devem ser implementadas outras
medidas que visem a erradicagdo do vetor, como a destrui¢ao dos focos reprodutivos, o
uso de biocidas e, especialmente, programas que disponham da participagdo ativa das

populacdes (Chen et al., 2013; Santacoloma et al., 2012).

8.2 Métodos bioldgicos

O controlo biolégico ¢ um método que recorre ao uso de agentes biocidas com
atividade toxica ou letal contra os vetores. Estes agentes atuam de forma especifica nos
focos reprodutivos dos insetos, ndo constituindo qualquer ameaga para outros seres
vivos, especialmente os humanos (Marimuthu, Rahuman, & Kirthi, 2013).

O uso de inseticidas quimicos induz graves problemas ambientais que resultam
em polui¢do, contaminagdo dos solos, ocorréncia de resisténcias e perigo para o Homem

e outros seres vivos. De modo a contornar estes problemas, tém sido realizadas
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experiéncias utilizando fungos, bactérias e outros biocidas que funcionam como
alternativas ao uso de inseticidas sintéticos (Bilal et al., 2012).

Nas experiéncias realizadas por Bilal ef al. (2012), os investigadores utilizaram
fungos entomopatogénicos da espécie Metarhizium anisopliae que mostraram atividade
larvicida. Estes fungos possuem seletividade contra o mosquito, ndo apresentando risco
para outras espécies. Para além disto, a sua producao ¢ segura e ndo poluente e sdo
ecologicamente rentaveis e biodegradaveis.

Como resultado da ineficicia de algumas medidas convencionais e em
alternativa a estas, tém sido experimentadas algumas técnicas biologicas inovadoras. A
técnica RIDL (release of insects carrying a dominant lethal) ¢ uma delas. Esta
estratégia utiliza um sistema genético de controlo populacional baseado no
desenvolvimento em massa de populagdes de mosquitos macho geneticamente
modificados. Utilizando um gene especifico letal e supressor de fémeas, apenas sdo
produzidos machos estéreis, o que permite controlar as populagdes de artropodes. Este
método inovador, constitui uma alternativa para as técnicas de repressao tradicionais.
Nestas técnicas convencionais sdo usados machos que possuem a capacidade para
localizar de forma especifica fémeas marcadas geneticamente, ndo se gerando qualquer
efeito sobre outros insetos que ndo estejam marcados. Por conseguinte, a deposi¢ao de
ovos pelas fémeas ¢ substancialmente diminuida, resultando numa reducao das geragdes
subsequentes (Jansen & Beebe, 2010; Simmons ef al., 2012).

Outra estratégia igualmente inovadora foi a descoberta de que estirpes da
bactéria endossibiotica Wolbachia, habitualmente presente em artropodes, podem inibir
a replicacdo do DENV no mosquito Aedes aegypti. Em regides endémicas, a inclusao
destas estirpes bacterianas poderia ser utilizada de modo a reduzir, ou mesmo acabar
com a propagac¢do do virus (Jansen & Beebe, 2010). Como os mosquitos infetados pela
Wolbachia apresentam resisténcia parcial a infecdo viral e possuem capacidade para
invadir as populagdes de mosquitos normais, a utilizacdo desta estratégia bioldgica pode
ser bastante 1til na erradicagdo dos vetores (Simmons et al., 2012).

No Vietname, foram utilizados crustaceos copépodes cuja funcdo ¢ alimentar-se
das larvas dos mosquitos Aedes aegypti. Apesar de mostrar resultados favoraveis, este
método necessita de instalagdes apropriadas, competéncia na producao em massa dos
copépodes e uma forte atuagdo populacional, que vise a manuten¢do e introdugdo
constante destes crustaceos nos reservatorios de dgua. Assim, torna-se limitativa a sua

atuacdo em larga escala (Guzman et al., 2010; Jansen & Beebe, 2010).
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O agente biocida Bacillus thuringiensis tem sido utilizado para a producao de
nanoparticulas de Cobalto com atividade larvicida. Estas particulas sdo ecoldgicas,
baratas e constituem uma medida de controlo do mosquito Ae. aegypti que pode surtir
bons efeitos (Marimuthu et al., 2013).

Para uma maior eficicia deste tipo de medidas biologicas inovadoras e
promissoras, estas devem ser implementadas em complementaridade com outras

estratégias (Jansen & Beebe, 2010).

8.3 Tratamento

A infegdo pelo virus do dengue apresenta um quadro clinico inespecifico e com
uma vasta variedade de manifestacdes clinicas, deste modo, na falta de medicamentos
antiviricos eficazes, o tratamento consiste basicamente no suporte e atuacao sintomatica
(World Health Organization, 2009). Aos primeiros sinais da doenca devem ser
implementadas medidas profilaticas que limitem a virémia (Nguyen ef al., 2013).

Em pacientes que ndo apresentem sintomas de choque, deve ser iniciada, assim
que possivel, a reposi¢do de fluidos através de solugdes de hidratagdo orais (Gibbons &
Vaughn, 2002). Estes individuos devem hidratar-se em casa, recorrendo aos servicos de
saude sempre que haja alguma alteragdo no seu estado que sugira gravidade, por
exemplo, hemorragias ou comprometimento vascular. Deste modo, a monitoriza¢ao dos
parametros hematologicos diarios nestes pacientes € essencial. Nos casos que revelem
um insuficiente aporte dos fluidos orais ou que indiquem um acréscimo acentuado no
hematocrito, os pacientes devem ser imediatamente hospitalizados para inje¢ao
parenteral de solucdes de hidratacdo. Geralmente, nos casos menos graves,
administram-se solucdes cristaléides. Em caso de hospitalizacdo, os procedimentos
invasivos devem ser evitados, sempre que possivel, dado que aumentam o risco de
hemorragia nos pacientes mais debilitados. Assim, ¢ imperativa a realizacdo de uma
avaliacdo cuidada do doente, implementando solu¢des viaveis. Entre os individuos
hospitalizados, ¢ importante vigiar todas as alteragdes registadas, de modo a evitar a
sobredosagem das solu¢des de hidratacdo e efeitos iatrogénicos das terapéuticas
implementadas (Gibbons & Vaughn, 2002; Simmons et al., 2012).

Nos casos em que os pacientes possuem um quadro clinico de sindrome do
choque do dengue ¢ fundamental a restituigdo do volume intravascular, através da
inser¢ao de fluidos por via intravenosa. Nestes individuos, quando o quadro clinico se

mantém inalterado, ndo apresentando melhorias ap6s a utiliza¢do da terapia cristaloide,
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dao-se solugdes isotonicas com o intuito de restaurar o volume plasmatico. Nos casos
moderados de dengue, o lactato de Ringer constitui uma solugdo de hidratagao eficaz,
enquanto que nos casos mais graves se recorre a solucdes a base de amido ou dextrano
(Back & Lundkvist, 2013; Simmons et al., 2012).

Quando os pacientes apresentam sinais de hemorragia grave que comprometa a
capacidade dos 6rgaos, a transfusdo de sangue, a hemodidlise ou a terapia adjuvante a
base de vasopressores, sdo hipdteses a considerar. Por vezes, podem mesmo ser usadas
transfusdes profilaticas nos paises em que o DENV ¢ endémico, contudo, este método
ainda ndo esta standardizado (Simmons et al., 2012).

Sempre que possivel, deve evitar-se o uso de Paracetamol, anti inflamatérios nao
esteroides e salicilatos, devido ao seu efeito negativo no extravasamento plasmatico e
contribui¢do para o risco de hemorragias. Para além disto, o acido acetilsalicilico pode
aumentar a probabilidade de desenvolvimento de sindrome de Reye, muito grave em
criangas (Béack & Lundkvist, 2013; Gibbons & Vaughn, 2002).

Como nao existe na atualidade nenhum agente terapéutico com eficacia
comprovada contra o virus, recentemente tém sido realizados estudos para o
desenvolvimento de novas terapias anti-viricas. Existem experiéncias com a utilizagdo
de corticosterdides como a prednisolona oral em criangas e adultos jovens no Vietname.
Também se encontra em investigacao o papel da cloroquina e das estatinas na inibi¢ao
viral. Para além destas potenciais terap€uticas antivirais, t€ém sido realizados estudos de
determinag@o da eficacia e seguranga do inibidor da polimerase do DENV, balapiravir
(Simmons et al., 2012).

A investigacdo de novas terapéuticas antivirais, em concomitdncia com o
desenvolvimento de vacinas e medidas de controlo do vetor, constituem a abordagem
mais efetiva na reducdo da morbilidade associada a doenca e prevencao da transmissao
do virus. O sucesso destes tratamentos na infe¢do pelo DENV depende de certos fatores,
tais como a distribuicao dos farmacos, a formacao dos metabolitos ativos e a ligacao as
proteinas plasmaticas. Os agentes deverdo atuar o mais rapidamente possivel,

manifestando eficacia contra o mecanismo de replicacdo viral (Nguyen ef al., 2013).

8.3.1 Potencial uso terapéutico do balapiravir
Os analogos dos nucledsidos tém vindo a demonstrar grande sucesso como
agentes para o tratamento das infegdes virais. Estes andlogos atuam como substratos

competitivos da polimerase viral, inibindo a sintese de RNA viral (Klumpp et al., 2006).
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O balapiravir € um pré farmaco resultante de um andlogo nucledsido designado
por R1479 (4’-azidocitina). Esta molécula, com atividade antiviral, foi desenvolvida por
Hoffmann-La Roche com o intuito de ser utilizada contra o virus da hepatite C (HCV),
tendo apresentado capacidade inibidora especifica da replicacdo do RNA viral (Nguyen
et al., 2013). O balapiravir mostrou ser uma promessa na terapéutica antiviral, revelando
baixa toxicidade, elevada estabilidade e uma margem terapéutica aceitavel in vitro
(Klumpp et al., 2006).

Como tanto a polimerase do HCV quanto a do DENV sdo dependentes de RNA
e apresentam uma estrutura semelhante, foram realizados estudos de modo a testar a
atividade do andlogo R1479 contra o virus do dengue, explorando assim novas
aplicagdes do balapiravir. Os investigadores realizaram experiéncias com o proposito de
determinar a eficacia, tolerancia e seguranga do pré farmaco balapiravir em pacientes
adultos infetados pelo DENV. Os pacientes examinados receberam doses de 1500 mg e
3000 mg de balapiravir duas vezes por dia durante cinco dias. Apesar da molécula
R1479 ter expressado capacidade para diminuir a replicagdo do virus em células
humanas in vitro e ter sido segura e bem tolerada nos pacientes analisados, contudo, ndo
manifestou uma melhoria nos aspetos clinicos da infe¢do. A andlise dos resultados
sugere, assim, a necessidade de realizagdo de novos estudos que investiguem com mais
detalhe a aplicagdo do balapiravir como potencial agente contra o virus do dengue

(Nguyen et al., 2013).

8.3.2 Novas estratégias terapéuticas de uso antiviral

Apesar do forte avanco na descoberta de novas moléculas com potencial contra
o virus do dengue, muitos destes agentes ndo passaram dos estdgios de desenvolvimento
iniciais. O agente antiviral ideal deve contemplar caracteristicas que, por vezes,
representam um auténtico desafio. Estas moléculas devem possuir os seguintes aspetos,
serem seguras ¢ bem toleradas, especialmente em criangas, devem reduzir os sintomas
de forma répida e eficaz, devem atuar contra os quatro serétipos e serem, de preferéncia,
administradas oralmente (Lim et al., 2013).

A entrada do virus nas células hospedeiras via recetores moleculares, é o passo
essencial para a replicacao viral e, consequentemente, para a disseminagdo da infecao.
Como foi referido em capitulos anteriores, a proteina do involucro possui um papel
crucial na fusdo do DENV com os recetores celulares. Deste modo, uma melhor

compreensdo deste mecanismo e de todas as moléculas envolvidas contribuird para o
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desenvolvimento de novos agentes com propriedades antivirais. Os estudos recentes
relativos a particulas do hospedeiro envolvidas na endocitose viral sdo uma abordagem
interessante, que pode solucionar as varias dificuldades no desenvolvimento de uma
cura para o dengue. Estudando as estruturas, propriedades e interagcdes dos hidratos de
carbono envolvidos, pode-se descobrir potenciais agentes inibidores da entrada do
DENV na célula hospedeira. Algumas moléculas derivadas de hidratos de carbono
manifestaran um cardcter inibidor da entrada do wvirus, particularmente
glicosaminoglicanos (GAG), glicoproteinas, glicoesfingolipidos e lectinas. Estas
particulas atuam nos principais processos da endocitose viral, ou seja, na absor¢ao e na
fusio do DENV (Hidari, Abe, & Suzuki, 2013). A figura 11 representa
esquematicamente a entrada do virus na célula e as moléculas envolvidas na inibi¢ao

deste processo.

. virus
absorcao

[ / recetor

—— . Glicosaminoglicanos
~w endocitose
fusao Sulfato de heparano
membranar Sulfato de condroitina
\ Lectinas do tipo C
replicacio viral DC-SIGN
CLECSA
\ Glicoesfingolipidos
traducio mLC4Cer
Outros
GRP78/Bip
CD14

Figura 11. Via de entrada do virus na célula hospedeira, com representagdo dos recetores celulares
envolvidos. Estes recetores poderdo ser os alvos no desenvolvimento de agentes antivirais. (Adaptado de:

Hidari ef al., 2013).

Os inibidores da absor¢do viral, possuem um elevado potencial no
desenvolvimento de agentes anti-DENV, podendo ser usados concomitantemente com
outros agentes terapéuticos. Para além da inibicdo da entrada do virus na célula
hospedeira, pode explorar-se também o mecanismo de fusdo como alvo possivel para os
agentes antivirais (Hidari et al., 2013).

Atualmente, tém sido pesquisadas novas abordagens para o desenvolvimento de

terapéuticas antivirais. Estas estratégias baseiam-se em dois aspectos principais, na
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inibi¢do de alvos do virus e na inibi¢do de alvos do hospedeiro. Os alvos da inibi¢ao
viral incluem, a entrada do virus na célula focando-se na por¢ao na glicoproteina do
involucro, a glicoproteina da capside, as glicoproteinas ndo estruturais, a protease, a
helicase, a metiltransferase, as polimerases, a traducao viral e a glucosidade celular. Por
outro lado, a sintese da pirimidina, a sintese de colesterol e a glucosidase celular,
constituem os alvos de inibi¢ao no hospedeiro (Lim et al., 2013).

Um composto inibidor da alfa glucosidase celular, o celgosivir, encontra-se em

avaliagdo clinica, porém, a sua poténcia ainda ¢ desconhecida (Lim et al., 2013).

8.4 Vacinas

Em 1945, foi composta a primeira vacina com potencial contra o virus do
dengue. Para a produ¢do desta vacina, os investigadores Sabin e Schlesinger utilizaram
as estirpes atenuadas do serotipo DENV-1, de origem havaiana, inoculadas a partir de
cérebros de ratos infetados pelo virus. Desde entdo, t€ém sido alcancados vérios
progressos na producao de vacinas (Edelman, 2007).

O aparecimento de mutacdes no RNA do virido constitui um mecanismo de
evolucdo que lhe permite evitar a resposta imune fazendo com que o virus do dengue se
torne mais flexivel, resistente e adaptado ao meio circundante. Posto isto, o
desenvolvimento de estratégias antivirais e de vacinas ¢ dificultado, ndo havendo até a
data nenhuma vacina disponivel contra o0 DENV (Faheem et al., 2011). Uma melhor
compreensdo da patogénese viral e dos mecanismos associados & evasdo do virus ao
sistema imunitério inato e adaptativo, pode conduzir ao desenvolvimento de potenciais
compostos antivirais (Yossef et al., 2012).

A producdo de uma vacina contra o dengue tem apresentado diversas
dificuldades, em parte devido ha existéncia de quatro subtipos do virus, cada um dos
quais com genotipos e glicoproteinas virais ligeiramente diferentes. A doenca
hemorragica fatal deriva de uma infe¢do secundaria por um seroétipo diferente daquele
que causou a infe¢do passada. Os anticorpos € a imunidade adquirida, a partir da
primeira infe¢do, aparecem subsequentemente, promovendo a infe¢do pelo segundo
subtipo, em vez de fornecer uma imunidade total para todos os serdtipos do virus. Posto
isto, verifica-se que uma vacina efetiva terd que estimular anticorpos contra os quatro
tipos de uma s6 vez, o que representa um desafio (Goodsell, 2008).

Um dos motivos para o pouco progresso alcangado até a data, deve-se a

dificuldade em encontrar um hospedeiro vidvel para a experimentagdo in vitro € in vivo
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dos preparados virais. Mesmo os primatas geneticamente semelhantes aos humanos,
apo6s inoculacao pelo DENV, ndo apresentam manifestacoes da doenca, desenvolvendo
apenas uma virémia moderada. Deste modo, a andlise das potenciais vacinas ¢é
dificultada (Rico-Hesse, 2007).

Existem muitos estudos direcionados para o dominio III da glicoproteina viral E,
nomeadamente no estabelecimento de epitopos neutralizantes contra este dominio. O
propodsito disto ¢ criar uma vacina efetiva e produzir anticorpos monoclonais com
potencial terapéutico. Foi desenvolvido um anticorpo monoclonal designado de 4E11,
com atividade neutralizante e com capacidade de ligacdo ao dominio III do DENV-1.
De modo a determinar a atividade neutralizante, t€m vindo a ser estudados os epitopos
dos anticorpos contra os quatro serotipos do virus do dengue. A identificacdo destes
epitopos nos quatro serdtipos proporcionard o desenvolvimento de estratégias de
avaliacdo da efetividade de potenciais vacinas tetravalentes (Clyde et al., 2006).

A vacina ideal terd de contemplar varios aspectos, isto ¢, terd que conferir
imunidade permanente contra os quatro serotipos do virus, ndo apresentar reatividade,
ndo ser toxica e ser economicamente acessivel (Guzman et al., 2010).

Existem varios laboratdrios envolvidos na criagdo de vacinas seguras e eficazes
contra o virus do dengue, incluindo vacinas proteicas, vacinas vivas atenuadas, vacinas
inativadas, vacinas de DNA recombinante e ainda vacinas constituidas por particulas
virais. De modo a contornar o fenomeno ADE, pretende-se desenvolver vacinas
tetravalentes que possuam como propdsito proteger contra todos o0s serdtipos
simultaneamente, de modo a evitar e contornar a formag¢do de complexos reativos.
Assim com as vacinas vivas atenuadas, as vacinas de DNA recombinante e as vacinas
de particulas virais estimulam os dois tipos de imunidade, humoral e celular, a

imunidade permanente est ligada a este tipo de vacinas (Faheem et al., 2011).

8.4.1 Vacinas vivas atenuadas

As vacinas vivas atenuadas sdo um tipo de vacina bastante vantajoso, pois nao
requerem inoculagdes multiplas, sdo mais econdmicas ¢ induzem a resposta do
complexo de histocompatibilidade major de tipo I (Edelman, 2007).

Nos ultimos anos tém sido alcangados fortes progressos neste ambito As vacinas
vivas atenuadas sdo as mais adiantadas no desenvolvimento e avaliacdo clinica, na

medida em que tém vindo a ser desenvolvidos ensaios clinicos de fase II e III com o
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intuito de avaliar a eficacia das formulagdes produzidas (Durbin & Whitehead, 2010;
Simmons et al., 2012).

Encabecando a lista das vacinas candidatas, encontra-se a ChimeriVax,
desenvolvida pelos laboratérios Sanofi Pasteur/Acambis. Esta vacina tetravalente ¢
composta por estirpes atenuadas da vacina da febre amarela 17D (YF-VAX), que
expoem as glicoproteinas virais prM e E. Na elaboragdo da vacina, susbtituiram-se os
genes codificantes das proteinas prM e E, da YF-VAX, por proteinas do invélucro de
outros flavivirus, inclusivé do proprio virus do dengue. A ChimeriVax apresentou
resultados favoraveis relativamente a tolerancia, reatividade, seroconversio e
imunogenicidade (Edelman, 2007; Simmons ef al., 2012).

Outra vacina candidata, foi desenvolvida pelo Walter Reed Army Institute of
Reseach (WRAIR) em parceria com a GlaxoSmithKline (GSK). Esta vacina viva
tetravalente ¢ composta por estirpes dos quatro serdtipos de DENV, que foram
atenuados através de cultura em passagem de células de rim de cdo (Thomas et al.,
2013). Em resultado de ensaios clinicos de fase I e II, realizados em adultos e
posteriormente em criangas, esta formulacdo demonstrou ser segura, bem tolerada e
apresentou propriedades imunogénicas contra os quatro serdtipos do DENV (Sun et al.,
2009). Para além desta formulagdo, a parceria WRAIR-GSK desenvolveu uma nova
candidata, derivada da anterior. Esta formulacao foi preparada através do mesmo
processo de producdo, contudo, utilizando uma cultura celular e um estabilizante
diferentes. Os ensaios de fase II, realizados em adultos, revelaram um perfil satisfatorio,
com seguranc¢a e imunogenicidade favoraveis, porém, devem ser efetuados mais estudos
a larga escala, de modo a avaliar a capacidade desta vacina (Thomas et al., 2013).

De modo a desenvolver uma vacina viva utilizando um método de atenuacao
diferente, o Laboratory of Infectious Diseases utilizou um clone de DNA complementar
do DENV-4, contendo uma dele¢do na regido ndo codificante 3°. Esta delecdo,
designada de A30, constitui uma evolucao genética, contribuindo para a criagao de virus
com propriedades quiméricas e possuindo os genes das proteinas E e prM dos outros
serdtipos. Apods avaliacdo clinica desta candidata monovalente, em voluntarios adultos,
o virus contendo a mutacao (rDEN4A30), apresentou um perfil estavel, seguro, bem

tolerado e muito imunogénico (Durbin & Whitehead, 2010; Edelman, 2007).
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Capitulo 9 — Conclusio

A presente dissertacdo, constitui uma revisdo bibliografica que compila
informagdo atualizada, permitindo uma maior compreensao acerca do virus do dengue,
suas causas e consequéncias a nivel global.

Ao longo dos ultimos anos, a doenga causada pelo DENV tem vindo a registar
um acréscimo dramatico, tendo-se tornado uma preocupacdo para a saude publica
mundial e acarretando elevadas perdas sociais e econdmicas. Além de pouco progresso
no desenvolvimento de vacinas e agentes antivirais, o surgimento de resisténcia a
inseticidas em populagdes de mosquitos, a falta geral de apoio aos programas de
controlo do vetor e o aumento global no trafego aéreo, contribuem para o acréscimo na
frequéncia e prevaléncia das arboviroses, e em especial, do dengue.

Os progressos alcangados na caracterizagdo do DENV, contribuiram para uma
melhor compreensdo da sua estrutura, ciclo de replicacdo e patogénese, o que constitui
uma grande vantagem. Todavia, muito ainda se desconhece no que diz respeito a
interagdo dos fatores virais e do hospedeiro, que levam ao desenvolvimento da infe¢ao.
Como o DENV possui uma maquinaria genética que lhe permite evadir do sistema
imunitario, uma melhor investigacdo nesta area contribuiria para a criagao de agentes
com potencial antiviral, atuando neste mecanismo defensivo do virus.

O padrao de transmissdo do DENV depende da interagdo de varios parametros,
incluindo a dinamica de multiplicagdo do virus, a ecologia, o comportamento dos
vetores € a resposta imunitaria dos hospedeiros humanos. Os artrépodes transmissores
da infecdo possuem como habitat preferencial, regides tropicais e subtropicais, com um
clima favoravel a sua reproducdo, porém, encontram-se disseminados um pouco por
todo o globo. As zonas aquiferas, aguas estagnadas e pneus, contituem os focos
reprodutivos mais comuns destas espécies. Como estes fatores podem criar condigdes
favoraveis para a distribui¢do e sobrevivéncia do mosquito, o risco de arboviroses ¢
eminente. As epidemias ocorrem geralmente em estagdes quentes, himidas e chuvosas,
propicias a proliferagdo do vetor.

Apesar da implementacdo de inumeras medidas de controlo, quimicas e
biologicas, a erradicacdo dos mosquitos permanece um desafio dificil de alcangar,
principalmente em paises subdesenvolvidos. Nestas areas, as estratégias nem sempre
conseguem ser postas em pratica, tal devendo-se aos escassos recursos humanos e

financeiros, ou a sobrepopulagdo destas regides, o que torna dificil passar a mensagem.
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Assim sendo, devem aplicar-se medidas interventivas que visem a cooperagdo das
populagdes, permitindo o controlo dos vetores e erradicagdo dos seus focos
reprodutivos.

A crescente globalizagdo, consequente do elevado numero de viajantes, faz com
que aumente a propagacao do virus do dengue para paises outrora ndo afetados,
tornando-se endémicos.

Nos paises onde o virus ndo ¢ endémico, ¢ essencial uma boa compreensdo das
caracteristicas clinicas da doenca, com o objetivo de realizar um diagnostico preciso.
Em areas urbanas, a avaliagdo clinica aliada a utilizagdo de kits rapidos de diagnostico
permite uma atuagdo mais célere, o que contribui para a minimizacao das consequéncias
associadas a infecdo. No entanto, em regides rurais onde tal nem sempre € possivel, e
ndo existindo laboratérios disponiveis, a identificagdo dos casos por parte de pessoal
experiente e qualificado ¢ essencial.

Um entendimento das manifestagdes clinicas da infe¢do, aliado a um diagndstico
comprovativo sao parametros que contribuem para a gestdo da doenca e rapida atuacao.
A abordagem terapéutica utilizada correntemente € a terapia de suporte € monitorizacao
dos fluidos corporais. Se implementada durante a fase inicial da infecdo, esta terapéutica
de suporte, permite a redugdo dos niveis virais podendo prevenir ou atenuar o
desenvolvimento dos sindromes mais severos como a febre hemorragica e o sindrome
de choque.

A pesquisa de novas estratégias antivirais, em concomitincia com a
implementagdo de medidas de controlo do vetor, constituem a abordagem mais efetiva
na prevencdo da transmissdo do virus e reducdo da morbilidade e mortalidade
associadas a infecdo. O sucesso destas terapéuticas depende de certos fatores, tais como
a distribui¢do dos fairmacos, a formac¢do dos metabolitos ativos e a liga¢do as proteinas
plasmaticas. Os agentes deverdo atuar o mais rapidamente possivel, ser seguros, bem
tolerados e manifestar eficacia contra os quatro serotipos do DENV .

Em suma, o esfor¢o continuo dos ultimos anos vai conduzir a descoberta de uma
cura num futuro préximo. Contudo, até que seja obtido o desenvolvimento definitivo de
uma vacina eficaz contra o virus do dengue, a prevengdo deve focar-se na
implementagdo de estratégias que contribuam para a redu¢do do impacto da infegdo para

a saude.
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