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Resumo

A infecdo por virus dengue consiste numa arbovirose categorizada como uma
das principais responsaveis pela morbilidade e mortalidade constatadas nas regides
tropicais e subtropicais, especialmente nos paises pertencentes a Asia e a América

Central e do Sul.

A disseminacao dos vetores e do virus tem acrescido nos ultimos anos devido a
varias condigdes como alteracdes climaticas, aumento de viagens para paises
endémicos e urbanizacdo. Varias medidas t€m sido efetuadas no &mbito da mitigacao
de ambos os fatores, como a implementa¢do de técnicas de controlo quimico e
biologico para os mosquitos e recentemente a vacinagdo contra o virus, existente em
varios paises endémicos. Contudo, devido ao uso excessivo de métodos quimicos nos
mosquitos e a inexisténcia de agentes antivirais, tem-se pesquisado e desenvolvido

estratégias alternativas, nomeadamente a utilizacao de plantas medicinais.

A fitoterapia constitui uma area que combina conhecimento tradicional com
métodos de pesquisa e desenvolvimento fitoquimico, com o intuito da criagdo de
novas abordagens terapéuticas e profilaticas. Plantas medicinais como Cissampelos
pareira Linn compreende atividades farmacoldgicas muito distintas, desde acdo
analgésica e antipirética até antivirica. O progresso cientifico alcancado nesta area

pode criar uma cura para esta patologia.

Palavras chave: Virus dengue; Fitoterapia; Cissampelos pareira Linn; Cura






Abstract

Dengue virus infection consists in an arbovirosis categorized as one of the
main causes of morbility and mortality found in tropical and sub tropical regions,

especially in countries belonging to Asia and Central and South America.

The dissemination of the vectors and the virus has increased in last years due to
several conditions, as climate changes, rising of travels to endemic countries and
urbanization. Several mesures have been taken in the context of mitigation of both
factors, as the implementation of chemical and biological controls for the mosquitoes
and recently the vaccination against the virus, which existis in several endemic
countries. However, due to the excessive use of chemical methods in the mosquitoes
and in the absence of antiviral agents, it has been researched and developed alternative

strategies, namely the use of medicinal plants.

Phytotherapy constitutes an area that combines tradicional knowledge with
phytochemical research and development methods, in order to create new therapeutic
and prophylactic approaches. Medicinal plants, as Cissampelos pareira Linn comprise
distinct pharmacological activities, from analgesic and antipyretic to antiviral actions,
required for the treatment and prevention of the infection. The scientific progress

achieved in this area can create a cure for this pathology.

Keywords: Dengue virus; Phytotherapy; Cissampelos pareira Linn; Cure
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1. INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

As doengas tropicais negligenciadas (NTD) consistem num grupo de infegoes
de origem bacteriana, parasitaria, viral e fungica prevalente em paises
subdesenvolvidos de regides tropicais e subtropicais em situacao de pobreza eminente.
Nestes paises, as NTD contribuem nao sé para a degradagao do estado de satde dos
individuos infetados, como também para a precariedade socioecondémica do pais em
causa, visto que ao impedir que as pessoas exercam uma determinada profissdo,
verifica-se um decréscimo do seu rendimento econdémico e, por consequéncia, hd uma

perpetuagdo do ciclo de pobreza (Mitra & Mawson, 2017).

De entre as varias NTD, vinte no seu conjunto, com um custo para os sistemas de
satde avaliado em mais de 7 mil milhdes de euros e cuja carga global da doenga esta
quantificada em 25,5 anos de vida saudavel perdidos por cada 100.000 habitantes,
destaca-se a infecdo por virus dengue, que € transmitida por mosquitos do género
Aedes. Das espécies deste género destacam-se as espécies Aedes (Stegomyia) aegypti e
Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse) por serem as principais responsaveis pela
proliferagdo do virus (Katzelnick, Coloma, & Harris, 2017; Mitra & Mawson, 2017,
Summers, 2016).

Apesar do virus dengue ser caracteristico de regides tropicais e subtropicais,
que apresentam ambientes propicios a sua disseminagao, constatou-se que também foi
responsavel por surtos recentes que ocorreram em areas ndo endémicas, como nos
Estados Unidos da América e nalguns paises da Europa, nomeadamente Portugal.
Acredita-se que tal tenha acontecido devido, principalmente, a viajantes oriundos dos
paises endémicos e as alteragcdes climaticas registadas nas ultimas décadas que tém

permitido a expansao dos vetores (Domanovic et al., 2012; Katzelnick et al., 2017).

Assim, devido a pertinéncia de controlar a incidéncia, distribuicdo e impacto
clinico a nivel mundial, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estabeleceu vérias
metas para 2020. Essas metas consistem na redu¢do da mortalidade e da morbilidade
para no minimo, 50% e 25%, respetivamente, nos paises endémicos. De forma a
concretizar estes objetivos, diversos esforcos tém sido feitos como por exemplo:
criacdo de novos métodos de controlo vetorial, educa¢do da populagdo, licenciamento
da primeira vacina tetravalente contra o virus entre outros (Pang, Mak, & Gubler,

2017; Summers, 2016; World Health Organization, 2012).
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Nao obstante a existéncia de mecanismos de preveng¢ao e controlo, o
desenvolvimento de um tratamento antiviral eficaz continua a ser uma das prioridades

da OMS (Da Silveira Oliveira et al., 2017).

Uma das abordagens utilizadas para a resolugdo desta questdo consiste na
utilizacao de plantas medicinais, dado que sdo, por exemplo, uma fonte de inimeras
substancias com atividade terapéutica e que podem ser produzidas por culturas
biotecnoldgicas. Conforme estudos efetuados pela OMS, 80% da populagdo de alguns
paises asiaticos e africanos depende exclusivamente da medicina tradicional como
cuidado de saude primario, demonstrando a importancia do conhecimento
etnobotanico, nomeadamente no tratamento antivirico (Abd Kadir, Yaakob, &

Zulkifli, 2013; Da Silveira Oliveira ef al., 2017).

Em relagdo ao controlo dos mosquitos, a maioria das substancias usadas
baseiam-se em organofosfatos e reguladores do crescimento dos artropodes, como
diflubenzuron e metopreno. Estes compostos sdo responsaveis pela aquisicdo de
resisténcia por parte de A. aegypti. Por este motivo, torna-se necessario investir em
compostos que ndo sejam nocivos para o ambiente, como substancias biocidas a base

de plantas (Rocha et al., 2015).

Deste modo, a investigagdo e desenvolvimento de substancias antiviricas e
inseticidas ndo nocivas para o Homem e sem risco ambiental ¢ de extrema importancia
para mitigar o risco de transmissdo do virus (Abd Kadir et al., 2013; Rocha et al.,

2015).

Para a concretizagdo da seguinte monografia recorreu-se as seguintes bases de
dados: PubMED, Google Académico, Organizacdo Mundial de Saude, Centers for
Disease Control and Prevention, Lens.org, Organizacdo Mundial de Propriedade
Intelectual, ResearchGate, MDPI, American Society for Microbiology, Science Direct,
The Lancet, entre outras. De forma a realizar uma pesquisa mais orientada, foram
selecionadas algumas palavras chave em Inglés, como as seguintes apresentadas:
“dengue”, “dengue epidemiology”, “dengue vectors”, “dengue treatment”,” dengue
diagnosis”, “prevention of dengue” e “dengue phytotherapy”. A pesquisa,
levantamento e selecdo de informagdo sobre o tema proposto efetuou-se no periodo

decorrido entre agosto de 2017 e fevereiro de 2018.
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2. EPIDEMIOLOGIA

2. EPIDEMIOLOGIA

Atualmente, a doenga provocada por dengue consiste na arbovirose mais
prevalente no Homem e de mais rapida disseminagdo, onde nos ultimos 50 anos a
incidéncia aumentou cerca de 30 vezes (Katzelnick et al., 2017; Pang et al., 2017). De
acordo com Bhatt er al. (2013), estima-se que 3,6 bilides de habitantes estdo
potencialmente expostos a transmissdo da infecdo pelo virus dengue, e com um
nimero estimado de 390 milhdes de individuos infetados, dos quais 96 milhdes
apresentam manifestagdes clinicas (Bhatt et al., 2013). A OMS estima ainda que
500.000 individuos por ano sdo hospitalizados com FHD e SCD, dos quais 12.500
(2,5%) representam obitos (WHO, 2017).

A doenga ¢ endémica em mais de 100 paises tropicais e subtropicais, pertencentes a
Africa, América Central e do Sul, Este Mediterranico, Sudeste Asiatico e Oeste do

Pacifico, representado na Figura 1 (WHO, s.d.a).

Figura 1: Extensdo geografica dos paises de maior risco de transmissdo do virus dengue. As linhas de
contorno preto dos isotermos de janeiro e julho indicam os limites geograficos dos hemisférios norte e
sul, respetivamente, para o mosquito A. aegypti. O gradiente de temperatura, representado entre as duas

linhas de contorno, dos dois isotermos ¢ de 10°C. (Adaptado de: Guzman & Harris, 2015)

De todas as regides endémicas, o Oeste do Pacifico, Sudeste Asiatico e
América Central e do Sul, consistem nas areas de maior risco de transmissao do virus

dengue (Guo et al., 2017).

A titulo de exemplo, em 2016, segundo a OMS, s6 na América Central e do Sul foram

reportados 2,38 milhdes de casos de infecdo por dengue, onde apenas o Brasil
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contribuiu aproximadamente em 1,5 milhdoes de casos. No Oeste do Pacifico
descreveram-se mais do que 375.000 ocorréncias, das quais 176.411 pertencem as
Filipinas, enquanto no Sudeste Asiatico, unicamente na Malésia, houve 100.028

incidéncias (WHO, 2017).

O celevado risco de transmissdo deve-se ao facto destas regides serem
endémicas assim como hiperendémicas, isto €, onde co circulam varios serotipos,
podendo provocar reinfe¢cdes por dengue e agravar a sintomatologia dos episodios

(Esteves & Parreira, 2014).
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3. VIRUS DENGUE

3. VIRUS DENGUE

O virus dengue (DENV) ¢é membro da familia Flaviviridae ¢ do género
Flavivirus. O género Flavivirus inclui outros virus igualmente importantes,
encontrados em muitas partes do mundo, como ¢ o caso do virus Zika, virus da febre
amarela, virus da encefalite japonesa e do virus do Oeste do Nilo (Centers for Disease

Control and Prevention, 2014).

3.1 Serotipos

O virus dengue ¢ constituido por cinco serotipos, DENV 1-5. Cerca de 60% do
genoma ¢ semelhante entre os primeiros 4 serotipos. Dentro de cada serotipo existe
ainda variabilidade genética, isto €, um subtipo pode ser subclassificado em diferentes
gendtipos, com distribuigdes geograficas distintas. Porém, a diferenciacdo em varios
grupos filogenéticos ¢ aplicavel apenas aos serotipos 1-4, uma vez que para o DENV-5
ainda ndo existe informacdo detalhada acerca da sua sequéncia gendomica (Dwivedi,

Tripathi, Tripathi, Bharadwaj & Mishra, 2017; Wang et al., 2015).

3.1.1 DENV-1

Segundo a classificagdo filogenética que se baseia nas sequéncias de
nucleotidos, o DENV-1 ¢ constituido por seis genotipos. O genétipo I ¢ composto por
estirpes oriundas do Sudeste Asiatico, China e Africa Ocidental; o genétipo II, com
estirpes da Tailandia; o genotipo III, que abrange linhagens selvagens e endémicas
derivadas da Malasia; o gendtipo IV, representado por estirpes da Australia e Ilhas do
Oeste do Pacifico; e o genétipo V, que compreende todas as estirpes do continente
africano, estirpes da Africa Ocidental e algumas estirpes da Asia (Pyke et al., 2016;
Weaver & Vasilakis, 2009).
Mais recentemente observou-se a existéncia de um novo genétipo (VI), originario do
Brunei, Asia. Esta estirpe selvagem demonstra ser a mais diferenciada de todos os
gendtipos para o serotipo 1, divergindo nas sequéncias nucleotidicas da regido
codificante do genoma em 17,9%, ao passo que os restantes genétipos se diferenciam
em 6% (Pyke ef al., 2016; Weaver & Vasilakis, 2009). Obteve-se também resultados
idénticos para o gene que codifica para a proteina do invélucro lipidico, que ¢
responsavel pela entrada do virus na célula hospedeira. Ao mesmo tempo, a anélise

filogenética demostrou que o gendtipo VI divergiu do ancestral comum do DENV-1

17



INFECAO POR VIRUS DENGUE: FITOTERAPIA COMO TRATAMENTO E PROFILAXIA

ha 315 anos, ao contrario dos outros gendtipos, que se diferenciaram hd 120 anos

(Pyke et al., 2016).

Este serotipo foi responsavel pelo surto de dengue ocorrido no Arquipélago da
Madeira em 2012. O DENV-1 ¢ prevalente em estados membros da Comunidade dos
Paises da Lingua Portuguesa, como Brasil, Cabo Verde e Angola, € como nestes paises
o fluxo imigratério para Portugal é elevado, subsiste a preocupagdo de contrair

possiveis infecdes (Alves et al., 2013; Domanovic et al., 2012).

3.1.2 DENV-2

Através da sequenciagdo do gene que codifica para a proteina do involucro
lipidico, em termos filogenéticos 0 DENV-2 é composto por seis genotipos.
O primeiro genotipo ¢ denominado por genétipo asiatico I, que é constituido por
estirpes da Maldsia, Tailandia, Camboja, Myanmar, Vietname e Australia. O segundo
genodtipo designa-se por genotipo asiatico II, que representa estirpes da China,
Indonésia, Filipinas, Taiwan, Sri Lanka, India, Honduras e México. O terceiro
gendtipo chama-se gendtipo do sudeste asidtico/americano ¢ abrange todas as
estirpes isoladas do Sudeste Asiatico e estirpes da América Central, do Sul e Caraibas.
O quarto gendtipo ¢ intitulado de gendtipo cosmopolita e apresenta estirpes com uma
distribuicdo geografica mais ampla, incluindo Australia, Africa Oriental e Ocidental,
Ilhas do Pacifico e do Indico, india e Médio Oriente. O quinto gendtipo designa-se de
genotipo americano e ¢ representado por estirpes da América Central e do Sul e
estirpes ancestrais da India e das Ilhas do Pacifico. Por ultimo o sexto gendtipo é
considerado como o genoétipo indigena e compreende isolados derivados dos ciclos
entre humanos, mosquitos e primatas na Africa Ocidental e Sudeste Asiatico (Chen &

Vasilakis, 2011).

3.1.3 DENV-3

Em conformidade com estudos filogenéticos estdo descritos cinco genotipos
para o DENV-3. O genétipo I possui estirpes oriundas da Indonésia, Malasia,
Filipinas e Ilhas do Sul do Pacifico. O genotipo Il representa estirpes derivadas da
Tailandia, Bangladesh, Malé4sia, Myanmar, Vietname e Camboja. O genétipo III ¢
constituido por isolados do Sri Lanka, India, Samoa, Africa e de todo o continente
americano. O gendtipo IV compreende estirpes com origem de Porto Rico. Por fim, o

genotipo V que abrange isolados das Filipinas, Japao e China (Araujo, Bello,
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Schatzmayr, Santos, & Nogueira, 2009; Virus Pathogen Database and Analysis
Resource, 2017).

3.1.4 DENV-4

De todos os serotipos descritos, o serotipo 4 ¢ o que apresenta menos
genotipos, quatro no total. O gendtipo I ¢ constituido por estirpes das Filipinas,
Tailandia, Vietname, Myanmar, Malasia, Sri Lanka e India, bem como casos
importados da China, Japdo e Brasil. O genétipo II ¢ composto por estirpes da
Indonésia, Malésia, Singapura, China, Australia, Ilhas do Oeste do Pacifico, América
Central e do Sul e Caraibas, encontrando-se bem disseminado nestas duas ultimas
areas, desde a sua introdugdo nos anos 80. O genétipo III ¢ representado por estirpes
derivadas da Tailandia, diferentes de todos os outros isolados tailandeses. E finalmente
o gendtipo IV, que inclui as trés linhagens selvagens oriundas da Malésia. Estas
linhagens selvagens representam o gendtipo ancestral, na medida em que sdo
geneticamente diferenciadas dos restantes genotipos (I-II1), que integram o ciclo de
transmissdo endémico, e constituem a fundagdo para a divergéncia nos quatro

genoétipos (Chen & Vasilakis, 2011).

3.1.5 DENV-5

Em outubro de 2013, o DENV-5 foi identificado a partir de uma amostra de
sangue colectada de um agricultor aquando de um surto de dengue na regido de
Sarawak, Malasia, em 2007. Atualmente desconhece-se a sua existéncia noutras

regides do globo (Mustafa, Rasotgi, Jain, & Gupta, 2015).
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3.2  Origem do virus dengue

A transmissio do DENV compreende dois ciclos distintos, ciclo
endémico/epidémico e ciclo zoodtico ou selvagem (Figura 2). No ciclo
endémico/epidémico, a transmissao sucede-se entre o Homem e os mosquitos das
espécies A. aegypti e A. albopictus, podendo também, em situagdes menos frequentes,
ser transmitido via transfusdo sanguinea, transplante ou placentaria. Pelo contrario, no
ciclo zoondtico ou selvagem, a transmissdo decorre entre os hospedeiros primatas e
outras espécies de vetores do género Aedes spp. que ndo as mencionadas anteriormente
(Guzman & Isturiz, 2010; Wang et al., 2000).

Em ambos os ciclos, os mosquitos fémea infetados podem transmitir o virus as
geracdes futuras por transmissdo vertical (TOT) (Figura 2). Este mecanismo
providencia uma possivel explicagdo de como o DENV subsiste na natureza na
auséncia de hospedeiros ou em condigdes adversas para a reproducdo e
desenvolvimento dos vetores. Todavia, desconhece-se o impacto deste fendomeno em
termos epidemioldgicos da doenga (Grunnill & Boots, 2016; Martins et al., 2012).

Nos territorios rurais das florestas tropicais do Sudeste Asiatico e de Africa
Ocidental, ou seja, na interface entre o ambiente selvagem e areas peridomésticas, que
contém uma densidade populacional de vetores transmissores do virus elevada, como
A. furcifer e A. albopictus (Figura 2), as estirpes selvagens do DENV podem ser
transmitidas as populacdes humanas. As areas circundantes destes locais da-se o nome

de “zonas de emergéncia” (Figura 2) (Chen & Vasilakis, 2011).
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Figura 2: Ciclos de transmissao do virus dengue. (Adaptado de: Vasilakis, Cardosa, Hanley, Holmes &

Weaver, 2011)

20



3. VIRUS DENGUE

A passagem das estirpes selvagens do DENV para o ciclo de transmissao

3

endémico ocorreu independente e repetidamente em vdarias “zonas de emergéncia”
isoladas antes da ocorréncia dos fenémenos de urbanizagdo, a partir da amplificagdo
intermitente em diferentes espécies de primatas. De acordo com analises filogenéticas,
a medida que se sucedeu o periodo de globalizagdao durante a expansao comercial dos
tropicos, os diferentes serotipos selvagens do virus foram disseminados para novas
regides, o que culminou com a substituicdo vetorial de mosquitos primatofilicos para
peridomésticos ¢ domésticos e com a exploracdo de novos recursos derivados das
florestas tropicais, que permitiu um aumento do contacto entre as linhagens selvagens
do virus e a populagdo humana (Chen & Vasilakis, 2011). Desta forma, as formas
epidémicas/endémicas do virus desenvolveram-se através de populagdes urbanas que
providenciaram condi¢des para a sustentabilidade da sua transmissdo (Wang et al.,
2000).

De modo a verificar se as estirpes selvagens necessitam de um processo de
adaptacdo para serem introduzidas no ciclo de transmissao epidémico, surgiram varios
estudos. Vasilakis et al. (2007) constatou que a replicacdo da estirpe selvagem de
DENV-2 em células dendriticas humanas era idéntica a infecdo pela estirpe endémica
correspondente, concluindo que a capacidade infecciosa era idéntica (p=0,21)
(Vasilakis et al., 2007). Outro estudo também realizado por Vasilakis et al. (2008)
comparou infecdes simultdneas provocadas por estirpes selvagens e endémicas de
DENV-2 em culturas celulares de carcinoma hepatico humanas (Huh-7), renais de
primatas (Vero) e de 4. albopictus (C6/36), onde constatou que nas células Huh-7 a
carga viral maxima das estirpes endémicas era significativamente superior em relagdo
a das estirpes selvagens (p=0,04), ao contrario das células Vero e C6/36, cujas cargas
virais eram semelhantes (p> 0,20) (Vasilakis et al., 2008). Assim, a emergéncia de
linhagens selvagens ¢ condicionada pela oportunidade em infetar diferentes
hospedeiros e nao pela sua adaptacdao, podendo emergir para o ciclo de transmissao

endémico (Mayer, Tesh, & Vasilakis, 2016).

Para demonstrar a divergéncia entre as estirpes selvagens e as endémicas,
Wang et al. (2000) sequenciou o gene que codifica para a proteina do invélucro
lipidico, tendo utilizado como amostras isolados de estirpes selvagens e endémicas de
trés serotipos do virus dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-4) da Malasia e de

estirpes selvagens de DENV-2 da Africa Ocidental. O ultimo isolado foi previamente
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analisado por Rico-Hesse (1990) usando outras regides do genoma do virus. Por
analise filogenética, conclui-se que os isolados das linhagens selvagens asidticas e
africanas eram geneticamente dispares em relacdo aos isolados das linhagens
epidémicas. Tal como determinado por Rico-Hesse (1990), as estirpes selvagens do
DENV-2 diferem em 19% nas sequéncias nucleotidicas quando comparadas com
estirpes endémicas. Os isolados de DENV-1, DENV-2 e DENV-4 derivados da
linhagem indigena asiatica também demonstraram ser diferentes em relacdo aos
respetivos isolados endémicos e aos isolados selvagens africanos. As estirpes
selvagens de DENV-2 da Malésia divergem das linhagens epidémicas em 17% nas
sequéncias nucleotidicas, enquanto os isolados de DENV-1 ¢ DENV-4 diferenciam em
7% e 14%, respetivamente. Apesar de o serotipo 3 ndo ter sido isolado durante o
estudo, foram detetados anticorpos em amostras serologicas de hospedeiros primatas
da Malasia, sendo um indicio de que possa existir um ciclo selvagem de DENV-3

(Rico-Hesse, 1990; Wang et al., 2000).

Relativamente ao quinto serotipo do DENV, o diagnostico inicial no agricultor
indicava que a infe¢do tinha sido provocada por uma estirpe selvagem de DENV-4.
Contudo, verificou-se que era filogeneticamente diferente das trés estirpes selvagens
de DENV-4 conhecidas e que partilhava algumas semelhancas com DENV-2. Ao
inocular a amostra em estudo em hospedeiros primatas que tinham sido previamente
infetados com os quatro serotipos, constatou-se que os anticorpos produzidos eram
significativamente distintos, concluindo que a amostra em estudo continha um novo
serotipo e nao uma variante do serotipo 4. A sua origem pode ser justificada pelo facto
de o genoma do virus ser susceptivel a mutacdes, com o acréscimo da eventualidade
de recombinacdes intramoleculares e consequente diferenciacdo das proteinas do
involucro. Hoje em dia sabe-se que o DENV-5 ¢ transmitido ao nivel do ciclo
selvagem e das “zonas de emergéncia” e que segundo analises filogenéticas, o DENV-
5 € geneticamente analogo aos outros serotipos, indicando que todos os serotipos

evoluiram a partir de ancestrais comuns (Mustafa ef al., 2015).

Desta forma, a maior variedade de estirpes primitivas selvagens na Malasia em
relagdo as de Africa indica que o antepassado de todos os serotipos do DENV emergiu
na regido asiatica, evoluindo ao longo do tempo para os cinco serotipos atualmente

descritos (Mustafa ef al., 2015; Weaver & Vasilakis, 2009).
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3.3  Estrutura e genoma

O virus encontra-se delimitado numa estrutura esférica com um didmetro entre
40 a 50 nm, sendo formado por uma nucleocapside disposta num arranjo icosaédrico e
envolvida externamente por um involucro lipidico (Guzman et al., 2010). Dentro da
nucleocapside reside o genoma do virus, que consiste numa molécula de ARN de
cadeia simples e polaridade positiva com 11000 pb de comprimento, uma estrutura 5’-
cap e nao apresenta cauda poli-A na extremidade 3’ (Esteves & Parreira, 2014).

Contém uma unica fase de leitura aberta, open reading frame, (ORF), que ¢
traduzida num polipéptido-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5- que
vai ser subsequentemente clivado por proteases celulares e serinas virais em trés
proteinas estruturais- proteina da cépside (C), proteina precursora da membrana (prM),
que ¢ posteriormente clivada por proteases celulares na proteina da membrana (M), e
proteina do invélucro lipidico (E) - e sete proteinas ndo estruturais-
NS1,NS2A,NS2B,NS3,NS4A,NS4B e NS5 (Esteves & Parreira, 2014; Klema,
Padmanabhan, & Choi, 2015). A Figura 3 representa esquematicamente a constituicao
de uma particula do virus dengue, apresentando as proteinas estruturais (M, E, C) e a

molécula de ARN genomico.

ARN wiral

Figura 3: Estrutura de uma particula do virus dengue. A proteina do involucro lipidico (E) encontra-se
representada a azul-escuro; a proteina da membrana (M) a azul-claro e a proteina da céapside (C) a cor

de laranja, que cobre o genoma de ARN (a vermelho). (Adaptado de: Angel & Valle, 2013)

A ORF encontra-se restringida por regides ndo traduzidas nas porcdes
terminais 5° e 3’, que constituem estruturas secundarias necessarias para a iniciagao da
tradugdo e replicagao do genoma viral. A extremidade 5’ € essencial para a replicagao
viral e sintese proteica e ¢ metilada, particularidade do DENV. A regido nao traduzida
3’°, para além da replicagdo viral, ¢ responsavel pelo tropismo virus/célula hospedeira,

viruléncia e patogenicidade do virus (Faheem et al., 2011). A Figura 4 ilustra um
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esquema representativo do genoma do virus dengue, apresentando as dez proteinas

virais e as regides ndo traduzidas das extremidades 5’ e 3.

Figura 4: Esquema representativo do genoma de ARN viral, constituido pelas proteinas estruturais (C,
prM,M e E) - e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢ NS5) e pelas regides ndo
traduzidas nas extremidades 5° (S’UTR) e 3’ (3°’UTR). (Adaptado de: Idrees & Ashfaq, 2012)

Para além de codificar proteinas virais, o genoma contém estruturas de ARN
que exercem fungdes fundamentais na regulagdo de varios processos do ciclo viral,
que atuam como promotores, potenciadores e redutores na transcri¢do, tradugdo,
replicacdo de ARN e encapsidag¢do. Sao ainda responsaveis por modular a resposta

antiviral do hospedeiro, estimulando-a ou reprimindo-a (Iglesias & Gamarnik, 2011).

3.4  Proteinas estruturais e niio estruturais

No reticulo endoplasmatico rugoso da célula hospedeira ocorre a traducdo da
regido ORF, processo pelo qual origina uma poliproteina de grandes dimensoes, que
por sua vez ¢ clivada na por¢ao N-terminal da cadeia, dando origem a varias proteinas
maduras. A mesma porc¢do codifica para as proteinas estruturais e ndo estruturais
anteriormente referidas (Iglesias & Gamarnik, 2011). As proteinas estruturais -C, M,
E-sdo glicoproteinas responsaveis pelas funcdes de revestimento do virus e pela
entrada na célula hospedeira, com posterior integragdo do ARN viral (Goodsell, 2008;

Guzman et al., 2010).
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A glicoproteina estrutural da cépside ¢ a primeira proteina do genoma viral a
ser codificada, e consiste numa proteina com carga positiva, com afinidade tanto para
membranas lipidicas como 4cidos nucleicos e que forma homodimeros em solugdo. A
sua estrutura monomérica consiste em quatro hélices-a, a; a o4, constituidas por 100
residuos de aminoacidos, dos quais 26 sdao basicos ¢ 3 sdo acidos. As duas interfaces
concebidas a partir do antiparalelismo entre as hélices o, € 04 de um mondmero e as
mesmas da cadeia polipeptidica limitrofe formam a superficie de contacto do
homodimero, enquanto as primeiras trés hélices de cada mondmero, o, a a3, constituem

o nucleo da glicoproteina da capside.

A regido o4-04° do homodimero, que ¢ constituida por residuos de aminoacidos com
carga positiva, ¢ responsavel pela manutengdo da estrutura da glicoproteina C e pela
interagdo com o genoma viral, a0 mesmo tempo que as regides apolares 0,-0> € 0,1-01°
contribuem para a interagdo com a membrana do reticulo endoplasmatico. Para além
disto, a porcdo N-terminal da glicoproteina C, que possui na sua constituicdo 8
residuos de Lisina ou Arginina, conferindo-lhe um caracter hidrofobo, também auxilia

na encapsidagdo do ARN genomico.

As copias da glicoproteina C formam uma cépside a volta do genoma viral, que
constitui a nucleocéapside viral, conferindo, desta forma, a estrutura esférica do DENV.
A nucleocapside, por sua vez, esta envolvida por uma membrana lipidica e 180 copias

da glicoproteina E, ligadas a superficie da membrana a partir de um segmento

transmembranar (Byk & Gamarnik, 2016; Goodsell, 2008).

O virus, na sua forma imatura, possui uma proteina designada prM, que ¢ um
precursor da glicoproteina M. A prM possui heterodimeros prM-E, que ao estarem
expostos ao pH acido existente no trans-Golgi da célula hospedeira, alteram a sua
conformacdo, permitindo que a protease do tipo furina clive a proteina prM glicosilada
no péptido pr e na glicoproteina M. O péptido pr mantém-se ligado a glicoproteina E
até a exocitose da particula viral madura, de forma a prevenir a fusdo do DENV no
trans-Golgi. A glicoproteina M, constituida por sete folhas-f antiparalelas
estabilizadas por pontes dissulfito, juntamente com a glicoproteina do involucro (E),
constituem o involucro viral e atuam na formacdo das particulas virais do DENV

(Cruz-Oliveira et al., 2015; Dwivedi et al., 2017). O involucro lipidico ¢ fundamental
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para a protecao do genoma viral, na medida em que a estrutura da nucleocéapside, de
espessura fina, ¢ permeavel a ribonucleases. Ao mesmo tempo, o caracter protetor do
involucro permite que haja interacdo com a membrana da célula hospedeira aquando
da fusao viral (Henchal & Putnak, 1990).

A glicoproteina E consiste num homotrimero a superficie dos virides maduros,
e encontra-se nas particulas virais imaturas sob forma de heterodimeros prM-E
(Henchal & Putnak, 1990).
Cada monomero da glicoproteina ¢ constituido por trés folhas-f com trés dominios
distintos. O dominio I, localizado centralmente, possui uma fun¢ao estrutural, ao passo
que o dominio II intermedia a ligagdo entre o dominio estrutural I ¢ o dominio III,
responsavel pela ligacdo aos recetores celulares. O dominio II possui ainda uma regido
de dimerizagdo e um péptido de fusdo hidrofobico na extremidade distal. O dominio
IIT consiste numa folha-B de grandes dimensdes exposta na superficie do virus, que
comporta o local de ligacdo ao recetor da célula alvo (Back & Lundkvist, 2013; Clyde,
Kyle, & Harris, 2006; Cruz-Oliveira et al., 2015; Dwivedi et al., 2017; Faheem et al.,
2011). A Figura 5 ilustra a forma homodimérica da glicoproteina E, indicando a

localizagdo de cada dominio e do local de ligacdo a célula hospedeira.

Dominio IIT \l Dominio I
)

Local de ligacio do:
dominio ITT ao recetor
da célula hospedeira

Figura 5: Homodimero da glicoproteina E. O dominio I encontra-se retratado a vermelho; o dominio II
a amarelo; o dominio III a azul e o respetivo local de ligagdo ao recetor da célula hospedeira a verde.

(Adaptada de: Diamond & Pierson, 2015)

Esta glicoproteina ¢ responsavel por caracteristicas fundamentais do DENYV,
nomeadamente a ligacdo ao recetor membranar, hemaglutinacdo de eritrécitos e da
indugdo de anticorpos e da resposta imunitaria (Guzman et al., 2010). Dado que a

glicoproteina E contém os epitopos principais do virus dengue, ¢ contra ela que se vao
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produzir os anticorpos anti-DENV. De salientar que a glicosilagao do invdlucro varia
nos diferentes serotipos virais. Consequentemente, os anticorpos antiglicoproteina E

gerados por resposta imunologica serdo distintos consoante 0s serotipos.

Ainda assim, a promogao da ligagao entre o virus e a célula hospedeira via recetores
celulares, como o recetor ndo integrino captador da molécula de adesao intercelular 3
especifica das células dendriticas (DC-SIGN), constitui a principal func¢do desta

glicoproteina (Clyde et al., 2006; Faheem et al., 2011).

As proteinas ndo estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B ¢ NS5,
sdo expressas na célula hospedeira e atuam ao nivel de mecanismos de evasdo da
resposta imunitaria do hospedeiro e de replicagdio do ARN viral, auxiliando na

formagao de novos virus em associagdo com as proteinas da célula alvo (Sahili &

Lescar, 2017).

A primeira proteina ndo estrutural, NS1, ¢ uma glicoproteina que subsiste em
trés formas diferentes na célula hospedeira- mondémero, dimero ¢ hexamero. Esta
glicoproteina ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso sob forma de monémero
hidrofilico. Posteriormente, a NS1 ¢ encaminhada para o limen do reticulo
endoplasmatico via péptido sinal existente na por¢cdo C-terminal da proteina E, onde
por N-glicosila¢do a forma monomérica da NS1 ¢ convertida num dimero, sendo este
mais hidrofobico do que a estrutura precedente. Durante o processo de dimerizagdo,
devido a hidrofobicidade adquirida, o dimero adquire afinidade para com as cisternas

do reticulo endoplasmatico rugoso, ricas em lipidos.

O dimero de NSI, em conjunto com outras proteinas ndo estruturais, constitui o
complexo de replicacdo viral, a0 mesmo tempo que ¢ secretado para a membrana
plasmatica, podendo ainda fundir-se com o ftrans-Golgi, originando a forma
hexamérica, que se encontra no espaco extracelular da célula hospedeira. Para além da
replicacdo viral, o dimero também participa na ativacdo do sistema do complemento e
dos receptores Toll na superficie da célula alvo e nos endossomas formados aquando
da internalizacdo dos virides. O hexamero de NSI1 partilha as duas ultimas fungdes
descritas para o dimero, bem como estd associado a alteragdes da homeostasia do
sistema de coagulacdo humano, na medida em que a reacdo cruzada sucedida entre os

anticorpos anti-NS1 e componentes da matriz extracelular de células epiteliais dos
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vasos sanguineos (fibronectina, por exemplo), fatores de coagulacdo e trombocitos

resulta num quadro clinico de febre hemorragica (Rastogi, Sharma, & Singh, 2016).

A regido codificante NS2 ¢ traduzida em duas proteinas distintas, NS2A e
NS2B. A proteina NS2A ¢ uma proteina hidrofébica com cinco dominios
transmembranares que cobrem a bicamada lipidica da membrana do reticulo
endoplasmatico. Tal como a glicoproteina NSI, também pertence ao complexo de
replicagdo viral, sendo fundamental na replicagdo de ARN. Ao mesmo tempo, ¢ um
antagonista do interferdo por inibir o seu sistema de sinalizagdo. A NS2B atua como
cofator para a protease de serina NS2B-NS3, que ¢ responsavel pela regulagdo da

sintese do polipéptido (Dwivedi et al., 2017; Faheem et al., 2011).

A NS3 ¢ uma enzima multifuncional que estd envolvida na replicagdo do
genoma viral, sendo constituida por um dominio na por¢do N-terminal que lhe permite
a atividade de protease de serina no complexo NS2B-NS3 e outro na por¢do C-
terminal com atividade de trifosfatase de nucle6sidos (NTPase), de helicase e de ARN
trifosfatase. As funcdes de NTPase, de helicase e ARN trifosfatase promovem a
replicacdo de ARN viral, enquanto a protease de serina intervém na clivagem do
polipéptido, e, por consequéncia na replicagao viral (De Oliveira ef al., 2014; Dwivedi

etal.,2017).

A NS4A e NS4B sdo proteinas hidrofobicas que atuam na replicagdo viral e em
interacoes entre o DENV e a cé€lula hospedeira, ligadas através de um péptido (2K). A
NS4A forma um componente que promove a formagdo do complexo de replicagdo
viral. A por¢do C-terminal desta proteina atua como sequéncia sinalizadora para a
translocag¢do da proteina NS4B para o limen do reticulo endoplasmatico. Ou seja, a
separacdo da ligagdo entre a NS4A e o péptido 2K efetuada pela protease de serina
NS2B-NS3 permite que a sinalase celular desvincule a jungdo entre a NS4B e o
péptido 2K. A NS4B tem como funcdo mediar a replicacdo viral através da
dissociagdo da helicase da proteina NS3 da cadeia simples de ARN do virus. As
proteinas NS4A e NS4B, juntamente com a NS2A, obstruem o sinal de transducdo do
interferdo. A NS4B ¢ um inibidor especifico dos interferdes gama e beta (Clyde et al.,

2006; Dwivedi et al., 2017; Faheem et al., 2011).
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De todas as proteinas ndo estruturais, a NS5 ¢ a que apresenta maiores
dimensdes e menor variabilidade na sequéncia de aminoécidos, partilhando
aproximadamente 70% entre os serotipos 1 a 4. E composta por um dominio de
metiltransferase (MTPase) localizado na regido N-terminal € uma polimerase de ARN
dependente de ARN (RdRp) na por¢ao C-terminal. O dominio de MTPase esta
envolvido na sintese de ARN através da meltilagdo da estrutura 5’-cap do genoma
viral, prevenindo, desta forma, a sua degradacdo na célula hospedeira a0 mesmo tempo
que estimula a interagdo do ARN viral com os ribossomas aquando da tradugdo. Ja a
porcdo C-terminal com atividade RdRp liga-se especificamente ao genoma viral
através da interacdo com um elemento promotor stem-loop A (SLA), localizado na

extremidade 5°, sendo que ¢ a partir desta etapa que se inicia a sintese de ARN.

Esta proteina também se encontra presente no complexo de replicagdo viral e
apresenta sinergia com a NS3, na medida em que estimula a atividade enzimatica da
ARN trifosfatase, permitindo que ocorra a desfosforilagdo da extremidade 5’ ndo
traduzida do ARN viral, antes da formacao da estrutura cap; da NTPase e da helicase,
dado que o desdobramento da forma ciclica do ARN permite a utilizagdo da cadeia
simples resultante como substrato da NS5. Outra fun¢do da proteina NS5 consiste na
intervencao na resposta antiviral celular, visto que a ligacao a molécula transdutora de
sinal e ativadora de transcri¢ao (STAT2) permite a degradagcdo da mesma (Benarroch

et al., 2004; Sahili & Lescar, 2017).

3.5 Entrada e replicacio viral na célula hospedeira

O ciclo de replicagdo do virus dengue no hospedeiro humano inicia-se com a
inoculacdo de particulas virais na corrente sanguinea por picada dos mosquitos A.
aegypti e A. albopictus, a partir da qual o virus € introduzido em células localizadas na
epiderme e na derme, por endocitose mediada por clatrina via glicoproteina de
superficie viral e recetores de superficie celular em células dendriticas, especialmente
células de Langerhans imaturas (Byk & Gamarnik, 2016; Martina, Koraka, &
Osterhaus, 2009).
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O DENV subsiste em varias formas dependendo do grau de clivagem da
proteina prM. Apenas as particulas virais parcialmente e completamente maduras, isto
¢, com clivagem incompeta ou total da prM, respetivamente, ¢ que sdo consideradas

patogénicas para o Homem (Screaton, Mongkolsapaya, Yacoub, & Roberts, 2015).

A primeira etapa da infe¢do ¢ a ligagdo ao recetor celular DC-SIGN, que ¢
mediada pela glicoproteina E que permite a penetracdo na célula alvo por endocitose

(Cruz-Oliveira et al., 2015).

Ap6s ligacdo ao recetor da célula e internalizagdo dos virides por endocitose, o pH
acido do endossoma induz uma alteragdo conformacional irreversivel trimérica em
forma de “espigdo” na glicoproteina E, onde os residuos de aminoécidos hidrofobicos
localizados no vértice do “espigdo” provocam a fusdo entre a membrana do virus e o
endossoma. Consequentemente, ocorre a libertacdo do ARN viral para o citoplasma da
célula e iniciam-se as fases de tradug@o e replicagdo do genoma (Byk & Gamarnik,
2016; Goodsell, 2008).

O ARN do virus dengue de cadeia positiva € entdo traduzido no reticulo
endoplasmatico rugoso num polipéptido, onde os residuos de aminoacidos
hidrofobicos das por¢des C-terminal das proteinas C, prM e E sdo usados como
sequéncias de sinal que permitem a inser¢ao do polipéptido restante na membrana do
reticulo endoplasmadtico. As sinalases celulares do reticulo endoplasmatico ao
processar o polipéptido vao formar as proteinas transmembranares prM e E, que se
associam num heterodimero, ¢ a proteina NS1. A NS3 sofre autoprotedlise, que
juntamente com o cofactor NS2B processa as restantes proteinas ndo estruturais e a

glicoproteina C (Figura 6) (Back & Lundkvist, 2013; Byk & Gamarnik, 2016).
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Figura 6: Organizagdo das proteinas estruturais e da proteina ndo estrutural NS1 na membrana do
reticulo endoplasmatico. Os cilindros representam as hélices transmembranares e as setas a vermelho
demonstram os locais de clivagem pos tradugdo por sinalases celulares. O local de agdo da protease
NS2B-NS3 esta indicado com uma seta verde e o da protease de furina com uma seta azul. (Adaptada

de: Byk & Gamarnik, 2016)

A infe¢do na célula hospedeira estimula a hipertrofia da membrana do reticulo
endoplasmatico, formando vesiculas onde se acumulam todos os intervenientes na
replicacdo do ARN viral, que compreende as proteinas nao estruturais, ARN do virus e

proteases celulares (Biack & Lundkvist, 2013; Klema et al., 2015).

Apesar do genoma do virus apresentar uma estrutura linear, a sua forma replicativa
demonstra uma conformacgao ciclica, que € composta por estruturas secundarias e
terciarias que se alteram consoante o meio envolvente da célula alvo. A dinamica da
estrutura da molécula de ARN ¢ entdo mediada por interagdes ARN-ARN de longo e
curto alcance, sequéncias de nucledtidos e pela ligacdo da glicoproteina E ao recetores
celulares (Canard, 2011; Iglesias & Gamarnik, 2011). As interaccdes ARN-ARN e a
ciclizacdo do genoma sdo por sua vez moduladas pela existéncia de sequéncias
complementares nas extremidades 5° e 3°, que ¢ composta por dez nucleétidos
confinantes. Para que ocorra a ciclizacdo de ARN e estabilizagdo das interac¢des
ARN-ARN ¢ preciso que haja afinidade e complementaridade de pelo menos dois
pares de sequéncias de nucledtidos, uma vez que num estudo se constatou que ao
deletar especificamente nucledtidos na extremidade 3° da molécula de ARN a

ciclizagdo ndo ocorreria, comprometendo a sua replicagdo (Alvarez et al., 2005).
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A forma ciclica do ARN liga-se ao complexo de replicacao viral, dando inicio a uma

primeira fase de sintese de novas moléculas de ARN.

A RdRp da proteina NS5 liga-se a regido promotora SLA do ARN do virus na
extremidade 5’ e inicia-se a formagao da cadeia complementar de polaridade negativa
no sentido 3’-5’. Esta cadeia fica emparelhada com a cadeia de polaridade positiva,
constituindo a forma replicativa do ARN, de dupla cadeia (d&sSRNA). O fenomeno do
emparelhamento deve-se ao facto da existéncia de um segundo dominio, stem-loop B
(SLB), localizado também na mesma extremidade que a SLA, que possui uma
sequéncia complementar a uma porc¢do integrante da regido ndo codificante da
extremidade 3’. Esta sequéncia ¢ entdo responsavel pelas interagdes ARN-ARN a
longo alcance e pela ciclizagdo do ARN. A dsRNA ¢ posteriormente clivada por a¢do
da helicase da NS3, onde a cadeia de polaridade negativa ¢ usada como modelo para a
sintese de novas moléculas de ARN através da RdRp da proteina NS5. A dsRNA, por
sua vez, ¢ reutilizada para repeticdo do processo. A nova molécula de polaridade
positiva ¢ desfosforilada pela ARN trifosfatase da NS3 e metilada pela MTPase da
NS5 para formar a estrutura 5’-cap (Iglesias & Gamarnik, 2011; Klema et al., 2015).

Ciclos sucessivos de tradugdo sintetizam varias cOpias das proteinas estruturais
e ndo estruturais, as quais juntamente com as novas moléculas de ARN viral irdo
participar na producdo, desenvolvimento e secre¢do das particulas virais. A montagem
dos virus sucede-se nas membranas do reticulo endoplasmatico, onde as proteinas da
capside e o ARN viral sdo circundados por segmentos da membrana do reticulo que
contém a prM e E, sob a forma de heterodimeros prM-E, para formar particulas virais
imaturas. Estas sdo transportadas via secretdria até ao trams-Golgi, onde ocorre o
desenvolvimento dos virus por ac¢ao da protease do tipo furina. Dependendo do grau
de transformagdo, o DENV subsiste sob a forma de particulas virais imaturas,
parcialmente maduras ou totalmente maduras. No caso das duas Ultimas formas, o
péptido pr mantém-se associado até o virus ser libertado incompleta ou

completamente, respetivamente, para o espaco extracelular (Screaton et al., 2015).

Para além do recetor DC-SIGN, existem outros recetores celulares que permitem a
entrada do virus na célula hospedeira, como os glicosaminoglicanos de sulfato de

heparina, o recetor da manose existente nos macréfagos, a molécula lectina tipo C
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(CLEC5A) e o recetor da porcdo constante das imunoglobulinas (Fcy) expresso em

células fagocitarias mononucleares (Bick & Lundkvist, 2013; Cruz-Oliveira et al.,

2015). A Figura 7 ilustra o ciclo de replicagdo do DENV, que destaca as varias etapas

deste processo, ordenando-as.
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Figura 7: Ciclo de replicagdo do DENV. (Adaptada de: Screaton et al., 2015)
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4. TRANSMISAO DO DENV

O DENV ¢ transmitido por picada de mosquitos fémea do género Aedes, sendo
as espécies A. aegypti e A. albopictus as mais eficazes na transmissdo da infecao
(CDC, 2012a, 2012b). Estas espécies tém um ciclo de vida adaptavel tanto a ambientes
urbanos como rurais, podendo alimentar-se a qualquer hora, especialmente durante o

dia (Guzman & Isturiz, 2010; Higa, 2011).

Para além da adaptabilidade destas espécies, fatores como a falta de
ordenamento do territorio em paises subdesenvolvidos, isto ¢é, escassez de condigdes
basicas sanitérias, elevada densidade populacional e desorganizacdo da ocupagdo do
mesmo, associados ao aquecimento global, viagens internacionais, precariedade e
insuficiéncia de meios de combate a disseminacdo do vetor, potenciam a propagacao
do mesmo, e, por consequéncia influenciam os padroes de incidéncia e proliferacao do

DENYV (Guzman & Isturiz, 2010; Higa, 2011; Xavier et al., 2017).

De forma a poder interpretar a competéncia destas espécies, ¢ necessario
conhecer o tempo de vida, a sua posicdo na cadeia alimentar (fatores bidticos), os
habitats propicios ao desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia e condi¢des eco
ambientais dos mosquitos -temperatura, humidade, precipitagdo e outras caracteristicas
fisico-quimicas, nomeadamente a existéncia de inseticidas (fatores abioticos)

(Sowilem, Kamal, & Khater, 2013).

Das espécies transmissoras dos cinco serotipos do DENV, a mais importante ¢
A. aegypti, que reside tanto em areas rurais, domésticas e peridomésticas, co habitando
com o Homem (Diaz-Nieto et al., 2016; Rey, 2014). Este artropode € antropofilico,
endofagico e endofilico, isto €, adquire sangue por picada no hospedeiro (por norma, o
Homem), preferindo o interior de habitacdes para digestdo da refeicdo e reproducao,
uma vez que se encontra menos sujeito a variagcdes de temperatura, prolongando, desta
forma, a sua longevidade (Scott & Morrison, 2010; WHO, s.d.b). Ao contrario de A.
aegypti, A. albopictus ¢ considerado um artropode oportunista, dado que tem uma
gama variada de hospedeiros vertebrados, que inclui animais de sangue frio, como
répteis e anfibios, e de sangue quente, como aves, caes, cabras, vitelas ¢ o Homem

(Dieng et al., 2012; Scholte & Schaffner, 2007).
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Tanto as fémeas de 4. aegypti como de A. albopictus preferem o sangue
humano como fonte de nutri¢do, pois permite estimular o desenvolvimento ovarico € o
crescimento do mosquito fémea, e, por consequéncia, prolonga a longevidade, melhora
a fertilidade e a sua competéncia como vetores (Paupy, Delatte, Bagny, Corbel, &

Fontenille, 2009; Sowilem et al., 2013).

Em termos anatomicos, os mosquitos A. aegypti adultos medem
aproximadamente 4 a 7 mm e os mosquitos 4. albopictus 2 a 10 mm, sendo
considerados artrépodes de médio porte (Rios & Maruniak, 2014; Zettel & Kaufman,
2016). No mosquito 4. aegypti, a superficiec dorsal do térax contém escamas
esbranquigadas, cuja disposi¢do se assemelha a forma de um violino ou de uma lira, ao
passo que o abdomen apresenta uma tonalidade mais escura, situada entre o castanho e
o preto, podendo, todavia, conter o mesmo tipo de escamas. As patas traseiras sao
caracterizadas por exibirem uma coloragdo escura com manchas semelhantes a riscas

brancas (Clemons ef al., 2010; Zettel & Kaufman, 2016).

Os mosquitos 4. albopictus sdo reconhecidos através das escamas em negrito,
brilhantes e em prateado nos palpos maxilares e nas patas. O scutum ¢é preto e contém
uma risca branca desde a superficie dorsal da cabeca, percorrendo o térax. A parte
dorsal do abddémen encontra-se coberta de escamas escuras com manchas brancas e as
pernas sdo pretas com escamas brancas em cada segmento tarsal. Todos os mosquitos

do género Aedes t€ém um abdomen com forma pontiaguda (Rios & Maruniak, 2014).

Os mosquitos fémea de ambas as espécies sao de maior porte do que os machos, e
podem distinguir-se pela existéncia de antenas pouco pilosas e por estarem adaptadas a
alimentacdo por sangue de vertebrados devido a existéncia de ‘“‘abas” bucais
sugadoras, ao contrario dos machos, que possuem antenas plumosas € apenas se
alimentam do néctar de plantas. No entanto, as fémeas de ambas as espécies também
conseguem utilizar o néctar de plantas como fonte de alimento (Hartman, 2011; Zettel
& Kaufman, 2016). A Figura 8 representa nos quadrantes 1 e 3 a aparéncia de um
mosquito macho e de um mosquito fémea, respetivamente, da espécie 4. aegypti, € nos
quadrantes 2 e 4 uma ilustragdo de um mosquito macho e de um mosquito fémea,

respetivamente, da espécie A. albopictus.
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A. aegypsi A. albopictus

Mosquito
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Figura 8: Principais mosquitos transmissores do DENV (4. aegypti ¢ A. albopictus). Destaca-se as
antenas plumosas dos mosquitos macho (1 e 2), as antenas pilosas dos mosquitos fémea (3 ¢ 4), as
escamas esbranquicadas na superficie dorsal e as listas pretas nas pernas de 4. aegypti (1 ¢ 3) e a risca
branca da superficie dorsal da cabega caracteristica de 4. albopictus (2 ¢ 4). (Adaptado de: CDC, 2006;
Dallimore ef al., 2017; Entomology Today, 2017; lowa State University, 2017)

Como suplemento das caracteristicas anatomicas das fémeas de mosquito, as
glandulas salivares destes artropodes sintetizam proteinas com propriedades
vasodilatadoras, inibidoras da cascata de coagulagdo, antiagregantes plaquetarias, anti-
inflamatorias e imunomoduladoras. A primeira faculdade ¢ crucial tanto para a
subsisténcia do vetor como do agente patogénico, na medida em que atua como
adjuvante na alimentacdo, através do aumento do fluxo de sangue, a0 mesmo tempo
que facilita a transmissdo do DENV. Os inibidores da cascata de coagulacdo e de
agregacao plaquetaria regulam o fluxo de sangue nas ‘“abas” bucais sugadoras e
impedem a cicatrizagao do local da picada, enquanto as proteinas anti-inflamatoérias
tornam a mordida imperceptivel. Por ultimo, os antigénios do mosquito sao
responsaveis pela produgdo de imunoglobulinas E e G (IgG) nos individuos alérgicos
aos constituintes salivares do artropode (De Carvalho, Rocha, & Almeida, 2011; Dhar

& Kumar, 2003; Doucoure & Drame, 2015).
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Relativamente a distribuicao dos vetores, 4. aegypti ¢ provavelmente oriundo
do Oeste de Africa, tendo-se difundindo ao longo de regides tropicais, subtropicais e
de temperaturas amenas. Em termos historicos, tem sido reportada a existéncia deste
artropode em todos os paises mediterranicos, bem como na regido do Caucaso (sul da
Russia, Georgia e Azerbeijdo), Portugal Continental e nos arquipélagos das Canarias e
nos Agores (Schaffner & Mathis, 2014). Atualmente encontra-se distribuido no
Continente Africano, Sudoeste dos Estados Unidos da América, Médio Oriente,
Sudoeste Asiatico, Ilhas do Pacifico e do Indico e no Norte da Australia (Soumahoro
et al.,, 2010). Na Europa, apesar de a sua extensdo ser mais limitada, encontra-se
estabelecido no arquipélago da Madeira e na regido do Céucaso ¢ introduzido na

Holanda (Figura 9) (European Center for Disease Prevention and Control, 2017).
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Figura 9: Distribui¢do de 4. aegypti na Europa. (Adaptado de: ECDC, 2017)

Em Portugal, o primeiro caso confirmado de 4. aegypti ocorreu entre 2004 e
2005 em Santa Luzia, na Regido Autébnoma da Madeira (Almeida et al., 2007).
Acredita-se que a sua origem seria proveniente da regido das Caraibas, sendo
introduzido no arquipélago a partir de viajantes infetados (Alves et al., 2013).
Apesar de terem sido tomadas medidas de controlo do vetor, nomeadamente a redugao

de locais de deposicdo de ovos, aplicagdo de inseticidas e educacdo populacional,
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populacdo de mosquitos pdde prosperar na regido devido a existéncia de ovos em

locais de dificil acesso (Almeida et al., 2007).

Em Portugal Continental, o artropode foi detetado pela primeira vez em 1956,
sendo que até a data ndo existem registos do seu avistamento (Almeida et al., 2007;
ECDC, 2016). A inexisténcia destes mesmos registos pode ser justificada pelo facto de
durante a campanha de luta contra a maldria que decorreu na primeira metade do
século XX, ter sido utilizado diclorodifeniltricloroetano, inseticida vulgarmente

conhecido por DDT, contra o vetor Anopheles atroparvus (Alves, Zé-Z¢, Amaro, &

Osorio, 2016).

Ja a distribuicdo de A. albopictus ¢ distinta, na medida em que esta espécie ¢
proveniente das florestas tropicais do Sudeste Asiatico, coincidente com a origem do
DENV, e tem-se expandindo para outros continentes, incluindo Africa, Europa,
América do Norte e do Sul e outras regides dos Oceanos Pacifico e Indico. Na Europa,
o primeiro registo de 4. albopictus remota a 1979, na Albania. Desde esta data, o
mosquito tem-se difundindo por vérios paises, particularmente na Italia, Espanha,
Franga, Malta, Monaco, San Marino e Grécia, sendo introduzido, por exemplo,

nalgumas regides da Alemanha (Figura 10) (Chen & Vasilakis, 2011; ECDC, 2016b).

Em Portugal Continental, o artrépode foi detetado na Regido Norte pelo
Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, no dmbito da Rede Nacional de
Vigilancia de Vetores (REVIVE). Até a data, ndo foi comprovada a existéncia de
agentes patogénicos para o Homem nos mosquitos (Instituto Nacional de Saude

Doutor Ricardo Jorge, 2017).
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Figura 10: Distribui¢ao de 4. albopictus na Europa. (Adaptado de: ECDC, 2017)

Em comparagdo com o mosquito 4. aegypti, este artrépode tem sido detectado
em mais regides do hemisfério norte, dado que os seus ovos possuem a capacidade de
se adaptar a temperaturas mais frias, estando em diapausa durante o inverno nas zonas
com temperaturas amenas (regides com as quatro estacdes do ano), nomeadamente na
Europa. A adaptacdo pode ser justificada pelo facto de durante as fases de ovo e de
larva, sintetizam uma quantidade de lipidos suficiente para suportar climas mais frios,
sendo que na fase de larva, a lipogénese no A. albopictus € superior a no A. aegypti
(Paupy et al., 2009). Assim, 4. albopictus apenas se torna no vetor principal do virus
dengue em regides onde A. aegypti ndo ¢ predominante. Nos paises em que A. aegypti
¢ o vetor dominante, A. albopictus comporta-se como um vetor de manutengdo do
DENV, principalmente nos ciclos rurais e selvagens, demonstrando também a
existéncia de competicdo geografica entre as duas espécies (Afiez & Rios, 2013;

Lambrechts, Scott, & Gubler, 2010).

Quanto ao habitat dos vetores, 4. aegypti, antes da ocorréncia dos fendémenos
de globalizagdo e de urbanizagdo, habitava preferencialmente &areas florestais de
caracter tropical, tendo como local de eleicdo cavidades formadas nas arvores
preenchidas com 4gua da chuva, uma vez que a superficie destes locais ocorre a
deposicao dos ovos do mosquito e posterior desenvolvimento at¢ a forma adulta

(Weaver & Reisen, 2010).
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Ao adaptar-se a zonas urbanizadas, pode utilizar reservatérios criados pelo Homem,
particularmente vasos, tanques e baldes, localizados sobretudo perto de habitagdes.
Contudo, a manuten¢do desta espécie encontra-se condicionada por diversos fatores
meteoroldgicos, nomeadamente a temperatura, humidade, precipitagdao, luz solar e
intensidade do vento. Sendo um artrépode tropical, climas com precipitacdo e
humidade elevadas providenciam as condi¢des ideais para a proliferacdo da espécie

(Jansen & Beebe, 2010).

Remetendo para o caso da detecdo deste artropode no Arquipélago da Madeira, a
preocupagdo relativamente a transmissao autoctone do DENV ¢ constante, visto que o
clima ¢ favoravel ao desenvolvimento da espécie. Devido a crescente imigracio e
acréscimo de viagens para regides endémicas, juntamente com o transporte de vasos
de plantas, a qual a Regido Autonoma da Madeira ¢ produtora, via aérea ou maritima,
para Portugal Continental e outros paises europeus, o risco de reintrodugdo desta

espécie no territorio europeu € elevado (Almeida et al., 2007; Domanovic et al., 2012).

No caso de 4. albopictus, devido a sua adaptabilidade inerente, consegue
escolher o seu habitat consoante as fontes de alimento e locais de reproducdo e
desenvolvimento disponiveis. Nao obstante a preferéncia deste mosquito por areas
rurais e suburbanas, subsiste tanto em ambientes naturais- cavidades de arvores,
fissuras de rochas e troncos de bamboo- como em ambientes artificiais-pneus usados,

sarjetas de esgotos e cisternas, por exemplo (Hartman, 2011; Paupy et al., 2009).

Redirecionando para a detecdo do mosquito em territério portugués, devido as
alteragdes climaticas registadas nas ultimas décadas e a proximidade de paises
endémicos, Portugal ¢ considerado um pais de elevado risco para a disseminacgao deste
vetor, com a consequente propagacdo de arboviroses, entre as quais o virus dengue

(Almeida et al., 2008).

Em relagdo a reproducao e ciclo de vida dos vetores, o género Aedes, aquando
do acasalamento, apresenta um comportamento flexivel dado que consegue acasalar
aos pares ou em agrupamentos. Ao encontrar o seu par compativel sucede-se a copula,

com a posterior inseminacao na posi¢ao ventral. O ciclo de metamorfose de 4. aegypti
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e de 4. albopictus ¢é constituido por quatro fases, que consistem na fase de ovo, larva,
pupa e adulto (Oliva, Damiens, & Benedict, 2014; Zettel & Kaufman, 2016).

Este ciclo tem a duragdo média de 8 a 10 dias a temperatura ambiente,
dependendo da dieta do mosquito fémea, e decorre tanto em ambiente aquatico (larva
e pupa) como ambiente terrestre (fase de ovo e adulta), demonstrado na Figura 11

(CDC, 2012c; Hartman, 2011).

Ambiente terrestre s \“M Ambiente aquético

2.Larvas

4.Mosquito [

Ambiente terrestre Ambiente aquatico

3.Pupas

Figura 11: Ciclo de vida de 4. aegypti e de A. albopictus.Encontra-se representado a fase de ovo
(1), larva (2), pupa (3) e fase adulta (4). As fases de ovo e adulta ocorrem em ambiente terrestre (1

e 4) e as larvas e pupas em ambiente aquatico (2 e 3). (Adaptado de: CDC, 2012c)

Apds uma refei¢do completa a base de sangue, inicia-se o ciclo gonotrofico,
que ¢ definido como o tempo que decorre desde a picada do mosquito até a postura
dos ovos (Scott et al., 2000). Num tUnico ciclo gonotréfico, as fémeas de A. aegypti
podem ingerir duas a trés refeicdes de sangue, enquanto as fémeas de A. albopictus
apenas necessitam de uma refei¢ao de sangue para efetuar a postura dos ovos (Neto
& Navarro-Silva, 2004; Scott et al., 2000).

A capacidade reprodutiva nas fémeas encontra-se correlacionada com a
ingestao de sangue, sendo que quanto maior for a ingestao de sangue, maior serd o
nimero de ovos depositados, enquanto nos machos ¢ aferida por competéncia sexual.
Caso a copulacdo ndo seja devidamente efetuada, a manutencdo das espécies

encontrar-se-ia comprometida (Hartman, 2011; Sowilem ef al., 2013).
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O numero de ovos depositados pelas duas espécies ¢ diferente, na medida em
que as geracdes de A. aegypti formadas sdo continuas, isto ¢, o mosquito pode gerar
um numero indefinido de geragdes por ano, depositando por cada ciclo de vida 100 a
200 ovos por cada postura, podendo fazer até 5 posturas, ao passo que A. albopictus
gera 5-17 geragdes por ano, depositando 45-200 ovos por ano (Alves et al., 2016;
Clemons et al., 2010; ECDC, 2016b; Hartman, 2011).

Para além disto, a atividade de 4. albopictus varia consoante a regido em que
se insere uma determinada populacao, sendo ativo durante todo o ano no caso de
populagdes tropicais e subtropicais, a semelhanca de A. aegypti, e com um periodo de
diapausa no caso de populagdes residentes em regides de temperatura amena (ECDC,
2016a,2016b).

A postura dos ovos ocorre em reservatorios com agua, sendo depositados a
superficie destes. Normalmente ndo depositam todos os ovos num mesmo local,
preferindo dissemina-los em duas ou mais zonas, promovendo a proliferacdo das
espécies (Hartman, 2011; Zettel & Kaufman, 2016).

Os ovos de 4. aegypti e de A. albopictus sdo bastante resistentes sobrevivendo
por varios meses ou anos a fatores adversos como secas, sendo uma das razdes que
leva ao dificil controlo destas espécies. Contudo, A. aegypti ndo se encontra adaptado
a regides frias (Alves et al., 2016; ECDC, 2016Db).

Embora a ovogénese de 4. aegypti e das populacdes tropicais e subtropicais de
A. albopictus dependa de fatores idénticos, como a temperatura, que estimula o
desenvolvimento dos embrides principalmente em climas quentes, a humidade, que
promove a eclosdo dos ovos e da alimentacdo do mosquito fémea, nas populagdes de
A. albopictus de regides amenas, para além dos fatores anteriormente referidos e
particularmente a temperatura, a fotoperiodicidade ¢ um fator que condiciona o inicio
da fase de diapausa, sendo que os ovos que estdo em locais com menos horas de sol e
temperaturas mais frias demoram mais tempo a iniciar a fase de larva (ECDC, 2016b;
Sowilem et al., 2013).

Assim que o nivel de dgua dos reservatérios seja suficiente para a submersao
dos ovos, inicia-se a fase larvar, que € constituida por quatro estdgios com a duracdo
de 4 dias no caso de A. aegypti e de 5-10 dias para A. albopictus (Clemons et al.,
2010) ;Rios & Maruniak, 2014). A nutricdo das larvas consiste em algas e outros

microrganismos encontrados na adgua. Apds o quarto estdgio inicia-se a fase de pupa.
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Neste periodo as pupas dos mosquitos nao se alimentam, atingindo a
maturidade ao fim de 2 dias (Clemons ef al., 2010; Hartman, 2011).
O tempo médio de vida do mosquito adulto ¢ de duas semanas a um més para A.
aegypti ¢ 30 a 40 dias para A. albopictus. As fémeas das duas espécies vivem mais
tempo do que os mosquitos macho (Hartman, 2011; Zettel & Kaufman, 2016).
Posto isto, o tamanho do vetor, o tipo de dieta, a frequéncia e horario das refei¢des, a
nutricdo das larvas, as condi¢des ambientais e a existéncia de predadores e de espécies
competitivas interferem no ciclo de vida e na distribuicdo geografica dos mosquitos

(Hartman, 2011; Sowilem et al., 2013).

A transmissdo do DENV para os mosquitos ocorre aquando da picada de um
individuo que se encontre em fase de virémia, que dura normalmente entre 4 a 5 dias.
Ap6s a ingestao de sangue do hospedeiro infetado, sucede-se um periodo de incubacao
extrinseco, onde o virus localizado nas células epiteliais do intestino se desloca para as
glandulas salivares do mosquito (Gubler, 1998; Guzman & Isturiz, 2010; Watts,
Burke, Harrison, Whitmire, & Nisalak, 1987).

A passagem do virus para as glandulas salivares do mosquito encontra-se
dependente de fatores ambientais (temperatura e humidade, por exemplo) e intrinsecos
(competéncia do vetor e gendtipo do DENV), que podem atrasar ou acelerar este

processo (Jupatanakul, Sim, & Dimopoulos, 2014).

A titulo de exemplo, surgiram vdrios estudos que demonstram que temperaturas
elevadas aceleram a replicacdo e disseminagdo do DENV nos mosquitos. Quanto ao
mosquito A. aegypti, de acordo com Watts DM, Burke DS, Harrison BA, Whitmire
RE, Nisalak A (1987), constatou-se que o periodo de incubagdo extrinseco do DENV-
2 no mosquito diminui de 12 dias a 30 °C para 7 dias a 32 °C e a 35 °C, enquanto no
mosquito 4. albopictus, segundo Xiao et. al (2014), o periodo de incubagdo extrinseco
do DENV-2 no mosquito foi reduzido de 10 dias a 21 °C para 4 dias quando exposto a
31°C e a 36 °C (Watts et al., 1987; Xiao et al., 2014). Relacionando este facto com o
ciclo de vida dos artropodes, a mesma condi¢do climatérica permite ainda estimular a
digestdo de sangue e diminuir o tempo necessario para decorrer o ciclo gonotrofico,

aumentando, desta forma, a infecciosidade dos vetores (Sowilem et al., 2013).
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A competéncia vetorial dos mosquitos na transmissao do DENV pode ser
medida principalmente pela capacidade das células epiteliais do intestino em
resistirem a infe¢des virais e pelo microbioma dos artropodes. No caso de A. aegypti,
devido a aquisi¢ao de bactérias do género Proteus nos intestinos via habitat, torna-se
menos susceptivel a infegdo por virus dengue do que A4. albopictus. Isto significa que
A. albopictus pode ser infetado com uma carga viral inferior ao ingerir sangue de um
individuo virémico. J4 nas glandulas salivares de 4. albopictus, bactérias do género
Wolbachia, adquiridas por transmissao vertical, providenciam ao artrépode resisténcia
a infe¢do por virus dengue, flora microbiana que € inexistente no mosquito 4. aegypti
(Iturbe-Ormaetxe, Walker, & O’Neill, 2011; Jupatanakul et al., 2014; Mousson et al.,
2012).

A luz dos factos evidenciados, 4. aegypti ¢ um vetor mais eficaz do que 4.
albopictus por ter héabitos antropofilicos mais acentuados, por transmitir uma carga
viral superior e por contrair infecdes persistentes nas glandulas salivares, acrescido ao
facto de por cada ciclo gonotréfico o mosquito poder-se alimentar varias vezes
(Lambrechts ef al., 2010; Mousson et al., 2012; Salazar, Richardson, Sdnchez-Vargas,
Olson, & Beaty, 2007).
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5. MANIFESTACOES CLINICAS E PATOGENESE

A doenga originada pelos cinco serotipos do DENV apresenta caracteristicas
impares pela existéncia tanto de infegdes assintomadticas, que representam 75% dos
casos, como sintomadticas, que podem ser leves a moderadas até mais severas e de por
vezes o prognostico da doenga ser imprevisivel (Dwivedi ef al., 2017; Pan American

Health Organization, 2017; Sharp, Perez-Padilla, & Waterman, 2017).

Desde 1975 até 2009, a OMS classificava os casos clinicos de dengue como
febre indiferenciada, FD ou FHD com possivel evolucdo para SCD. Para o doente
possuir FD teria que apresentar pelo menos dois sintomas, ja incluindo as
manifestagdes febris, e ter estado numa area endémica. Os sintomas consistiam em
nauseas, vomitos, cefaleias, artralgia, mialgia, dor retro orbital, erupgdes cutaneas,
hemorragias e leucopénia. Por estas manifestacdes clinicas nao serem especificas da
doenca, implicava a necessidade de se recorrer a testes laboratoriais para confirmagao
de DENV, o que por vezes era impossivel. No caso da definicio da FHD, eram
consideradas quatro condigdes, que incluiam febre, hemorragias, trombocitopénia e
extravasamento plasmatico. Como se considerava que estes fatores eram
confirmatérios de FHD, ndo era necessaria a execucdo de provas laboratoriais. A
medida que este modelo de classificagcdo era empregue na pratica clinica, sofreu varias
criticas ao nivel da sua complexidade, utilidade e aplicacdo (Simmons, Farrar, Vinh

Chau, & Wills, 2012; Srikiatkhachorn ef al., 2011).

Nos dias de hoje, a OMS qualifica a infecdo por DENV em trés categorias, que
incluem caso provavel, dengue com sinais de alerta e dengue grave, sendo
acompanhadas por ensaios laboratoriais de diagnostico e por critérios epidemiologicos

(Pan American Health Organization, 2017; WHO, 2012b).

A primeira classificagdo ¢ relativamente idéntica a FD, uma vez que também considera
um quadro agudo de febre, os locais de estadia do doente e a exibicdo de pelo menos
duas manifestacoes clinicas. Todavia, a nova classificagdo refere-se a dores
generalizadas, ndo apenas artralgias e mialgias, e ao teste de torniquete positivo (20 ou
mais petéquias no adulto e 10 ou mais em criangas no antebrago), que ndo estdo
incluidos na classificagdo tradicional de FD (WHO, 2012b). Os critérios

epidemiologicos sdo definidos pela residéncia ou estadia numa regido afetada 14 dias
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antes do aparecimento dos sintomas (Pan American Health Organization, 2017; Sharp

etal.,2017).

Uma das principais distingdes entre as duas classificacdes € a identificagdo de sinais de
alerta. Na mais recente categorizagdo, para além dos sinais, sintomas € outros critérios
definidos na primeira qualificacdo, o doente apresenta dores abdominais intensas,
hiperémese, efusdo pericardica, pleural, ascite, hepatomegalia, hipotensdo ortostatica,
hemorragia das mucosas, irritabilidade, aumento do hematdcrito e decréscimo abrupto
na contagem de plaquetas (Pan American Health Organization, 2017; Srikiatkhachorn
et al., 2011; WHO, 2012b). Outra dissemelhanga consiste no detalhe da descri¢ao da
forma mais severa de infecdo por DENV, em comparagdo com a classificacio
tradicional. A dengue grave ¢ representada por sinais e sintomas de comprometimento
vascular, que normalmente resultam em choque hipovolémico e falha respiratoria
devido ao extravasamento plasmatico, hemorragias severas e disfun¢do multipla de
orgdos. Esta faléncia de 6rgdos conduz ao incremento das transaminases, insuficiéncia
cardiaca ou perda de consciéncia (Pan American Health Organization, 2017;
Srikiatkhachorn et al., 2011). Desta forma, a melhor compreensdao do mecanismo de
manifestagdes clinicas como a SCD contribui para a redu¢do da mortalidade aquando
do periodo de defervescéncia, em parte devido a nova classificagdo atribuida pela

OMS (Katzelnick et al., 2017).

O inicio da infecdo por DENV coincide na fase de virémia, que comeca
ligeiramente antes do aparecimento das manifestacdes clinicas (Faheem et al., 2011).
Imediatamente a seguir ao periodo de incubacdo de 3 a 10 dias sucedem-se trés fases
da infecdo, que incluem a fase febril, fase aguda durante o periodo de defervescéncia e
fase de recuperagao (Sharp et al., 2017).

A duragdo da fase inicial ¢ de 2 a 7 dias e ¢ caracterizada maioritariamente por
manifestagdes febris acima dos 38,5 °C, de indole auto-limitada e que raramente
evoluem para formas mais graves da doenca. Como consequéncia da febre, a
ocorréncia de desidratacdo, distirbios neurologicos e convulsdes febris sdo comuns,
principalmente em criancas. Para além dos sintomas coincidentes com a classificacao
inicial da infecdo por DENV, outros indicios como anorexia, rubor facial, orofaringite
e fotofobia também s3o comuns. Os resultados laboratoriais ndo s6 indicam

leucopénia, como também trombocitopénia e um aumento ligeiro dos niveis de
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aminotransferases hepaticas (Simmons et al., 2012; WHO, 2012b). Em situa¢des mais
raras, podem surgir complicagdes como hemorragias gastrointestinais e vaginais em

mulheres de idade fértil (WHO, 2012b).

Entre a fase febril e a fase aguda, o profissional de saude deve monitorizar a evolugao
dos sinais e sintomas que evidenciem uma perda vascular acentuada (Pan American
Health Organization, 2017; Simmons et al., 2012). Ou seja, nesta etapa ¢ importante
verificar se o doente possui sintomas concordantes com a segunda classificagdo da

infecdo por DENV, de forma a controlar a progressao da doenca (WHO, 2012b).

A fase aguda que geralmente tem a duragdo entre 24 a 48 horas, é caracterizada pelo
decréscimo da temperatura corporal no minimo para valores entre os 37,5 °C e os 38
°C. Frequentemente sdo descritas sindromes de extravasamento vascular sistémicas em
alguns doentes, como criangas e adultos jovens, devido ao aumento da concentracao
de eritrécitos, hipoproteinémia, efusdo pleural e ascite derivados do incremento da
permeabilidade vascular (Simmons et al., 2012; Sharp et al., 2017; WHO, 2012b). Por
sua vez, o aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos deve-se a ativacdo das
proteinas do complemento C3 e C5, bem como de outros fatores imunoldgicos,
nomeadamente as interleucinas 6 e 8 e o interferdao gama (Faheem et al., 2011). Se o
extravasamento e o aumento da permeabilidade vasculares forem incessantes, com a
consequente reducdo do volume plasmatico, a ocorréncia de SCD torna-se iminente
(Simmons et al., 2012). Nas situagdes em que o choque ¢ acentuado, o doente pode
experienciar sintomas de hematémese, melenas e/ou menorragias € comprometimento
de funcdes de varios 6rgdos em resultado da acidose metabolica devido a insuficiente
perfusdo tecidular, que se pode traduzir, por exemplo, em hepatite, miocardite e
encefalite (Sharp et al., 2017; WHO, 2012b). Assim, os doentes que evidenciem estes
sinais e sintomas sao classificados como tendo dengue grave (Pan American Health

Organization, 2017).

Caso o doente sobreviva a fase aguda, sucede-se a fase de recuperagdo, onde se
verifica um cansaco intenso resultante das varias fases da doenga (Simmons et al.,
2012). Nesta etapa ocorre uma reabsor¢do gradual do fluido pleural, abdominal e
intravascular extravasado, ao mesmo tempo que a hemostase ¢ estabilizada (Sharp et

al., 2017).
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Assim, a variabilidade de sinais e sintomas pode ser explicada pelo tropismo
que o DENYV apresenta por diferentes tecidos. Ou seja, devido ao processo de infecdo,
as cé¢lulas de Langerhans infetadas sofrem matura¢do e migram dos tecidos periféricos
para os ganglios linfaticos, onde os macréfagos e os monocitos sdo posteriormente

infetados pelo DENV (Martina et al., 2009).

Por conseguinte, a infegdo ¢ disseminada por todo o sistema linfatico. A proliferacao
do virus estende-se também a outros tecidos, como o figado, o bago, o timo, pulmao,

rim, sangue ¢ medula 6ssea (Martina et al., 2009).

No figado as células do parénquima hepatico, incluindo as células de Kupffer e as
células endoteliais sinusoidais, sdo as mais atingidas. No bago, as células linfoides e
macrofagos exibem antigénios virais. No pulmido, as células endoteliais e os
macrofagos dos alvéolos pulmonares sdo as células mais afetadas. No rim, os tibulos
renais sdo a estrutura principalmente afetada. A detecdo de antigénios virais no interior
destas células, e maioritariamente em cé¢lulas fagocitarias mononucleares, ndo significa
que foram utilizadas para replicagdo viral. Isto €, os antigénios virais podem derivar de
virus fagocitados ou ainda de imunocomplexos que sdo captados aquando do processo
de degradacdo. O virus dissemina-se também para outros tecidos como o da tiroide,
pancreas, coragdao, musculo esquelético, glandula suprarrenal e cérebro, mas em menor

extensdo (Jessie, Fong, Devi, Lam, & Wong, 2004).

Durante uma infecdo primdria, a maioria dos individuos apresenta um quadro
clinico idéntico a fase febril. J4 nas infe¢des secundarias, a tendéncia fisiopatologica a
complicagdes mais graves ¢ eminente, sobretudo se forem instigadas por um serotipo
heterdlogo do virus (Faheem et al., 2011). Contudo, a fisionomia mais severa da
doenca também pode ocorrer em infegdes primdrias, cuja condi¢do ¢ dependente do
serotipo do DENV (Clyde ef al., 2006).

Nao so6 os fatores referidos anteriormente sdo determinantes para o
desenvolvimento de dengue grave, como também o gendtipo do serotipo, a idade e
sexo do hospedeiro, existéncia ou ndo de patologias que possam exacerbar os sintomas

deste estado, resposta imunitiria do individuo em causa e ainda a predisposicao
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genética na susceptibilidade ou resisténcia ao virus (Clyde et al., 2006; Guzman et al.,

2010; Simmons et al., 2012).

Os genotipos dos varios serotipos do virus influenciam a gravidade de infegao
na medida em que, por exemplo, o genotipo do DENV-2 oriundo do Sudeste Asiatico,
o gendtipo do DENV-3 derivado da India e os genétipos nativos da América Central e
do Sul sdo mais virulentos, sendo responsaveis pela maioria de surtos de FHD e SCD,
ao mesmo tempo que os dois genotipos inicialmente referidos apresentam uma
propensdo superior ao desenvolvimento de infe¢cdes primarias com dengue grave
(Rico-Hesse, 2007). No que se refere a idade do hospedeiro, as criangas, devido a
fraca integridade dos vasos sanguineos, estdo mais predispostas a desenvolver derrame
vascular aquando da SCD (Guzman et al., 2010). Quanto ao sexo do hospedeiro,
individuos do sexo feminino apresentam uma tendéncia superior a contrair dengue
grave (Simmons et al., 2012). Relativamente a patologias que constituem um risco
para o doente, comorbilidades como asma, diabetes mellitus, hipertensdo arterial,
insuficiéncias cardiacas, renais e hepaticas, doencas do foro hematologico e auto-
imune, entre outras, potenciam os episodios de dengue grave (Guzman et al., 2010;

Toledo et al., 2016).

Quanto a resposta imunitaria a0 DENV, o organismo humano ativa o sistema
antiviral a partir da cascata de sinalizagdo do interferdo. Este mediador quimico ¢
produzido por varias células intervenientes no sistema imunitdrio, entre as quais as
células natural killer, NK.

A atividade e sintese destas células encontram-se intimamente relacionadas com o
agravamento da doenca, visto que em situacdes de cardcter leve a moderado da FD
regista-se uma quantidade elevada de células NK e aumento da sua atividade, ao passo
que o oposto verifica-se nas sindromes mais severas da doenca.

Ao mesmo tempo, os doentes com sindromes de FD e FHD possuem niveis elevados
de interferdo alfa e gama, enquanto os doentes com SCD demonstram niveis reduzidos
de interferdo gama. Desta forma, a eficiéncia da resposta antiviral esta correlacionada
com os niveis de interferdao na medida em que uma concentragdo sérica elevada indica
que a resposta foi eficaz e niveis reduzidos revelam uma resposta ineficaz (Clyde et

al., 2006).
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O interferdao gama ¢ sintetizado principalmente pelas células NK e pelos linfécitos T
CD8+, que vao ativar os linfocitos T CD4+ e os macrdfagos. Apesar de na replicacio
viral na célula alvo, o DENV bloquear o sinal de transdug¢do do interferdo, os
macrofagos e os mondcitos, por meio de producao de 6xido nitrico (NO), bloqueiam a
replicacdo do virus (Clyde et al., 2006; Faheem et al., 2011). Concomitantemente, a
sintese de NO pelos monocitos atrasa a progressdo da fase aguda da doenga e reduz a
carga viral nestas células. Contudo, a sintese excessiva deste fator inflamatdrio, em
conjunto com o fator tumoral de necrose alfa (TNF-a), contribuem para o aumento da
permeabilidade vascular e deterioragdo das células endoteliais, potenciando os

sintomas de dengue grave (Clyde et al., 2006).

Para além do interferdo, existem outros fatores imunoldgicos que podem contribuir
para a severidade da infe¢ao por DENV. Quando um individuo ¢ previamente infetado
por um serotipo do DENV, este adquire imunidade apenas contra o serotipo especifico
na infe¢do primaria, sendo apenas conferida imunidade parcial ou temporaria para os
outros serotipos. A imunidade especifica para um serotipo ¢ devida a existéncia de
anticorpos neutralizantes e de células T de memoria, onde podem atuar
simultaneamente. Os anticorpos anti-prM e anti-E inibem o virus, e juntamente com os
anticorpos anti-NS1 conferem imunidade. Como a imunidade ¢ serotipo-especifica,
nos paises onde coexistem varios serotipos, a probabilidade de conter uma infecao
secundaria com sintomatologia mais pronunciada ¢ elevada (Clyde et al., 2006;
Screaton et al., 2015).

A justificacdo deste facto deve-se a formag¢do de imunocomplexos entre anticorpos
resultantes da infecdo primaria ou derivados de baixas concentracdes de anticorpos
anti dengue de origem materna, e o serotipo heter6logo do virus da infe¢do secundaria.
Estes anticorpos, em vez de neutralizarem o virus, promovem a sua opsonizagao via
recetores Fcy expressos em mondcitos € macrofagos, por exemplo, o que resulta em
niveis aumentados da descendéncia viral. Deste modo, a0 mecanismo de amplificagdo
da infe¢do denomina-se de imunoamplificagdo dependente de anticorpos (ADE), que
contribui para o desenvolvimento de dengue grave (Cruz-Oliveira et al., 2015;
Guzman et al., 2010; Screaton et al., 2015). Outra estratégia usufruida pelo DENV
para estimular o mecanismo ADE consiste na utiliza¢do de particulas virais imaturas.
Neste contexto, apesar de serem consideradas ndo patogénicas, como a glicoproteina E

encontra-se sob a forma de heterodimero prM-E, estdo menos sujeitas a a¢do dos
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anticorpos neutralizantes a0 mesmo tempo que reagem cruzadamente com anticorpos
anti-prM oriundos de infe¢des heterotipicas (Cruz-Oliveira et al., 2015; Screaton et
al., 2015). A ADE pode ainda ser desencadeada pela libertagdo excessiva de
citoquinas por parte das células apresentadoras de antigénios profissionais- células
dendriticas, linfocitos B € macrofagos- células endoteliais e linfécitos T (Rico-Hesse,

2007).

As citoquinas sao dos intervenientes mais importantes na imunopatogénese do DENV,
em parte devido a inflamacao induzida nas células epiteliais. Das varias citoquinas
mediadoras deste processo, a que mais contribui para o aumento da permeabilidade
vascular e, por consequéncia, para a gravidade da doenga é a TNF-a. Outras citoquinas
que estimulam o desenvolvimento de dengue grave sdo as interleucinas 6,8 e 10
(Clyde et al., 2006).

A indugdo da produgdo de citoquinas inflamatérias é efetuada pelos anticorpos anti-
NS1, que reagem cruzadamente com elementos conciliadores da hemdstase
anteriormente referidos, o que estimula o aparecimento de coagulopatias
caracteristicas da infe¢do por DENV. A propria NS1 na corrente sanguinea, ao ligar-se
ao glicocalix das células endoteliais, resulta na libertagdo de sulfato de heparina
existente nos recetores, contribuindo também para o extravasamento plasmatico

(Clyde et al., 2006; Simmons et al., 2012).

Outro elemento importante no desenvolvimento de dengue grave consiste na acao do
sistema do complemento, ativado ou pela NS1 existente em circulagdo ou pela ligacao
entre anticorpos heterotipicos anti-NS1 nas infe¢des secunddrias. Esta interacdo vai
provocar a lise da célula hospedeira do virus e a libertagdo de citoquinas inflamatorias,
0 que resulta no derrame vascular constatado nos casos mais severos (Martina et al.,

2009).

Por tltimo, estudos epidemioldgicos indicam que existem determinados fatores
genéticos do hospedeiro que influenciam a susceptibilidade ou resisténcia ao virus. Os
alelos da classe I e II dos antigénios leucocitarios humanos, um polimorfismo no gene
do TNF-a e o gene que codifica para o recetor Fcy sdo algumas condigdes que
determinam a gravidade da infecdo por DENV (Martina ef al., 2009). Outro exemplo

que também contribui para a sensibilidade ao DENV consiste no sistema sanguineo
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ABO. Nas infe¢des secunddrias, os individuos que possuam o grupo sanguineo AB
tém uma predisposi¢do superior para desenvolver dengue grave, especialmente se
forem infetados com os serotipos 2, 3 e 4. Contrariamente, nos grupos sanguineos

restantes, essa relacdo ¢ inexistente (Kalayanarooj et al., 2007).

Deste modo, ¢ possivel inferir que os sinais e sintomas verificados na infecao
por DENV sdo instigados pelo proprio sistema imunitario. Por este motivo, de forma a
desenvolver uma terapé€utica antiviral adequada contra o virus, € necessario o
conhecimento de todos os mecanismos envolvidos na patogénese, desde da replicagao

viral na célula alvo até as diversas formas de evasdo ao sistema imunitario (Clyde et

al., 2006).
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Como a infecdo por DENV apresenta uma elevada variabilidade de
manifestagdes clinicas, que sdo comuns a outras doengas comunicaveis € nao
comunicaveis, a realizacdo de um diagnoéstico diferencial torna-se num desafio que
implica uma avaliagdo de varios fatores que variam consoante a progressao da doenga
(Simmons et al., 2012; WHO, 2012b). Sempre que um individuo viaje para uma area
endémica, que tenha estado em contacto com o vetor ¢ que demonstre uma semiologia
concordante com a classificacdo atual da infecao, a concretizacdo de um diagndstico
diferencial deve ser considerada (Dire¢do-Geral da Saude, 2012; WHO, 2012b). Na
Tabela 1 estdo representadas varias patologias cujas caracteristicas clinicas sao

semelhantes a infe¢ao por DENV.

Tabela 1: Doengas infeciosas ¢ ndo infeciosas a considerar aquando da realizagdo de um diagnostico
diferencial de uma infe¢do por DENV. (Adaptada de: Pan American Health Organization, 2017,
Simmons et al., 2012; WHO, 2012b).

Arboviroses por: Virus Zika, Virus Chikungunya, Virus do oeste do Nilo, Virus da encefalite
japonesa, Virus da febre amarela

Outras infec¢des virais: Rubéola, Gripe, Mononucleose infeciosa, Rotavirus, seroconversdo para
VIH, Sarampo, Hepatite virica, Sindrome pulmonar por hantavirus

Infecdes bacterianas: Escarlatina, Infe¢des provocadas por meningococos, Sepsis, Febre tifoide,
Rickettsiose, Leptospirose

Infegdes parasitarias: Malaria

Doencas nfo transmissiveis: Lupus eritematoso sistémico, Anemia hemolitica, Leucemia,

Linfoma, Cetoacidose diabética, Doenca de Kawasaki

Apo6s a execugdo do diagnostico diferencial e da restante avaliacdo geral, que
inclui o comeco das manifestagdes febris, quantidade de liquidos ingeridos, débito
urinario, detecdo de sinais clinicos de alerta, existéncia de alteracdes do estado de
consciéncia, de comorbilidades e respetiva medicacdo, segue-se uma apreciacdo dos
parametros laboratoriais do doente, preferencialmente efetuada na primeira visita.

O profissional de saude, como pratica clinica para com os doentes, ¢ aconselhado a
prescrever um hemograma completo, uma vez que sinais laboratoriais como

leucopénia, trombocitopénia e aumento do hematdcrito sdo indicios de extravasamento
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plasmatico, uma determinag¢do de concentragdes séricas dos i0es sodio, potassio e
calcio, medicdo da glicémia plasmatica venosa e testes de funcdo hepatica e renal.
Caso a semiologia da doenca o requeira, pode ser necessaria a realizagdo de exames
complementares como o electrocardiograma, radiografia ao térax e testes laboratoriais
as enzimas cardiacas (DGS, 2012a; WHO, 2012b). A execu¢do deste diagndstico
preliminar ¢ especialmente importante nos casos endémicos, dado que ao detetar
precocemente casos clinicos consegue-se aferir atempadamente a identidade e origem
do agente etioldgico do surto e implementar medidas de prevencao e controlo (Alves
et al., 2013). Porém, em determinadas situagdes, ¢ impossivel realizar o diagndstico no
momento da infecdo. Nestes casos, a concretizacdo de um diagnostico prévio a partir
das manifestagdes clinicas apresentadas e do historico de viagens do individuo
infetado consiste na metodologia mais adequada. Sendo o periodo de incubacdo do

virus inferior a duas semanas, ao escrutinar o historial de deslocacdes do doente, ¢

possivel excluir outras patologias (Biack & Lundkvist, 2013).

O diagnostico definitivo € concebido através de diversos métodos laboratoriais,
que incluem a detec¢do direta dos elementos do virus e a detecdo indireta a partir de
técnicas serologicas. Na concretizagdo destes ensaios laboratoriais sdo utilizados
varios marcadores virologicos, como por exemplo ARN viral, antigénios virais e
anticorpos especificos anti-DENV. Das diversas técnicas de detec¢do, o isolamento
viral, os testes de amplificacdo de material genético e de serologia sdo as mais

empregues (Bick & Lundkvist, 2013; Simmons et al., 2012).

A sensibilidade de cada metodologia depende da duracdo da infecdo e do
periodo em que ¢ realizada. Ou seja, por norma a fase de virémia ¢ detetada
simultaneamente com o surgimento dos sintomas, sendo considerada indetetavel a
partir da fase aguda. Por outras palavras, ¢ na fase inicial da infe¢do que ¢ possivel
detetar constituintes virais e outros produtos derivados da replicagdo na célula
hospedeira. A partir da deteccdo de genoma viral por ensaios de amplificacdo com a
transcriptase reversa (RT-PCR), da glicoproteina NS1, por ELISA ou por testes
rapidos e ainda pela cultura do virus, adquirem-se dados satisfatorios para a criagao de

um diagnostico correto (Simmons ef al., 2012; WHO, 2012b).
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No periodo entre as fases febril e aguda, ¢ possivel detetar a presenca das
imunoglobulinas M (IgM) e IgG especificas para o DENV. Para tal, utilizam-se testes
de diagndstico tais como o MAC-ELISA, técnica imunoenzimatica propria para a

detecao de IgM, IgG-ELISA e testes de inibi¢ao da hemaglutinagao (WHO, 2012b).

Ao mesmo tempo, os marcadores virais e seroldgicos variam consoante uma
infecdo primaria ou secundaria. No primeiro caso, a carga viral normalmente ¢
detetada 1 a 2 dias antes do surgimento das manifestagdes febris até ao quinto dia da
doenca. As IgM sdo as primeiras imunoglobulinas a aparecer, podendo ser detetadas 3
a 6 dias depois da fase febril. Tendem a aumentar drasticamente durante a segunda
semana da infecdo e diminuem com o passar do tempo. J& as IgG sdo apenas
detetaveis ao fim da primeira semana da infecdo, incrementam lentamente e podem
durar varios anos em circulagdo, ao contrario das IgM que persistem aproximadamente
dois meses. Nas infe¢des secundarias, apesar do estreitamento do tempo de replica¢ao
viral, a carga viral detetada é superior em relagdo as infe¢des primarias. Quanto a
resposta imunitaria resultante, a quantidade de IgG produzidas pelas células B de
memoria da infe¢do primaria ¢ significativamente superior quando comparada com a

concentra¢do de imunoglobulinas IgM (Guzman et al., 2010; WHO, 2012b).

Relativamente a colheita de amostras bioldgicas para anélise laboratorial, caso
estejam sujeitas a temperaturas acima dos 30 °C, ocorre a degradacdo das particulas
virais por perda do invélucro lipidico, o que inviabiliza o diagndstico da infecdo. Por
este motivo, caso se trate de uma amostra de soro para detecao de genoma viral ou de
antigénios, recomenda-se o armazenamento das amostras a 4 °C se forem utilizadas no
maximo até 48 horas apods colheita.

Se a concretizagdo da analise ndo for possivel durante este periodo, ¢ aconselhdvel
recorrer-se a congelacdo da amostra a -70 °C. Caso a amostra em causa seja usada para
ensaios serologicos, ¢ preferivel o armazenamento a 4 °C durante periodos inferiores a
24 horas ou a -20 °C para intervalos de tempo superiores. Caso o doente apresente
manifestagdes neuroldgicas, recomenda-se a recolha de liquido cefalorraquidiano para
posterior andlise, procedendo de forma idéntica ao descrito anteriormente.

A dissecacdo de tecidos derivados de autdpsia consiste noutro tipo de amostra que €
utilizada para o isolamento do virus, para detetar genoma viral e antigénios. Os tecidos

derivados do figado, bago, ginglios linfaticos e timo constituem os melhores
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espécimes. A preservacdo destas amostras deve ser efetuada logo apods a respetiva

colheita, podendo ser congeladas a -70 °C ou transportadas a 4 °C para analise

laboratorial, se for executada no proprio dia (Biack & Lundkvist, 2013; DGS, 2012a;

WHO, 2012b).

A Tabela 2 representa sumariamente uma descrigdo dos pardmetros

laboratoriais utilizados para o estabelecimento de uma infecao definitiva ou provavel,

caracteristicas das amostras, os métodos laboratoriais correspondentes e respetivas

vantagens e desvantagens.

Tabela 2: Critérios laboratoriais para infe¢des confirmadas ou provaveis, tipo de amostras utilizadas,

metodologia correspondente e vantagens e desvantagens dos mesmos. (Adaptada de: Back & Lundkvist,

2013; CDC, 2017; Guzman ef al., 2010; Peeling ef al., 2010; WHO, 2012b).

Nio necessita de
eletroforese

Diagnéstico Amostras | Metodologia Vantagens Desvantagens
laboratorial
Inoculagio em linhas | Confirmagio da | Profissionais especializados e
celulares C6/36 de A. | infecio instalagdes adequadas;
albopictus e posterior | Método mais | Dispendioso;
serotipagem por | especifico; Néo distingue infegio primaria
Isolamento do virus imunofluorescéneia Identificacio do | desecundaria;
com anticorpos | serotipo etiologico Amostra recolhida na fase
monoclonais serotipo- aguda;
especificos Demorado (> 1 semana)
Confirmagio da| Risco de  contaminagio
infegdo (possivel presenca de falsos
RT-PCR com | Serotipagem e | positivos);
posterior  eletroforese | genotipagem; Amostra recolhida na fase
Soro colhido | em gel de agarose Resultados entre 2448 | aguda; Profissional
até ao quinto horas especializado € equipamento
dia de febre dispendioso;
ou tecidos Nao diferencia infecao priméria
autopsiados de secundéria
Detegio do genoma Confirmaggo da | Amosta recolhida na fase
viral infegio; aguda;
RT-PCR em tempo | Resultados obtidos em | Profissional especializado e
real menos de 2 horas; eqmpamentodlspendloso
Controlo da progressdo | Nao diferencia infegdo primaria
dadoenga; de secundaria
Redugio de
contaminagdes;
Serotipagem e
genotipagern;
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NS1-ELISA

Confirmagio da
infecao;
Resultado obtido em
24 horas

Menos sensivel que isolamento
do virus e detecio de ARN
viral

Confirmagao da | Menos sensivel que isolamento
Teste rapido para a | infecdo; do virus e detecdo de ARN
Detecdo de glicoproteina NS1 Resultado obtido em | viral
antigénios minutos
Imunohistoquimica Confirmagao da | Necessita de especialista em
(observacgo de | infecio Patologia;
antigénios  virais por Menos senstvel que isolamento
ligacdo commADbs que do virus e detecio de ARN
contém  marcadores viral
especificos como
corantes fluorescentes e
enzimas)
Seroconversdo  de | Comparagdo | ELISA
gMouleG entre  soro | IgG-ELISA (permite | Confirmaggo da | Niveis séricos de IgM em
(vernota) obtido até ao | diferenciar  infecdo | infegdo; infecdes secundrias baixos;
quinto dia de | primariade secundaria) | Facil utilizagdo; Confirmaggo necessita de duas
febre e duas | Ensaios de | Menos dispendioso; amostras;
semanas neutralizacdo por | Diferencia  infecdo | Ensaios  de  neufralizagdo
depois reduio em placas | priméariadesecundéria | demorados (> 1 semana)
(PRNT) ou micro
neutralizaco
Niveis séricos de IgM em
MAC-ELISA (técnica nfegdes secundérias baixos;
Imunoenzimatica mais Amostra  recolhida  apenas
IgM positiva Soro colhido | sensivel e especifica se depois da fase inicial da doenca;
apds o|se utlizar soro Incapacidade de identificacdo
quinto dia de | recolhido depois do do serotipo devido ao risco de
febre quinto dia de febre) Identificam casos | reagdes cruzadas com outros
provaveis anticorpos ~ derivados  de
nfegdes por outros membros
da familia Flaviviridae
Concentragdo ~ de Incapacidade de identificacdo
IgG elevada, por IgG-ELISA e teste de do serotipo pelo motivo
confirmagdio  com inibicio da idéntico ao anterior;
teste de inibicdo da hemaglutinacio Amostra  recolhida  apenas
hemaglutinacio depois da fase inicial da doenca
(titulo>1280)

Nota: Na primeira coluna da tabela, no caso de seroconversiao de IgM ou IgG, a confirmagdo da

infecdo entende-se por IgM negativa no soro colhido na fase inicial e IgM positiva no soro obtido

quinze dias depois e por IgG negativa no soro colhido na fase inicial e IgG positiva no outro soro (se for

uma infe¢@o primaria) ou por um aumento de quatro vezes verificado nas concentragdes de IgG nos dois

soros (se for uma infe¢do secundaria).
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7. TRATAMENTO CONVENCIONAL

A abordagem terapéutica na infecdo por DENV ¢ estritamente sintomatica,
devido a variabilidade de sintomas e a inexisténcia de tratamento antiviral especifico.
Ao mesmo tempo, consoante a monitorizacdo dos parametros laboratoriais € a
avaliagdo global do doente, o profissional de saude define se esta na presenca de uma
infecdo por DENV, qual o estdgio correspondente e respetiva fase e¢ adapta a

terapéutica a situacao presente (WHO, 2012b).

Conforme as manifestagdes clinicas do doente e outras condigdes, procede-se a
alocagdo do mesmo num dos seguintes grupos, que incluem doentes para tratamento
em ambulatério (grupo A), internados (grupo B) e ainda os que necessitam de

tratamento de emergéncia (grupo C) (DGS, 2012a).

No grupo A sio incluidos os doentes que ndo apresentam sinais de alerta
principalmente nos primeiros dois a trés dias apds remissdao da febre, que estejam
aptos a administracdo de liquidos por via oral e cuja frequéncia urinéria corresponda
no minimo a uma vez por cada seis horas. A terapéutica para os doentes que estejam
incluidos nesta classificagdo consiste na reposi¢do de fluidos através de solucdes de
rehidrata¢do oral, de forma a compensar perdas de glucose e eletrélitos por febre e
vomitos, Paracetamol como analgésico e antipirético, métodos de arrefecimento
corporal, como por exemplo banhos com 4gua morna, € repouso.

Como contraindicagdes nestes doentes e nos restantes grupos constam a administragao
de anti-inflamatorios ndo esterdides e de glucocorticoides, devido ao risco acrescido
de hemorragias e ao efeito imunomodulador, respetivamente, e a ingestdo de liquidos
semelhantes com a emissdo de sangue vivo ou digerido em caso de emese, como por

exemplo Coca-Cola (Bick & Lundkvist, 2013; DGS, 2012a).

Apesar destes doentes poderem ser tratados em casa, devem recorrer aos
servicos de saude sempre que apresentem alguma alteragdo do seu estado que incite
manifestagdes clinicas hemorragicas e de comprometimento vascular, bem como de
outros sinais de alerta, nomeadamente dores abdominais intensas e vomitos constantes.
Por este motivo, a monitorizagdo hematoldgica diaria e de sinais de alerta nestes

individuos ¢  crucial  (Simmons et al, 2012; WHO, 2012b).
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Caso o doente apresente sinais de alerta de progressdao da doenga e/ou fatores
que condicionem o tratamento da infe¢do, como gravidez ou periodo pos-parto, idade
avancada ou reduzida, historial de convulsdes febris na infancia, comorbilidades que
possam exacerbar a sintomatologia da infecdo e/ou que se encontre numa situagao
social precaria ¢ inserido no grupo B. Este grupo ¢ ainda dividido em dois subgrupos,
B1 e B2, que incluem, respetivamente, doentes sem e com sinais de alerta (WHO,

2012b).

Nos doentes pertencentes ao grupo B1, a terapéutica paliativa ¢ idéntica a do grupo A,
exceto nas situagdes em que os individuos demonstram incapacidade para
administracdo por via oral. Nestes casos, administra-se soro fisiologico ou solucdo de
lactato de Ringer com ou sem glucose via intravenosa durante um a dois dias e
Paracetamol pela mesma via de administragdo. A dose de soro fisioldgico ou solucao
de lactato de Ringer a administrar, que normalmente estd contida no intervalo entre 2 a
4 mg/kg/hora, deve ser vigiada e adaptada consoante as comorbilidades do individuo,
de forma a evitar sobredosagens e efeitos iatrogénicos resultantes. A retoma a via oral
concretiza-se, por norma, passadas umas horas apos a fluidoterapia intravenosa (Pan
American Health Organization, 2017; Simmons et al., 2012). A monitorizagdo a
efetuar pelo profissional de satde consiste em interpretar amplitudes térmicas,
balangos hidricos, débitos urinarios e verificar a existéncia de sinais clinicos e

laboratoriais de alerta (DGS, 2012a).

Em comparagdo com os critérios clinicos e laboratoriais do grupo B1, para os
individuos categorizados no grupo B2, por se inserirem num contexto clinico mais
débil, € necessaria uma avaliagdo mais detalhada da semiologia do doente.

Os critérios incluem a monitorizacdo do balango hidrico, de sinais vitais como a
pulsacdo e a pressao arterial, da temperatura das extremidades corporais e cianose em
cada 1 a 4 horas, débito urinario de 4 em 4 ou 6 em 6 horas, hematdcrito antes e apds a
rehidratacdo do doente com repeticdo de 6 em 6 horas ou 12 em 12 horas, glicemia e
outros ensaios laboratoriais segundo o grau de deteriora¢do organica, como testes de
funcdo hepatica e renal (DGS, 2012a). Para a reposi¢ao de fluidos, inicia-se a
administracao das mesmas solugdes para fluidoterapia utilizadas nos doentes do grupo
B1, mas em doses e intervalos de tempo distintos. Ou seja, nas primeiras 1 a 2 horas

de fluidoterapia intravenosa administra-se entre 5 a 7 mg/kg/hora, reduzindo-se nas 2 a

59



INFECAO POR VIRUS DENGUE: FITOTERAPIA COMO TRATAMENTO E PROFILAXIA

4 horas seguintes para 3 a 5 mg/kg/hora e depois para dose de manutencado (2 a 4
mg/kg/hora), dependendo da semiologia do doente. Nesta etapa, o profissional de
saude deve reavaliar o quadro clinico do doente e requisitar um novo hematdcrito, para
comparagdo com o efetuado inicialmente. Se o hematocrito for semelhante ou
apresentar um aumento ténue, ¢ aconselhavel administrar a dose de manutencao
durante 2 a 4 horas; caso o aumento do hematdcrito seja significativo, recomenda-se a
administracdo a 5 a 10 mg/kg/hora por 1 a 2 horas (DGS, 2012a). Depois desta fase, o
profissional de saude procede a reavaliacdo das manifestagdes clinicas do doente,
solicita uma nova analise dos parametros laboratoriais, incluindo a requisi¢ao do
hematocrito, e adapta a fluidoterapia intravenosa em funcdo dos sinais clinicos e
laboratoriais. De forma a manter uma perfusao tecidual e débito urinanio adequados, ¢
recomendavel a administracdo minima de 0,5 mg/kg/hora de solucdes cristaldides até a

estabilizacdo do doente (WHO, 2012b).

Se eventualmente se verificar uma disfuncdo dos sinais vitais e aumento do
hematocrito no doente, aconselha-se a realocagdo do mesmo para o grupo C (Pan
American Health Organization, 2017). Nos individuos com SCD, a semelhanca do
grupo anterior, a insercdo de fluidos por via intravenosa ¢ fundamental para a
restitui¢ao do volume intravascular. Caso o estado clinico se mantenha inalterado com
a fluidoterapia, administram-se solugdes a base de amido ou dextrano, com o intuito
de assegurar um preenchimento vascular apropriado, evitando a formagao de edemas e
disfungdo de 6rgaos. A metodologia para a adaptagao da fluidoterapia neste grupo ¢
semelhante ao grupo B2, podendo nalgumas situagdes ser necessario o aumento do
aporte de fluidos. Quando os individuos demonstram sinais de hemorragia grave com
faléncia de o6rgdos, a transfusdo de sangue, hemodidlise e terapéutica adjuvante com
vasopressores podem ser abordagens a considerar. Os parametros a monitorizar nestes
individuos sdo semelhantes aos pertencentes ao grupo B2, mas em intervalos de tempo
mais curtos. Ou seja, para a temperatura corporal e cianose, ¢ recomendavel a
verificagdo a cada 15 a 30 minutos até a recuperagdo do choque e posteriormente de 1
a 2 horas, e para o débito urinario em cada hora até ao restabelecimento da hemostase
e seguidamente de 1 a 2 horas (Biack & Lundkvist, 2013; DGS, 2012a; Simmons et al.,
2012).
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A alta clinica é conferida ao doente consoante a confirmagdo de todos os
parametros seguintes, que incluem a auséncia de febre em 48 horas, melhoria do
estado clinico em termos respiratorios, hemodinamicos, urinarios e de alimentagdo,

aumento da contagem de plaquetas e hematdcrito estavel sem reposicao de fuidos

(WHO, 2012b).
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8. ESTRATEGIAS DE PREVENCAO E CONTROLO DA INFECAO

As metolologias atualmente conhecidas para a prevencao e controlo da infegao
por DENV consistem no combate aos vetores transmissores do virus, e, recentemente
na vacinacdo. Para ambas as medidas serem devidamente eficazes, ¢ necessaria a
cooperacao entre as entidades governamentais e ndo governamentais, prestadores de

cuidados de satide e a comunidade (Summers, 2016 ;WHO, 2012a).

Para garantir a sustentabilidade da prevenc¢do e controlo da infe¢do, é recomendavel
que a comunica¢do as populacdes seja efetuada de forma clara, concisa e ndo
alarmista, tendo em vista medidas para a diminuicao da proliferagdo dos artropodes,
como a destrui¢cdo de focos populacionais dos mosquitos ¢ implementagdo de medidas
de prevencdo pessoais, tais como a utilizacdo de repelentes. Juntamente com a
educagao da comunidade, a instalacao de infraestruturas que evitem o armazenamento
de dgua propicio ao desenvolvimento de ovos e larvas, gestdo de residuos solidos e a
implementagdo de medidas legislativas que visem a responsabilizacdo e a criagdo de
incentivos as populac¢des integram programas de erradicagdo dos mosquitos (Achee et

al., 2015; DGS, 2012b; Guzman et al., 2010).

Assim, de uma forma geral, as estratégias de preven¢do e controlo da infegao
por DENV baseam-se em cinco fundamentos, que consistem no controlo do vetor,
vigilancia eficaz da doenca, preparacdo dos servigos de saude, envolvimento de
painéis de peritos e a pesquisa e desenvolvimento de novos métodos de controlo de

vetores (Guzman et al., 2010).

8.1 Aplicacoes no vetor

8.1.1 Métodos quimicos

As técnicas de controlo vetorial fundamentadas em produtos quimicos atuam
em varias fases do ciclo de desenvolvimento do mosquito, desde a fase de larva até a
fase adulta. Estas substancias podem ser adicionadas em aguas armazenadas em
ambientes rurais ou domicilidrios, dado que a 4gua constitui o local de

desenvolvimento destes artropodes (Achee et al., 2015; Guzman et al., 2010).
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Desde 1970, tém sido utilizados varios agentes quimicos nas aguas,
nomeadamente o larvicida organofosforado temefos. Porém, a eficicia contra o
principal vetor transmissor do virus e os potenciais risco de utilizacdo para o Homem
tém sido postos em questdo. Ou seja, ao empregar este larvicida por intervalos de
tempo prolongados, o mosquito 4. aegypti pode desenvolver mecanismos biologicos
de resisténcia ao temefos pelo aumento de esterases inespecificas, inibindo o efeito
inseticida deste organofosforado. Ao mesmo tempo, o mecanismo de acdo nos
mosquitos por inibicdo da acetilcolinesterase encontra-se associado as manifestagdes
clinicas no Homem advidas pela exposi¢do ocupacional, principalmente por via
inalatéria. A semiologia de exposicdo por temefos traduz-se por nduseas, vomitos,
diarreia e em situagdes mais severas, convulsdes, paragem respiratéria € morte
(Santacoloma, Chaves, & Brochero, 2012; Toxicology Data Network, 2010). Outros
inseticidas pertencentes a mesma classe, como € o caso do malatido, que atua na fase
adulta do mosquito, apesar de ser considerado mais seguro em termos de manipulagdo,
tém sido produzidas resisténcias contra este inseticida (Santacoloma et al., 2012).
Outras classes de inseticidas utilizadas na prevencdo e controlo da infe¢do por DENV
consistem nos reguladores de crescimento dos mosquitos, como ¢ o caso do
diflubenzuron, metopreno, piriproxifeno e novaluron; piretroides, como a permetrina e
a deltametrina; carbamatos, como o propoxur; e organoclorados, como o DDT

(Santacoloma et al., 2012; WHO, 2009).

De forma a mitigar a resisténcia aos inseticidas € necessaria a execucdo de
medidas de controlo da sua utilizacao, principalmente em paises endémicos. A rotagao
e moderagdo da utilizagdo destes produtos inseticidas constituem estratégias a adotar
nestas regides. Todavia, estas substancias tém um elevado impacto ambiental em
termos de contaminacao dos solos, lagos, oceanos e do ar, interferindo na qualidade de
determinados alimentos. Consequentemente, a exposi¢ao prolongada a inseticidas
traduz-se em efeitos nocivos para o Homem. Por este motivo, a pesquisa e
desenvolvimento de métodos alternativos que ndo sejam prejudiciais para o ambiente,
como a utilizagdo de métodos bioldgicos, constitui uma necessidade eminente (Aktar,

Sengupta, & Chowdhury, 2009; Santacoloma et al., 2012).
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8.1.2 Métodos biolégicos

O controlo biologico consiste na utilizacdo de técnicas que envolvem a
manipulacdo de predadores e de plantas medicinais como agentes biocidas, inducdo de
alteragdes do comportamento dos vetores € na criagdo de mosquitos estéreis ou inaptos
a transmissao de agentes patogénicos. Estes métodos atuam em diferentes fases do

ciclo de vida dos mosquitos e contribuem para a manuten¢ao da sustentabilidade do

ambiente (Benelli, Jeffries, & Walker, 2016).

Relativamente ao emprego de agentes patogénicos para os artropodes, a
utilizagdo de fungos, bactérias e crustaceos copépodes tem sido considerada como

alternativa aos inseticidas quimicos (Benelli et al., 2016).

De acordo com Bilal et al. (2012), fungos entomopatologicos da espécie
Metarhizium anisopliae demostraram atividade larvicida. Esta espécie ¢ especifica
para o vetor, ndo constituindo uma ameaca para as outras espécies. Ao mesmo tempo,
a sua producdo ndo acarreta riscos ambientais e de manipulagdo, sendo
economicamente rentavel e biodegradavel (Bilal, Hassan, & Khan, 2012). Outra
vantagem da utilizacdo de fungos entomopatoldgicos consiste na menor probabilidade
de aquisicdo de resisténcias por parte dos mosquitos em comparagdo aos inseticidas
quimicos. Este facto ¢ justificado pela produgdo de varias toxinas por parte dos fungos

entomopatoldgicos, o que dificulta o aparecimento de resisténcias nos mosquitos

(Benelli et al., 2016).

Outra estratégia em estudo consiste na utilizagdo da bactéria endossimbidtica
Wolbachia presente em varios artropodes, como A. albopictus, para a inibi¢do da
replicacdo do DENV no mosquito 4. aegypti. Esta técnica, para além de bloquear a
replicagdo viral, permite diminuir o tempo médio de vida de 4. aegypti, alterando a
morfologia das “abas” bucais sugadoras, e a fecundicidade do mesmo. Os artropodes
sdo infetados com Wolbachia em laboratério, e os mosquitos adultos e os ovos
infetados sdo deliberadamente libertados, com o intuito de reduzir ou erradicar
populacdes de A. aegypti. Por consequéncia, a transmissao de varias arboviroses,

incluindo o DENV, diminuia (Iturbe-Ormaetxe et al., 2011; Pang et al., 2017).
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Uma técnica atualmente disponivel no mercado em varios paises da Europa,
incluindo Portugal, reside no uso da bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis
(Bti) como larvicida de A. aegypti e de A. albopictus. Apesar das toxinas libertadas
pela Bti serem eficazes como larvicidas, uma exposicdo prolongada deste agente
biocida incita a produgdo de resisténcias, para além de a sua utilizagdo em locais de
reproducdo de grandes dimensdes ser pouco adequada (Benelli ef al, 2016; DGS,

2012b).

O uso de crusticeos copécodes como larvicidas dos primeiros dois estagios de A.
aegypti consiste noutra técnica utilizada. Apesar de esta metodologia ser eficaz,
necessita de instalagdes e especialistas que proporcionem condi¢des adequadas a
producdo em massa, bem como de individuos responsaveis pela manutengdo e
reintroducdo destes copécodes nos locais de desenvolvimento larvar (Achee et al.,

2015; Guzman et al., 2010).

8.2  Aplicacdes para o Homem

8.2.1 Vacinacao

Em dezembro de 2015, no México, foi licenciada a primeira vacina contra o
DENV, Dengvaxia®, desenvolvida pelo laboratério Sanofi Pasteur. A Dengvaxia®
consiste numa vacina viva atenuada, quimérica, tetravalente e produzida por

tecnologia de ADN recombinante (Sanofi Pasteur, 2016).

A imunoprote¢do conferida por esta vacina ¢ devida a combinagdo entre os antigénios
dos serotipos 1, 2, 3 e 4 do virus e a estirpe utilizada na vacina viva atenuada do virus
da febre amarela (YF-17D). Ou seja, cada serotipo recombinante do DENV ¢ obtido
através da substituicdo dos genes que codificam para a prM e E existentes no genoma
da estirpe da vacina YF-17D pelos genes correspondentes dos serotipos 1, 2, 3 e 4 wild
type, permitindo, desta forma, a formagdo de particulas virais vivas atenuadas

quiméricas (Nolan ef al., 2016; Sanofi Pasteur, 2016).

A Dengvaxia® tem indicagio terapéutica para individuos com idades compreendidas

entre 0os 9 e os 45 ou 60 anos de idade, pendente da obtengdo da autorizagdo de
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introducao no mercado, e que habitem regides endémicas do DENV. O regime de
administracdo € constituido por trés doses de 0,5 ml, administradas de 6 em 6 meses
por via subcutdnea. Atualmente, a Dengvaxia® encontra-se registada em mais 18
paises, pertencentes a América Central ¢ do Sul, Sudeste Asiatico, Ilhas do Sul do

Pacifico e Australia (Nolan et al., 2016; Sanofi Pasteur, 2016, s.d.).

Apesar de esta vacina conferir imunidade parcial contra os serotipos 1 a 4 do
virus, permite que a incidéncia de casos de dengue grave e de hospitaliza¢des diminua
substancialmente,e, por consequéncia, reduza os custos associados aos sistemas de
saude e a carga global da doenca. Contudo, como referido anteriormente, nio ¢
unicamente a vacinagao que contribui para a diminui¢do da transmissao do virus. Para
atingir este objetivo, ¢ necessario um esfor¢o conjunto entre os varios intervenientes
na articulag@o entre as metodologias de controlo dos vetores e da vacinagao (Nolan et

al., 2016; Pang et al., 2017; Sanofi Pasteur, 2016).

8.2.2 Protecao individual e de habitacao

De entre as varias medidas existentes ao nivel da protecdo individual, a
utilizacdo de roupas de manga comprida, calgas e calcado fechado constituem a
metodologia mais simples para mitigar a picada dos vetores transmissores do DENV,
principalmente em surtos epidémicos. Esta técnica pode ser colmatada com a
aplicacdo de repelentes na roupa ou nas areas expostas do corpo como N,N-dietil-
meta-toluamida (DEET), etilbutilacetilaminoproprionato (IR 3535"), icaridina, para-
metano-3,8-diol ou 2-undecanona (CDC, 2017a; Instituto de Higiene e Medicina
Tropical, s.d.; WHO, 2009).

Dos varios repelentes acima mencionados, o DEET, repelente de origem
quimica, ¢ considerado um padrdo por exceléncia devido ao facto de ser considerado
relativamente seguro para a populacdo em geral, pouco volatil, o que permite
prolongar o tempo de prote¢do, e eficaz, uma vez que para além de manter os
artropodes afastados do local de picada, isto €, atuar como repelente espacial, ¢
também um repelente por contacto pela acdo ao nivel do sistema gustativo dos
mesmos (Leal, 2014). De forma a surtir o efeito desejavel, € aconselhdvel a aplicacao
de repelentes que contenham um teor de DEET entre 20 a 35% no caso dos adultos e

de 10% para criancas, sendo que o uso deste repelente ¢ contraindicado em criangas
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com idade inferior a 2 anos. A titulo de exemplo, existem varios repelentes a base de
DEET no mercado, como ¢ o caso da gama PREVIPIQ®, comercializada em Portugal
pelo Grupo Medinfar, que confere entre 6 a 12 horas de prote¢do da picada de
mosquitos do género Aedes consoante a apresentagdo e concentragdo de DEET
existente. No entanto, caso o seu emprego se efetue em ambiente tropical, ¢
recomendavel a sua renovag¢do a cada quatro horas, devido ao risco acrescido de
transmissdo de doencas por vetores. Esta recomendagdo ¢ também extensivel aos
outros repelentes (CDC, 2017a; Grupo Medinfar, 2017; Instituto de Higiene e
Medicina Tropical, s.d.).

Este repelente, a semelhanga dos anteriormente referidos, ndo deve ser aplicado em
mucosas, zonas sensibilizadas da pele ou dos olhos. No caso especifico do DEET, esta
exposicdo encontra-se associada ao desenvolvimento de dermatite de contacto,
exacerbagdes de dermatite seborreica ou de acne vulgaris e de conjuntivite. Para além
destes efeitos indesejaveis, este repelente apresenta um odor caracteristico semelhante
a amonia, sendo considerado um caracter organoléptico pouco apelativo para a sua
utilizacao (Pubchem, s.d.b).

Em contraste com o DEET, o IR 3535®, comercializado pela Merck KGaA,
consiste num repelente cuja estrutura quimica ¢ baseada num [-aminoécido,
denominado B-alanina, sendo considerado um biopesticida repelente odorante. Pode
ser utilizado a partir dos 6 meses de idade e confere proteg¢do até 8 horas consoante a
concentracdo utilizada na formulagdo, que apresenta um teor de 10% ou 20%. Tem
também indicagdo para uso veterindrio, mas para teores entre os 10% e os 30%
(Iberoquimica magistral, 2016).

A icaridina, também conhecida por picaridina, consiste num repelente
piperidinico reproduzido por sintese quimica cuja molécula se assemelha a piperina,
composto ativo existente em plantas do género Piper. Apesar de uma exposi¢ao
prolongada a este repelente estar associada a ocorréncia de dermatite de contacto e de
eritema, ¢ considerada uma alternativa vidvel em individuos alérgicos ao DEET.
Consoante o grupo etario do individuo, aplicam-se teores de icaridina diferentes, isto
¢, em adultos recomenda-se a utilizagdo de 20% de icaridina, ao passo que em criangas
aconselha-se 10% (Gervais, Wegner, Luukinen, Buhl, & Stone, 2009; Instituto de
Higiene e Medicina Tropical, s.d.; Pubchem, s.d.a).

Quanto ao para-metano-3,8-diol e ao 2-undecanona, que apenas podem ser

utilizados em criangas a partir dos 3 anos de idade, por serem repelentes de origem
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vegetal serdo retratados no capitulo a seguir (CDC, 2017a; Witting-bissinger et al.,
2008).

Relativamente a medidas a empregar em ambiente doméstico, destacam-se a
utilizacao de objetos impregnados com inseticidas e de armadilhas para os ovos dos
mosquitos. No primeiro caso usam-se inseticidas como a permetrina ou a deltametrina
em curtinas, redes mosquiteiras (de preferéncia colocadas nas portas, janelas e em
camas) € no proprio vestuario. No segundo caso, usam-se preferencialmente
armadilhas impregnadas com inseticidas no local de deposi¢ao dos ovos dos
mosquitos, que tém como vantagens serem de aplicagdo simplificada, especificas e
efetivas contra os vetores transmissores do DENV e ainda a possibilidade de
conjugacdo com metodologias quimicas ou bioldgicas (Instituto de Higiene e

Medicina Tropical, s.d.; WHO, 2009).
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9. FITOTERAPIA COMO TRATAMENTO E PROFILAXIA

A Fitoterapia consiste no tratamento de doengas transmissiveis € nao
transmissiveis através da selecdo de plantas, de acordo com as subtancias ativas
constituintes, com posterior cultivo nas condi¢des adequadas e colheita quando
apresentam o teor maximo possivel desses compostos (Proenga da Cunha, José
Teixeira, Pereira da Silva, & Rodrigues Roque, 2010). O atual conhecimento sobre o
valor terapéutico das plantas advém da jungdo entre a inventariagdo dos procedimentos
tradicionais da preparacdo e administracdo de medicamentos a base de plantas para
tratamento de doengas em populacdes indigenas, estudos fitoquimicos e
farmacoldgicos baseados em ensaios de atividade bioldgica in vitro, in vivo em
animais e ensaios clinicos em humanos. (Teixeira Gomes, 2005).

Desta forma, a partir de investigagdes etnobotanicas e etnofarmacologicas,
identificaram-se varias plantas medicinais com potencial para o desenvolvimento de
terapéuticas paliativas e curativas contra o DENV, bem como varias medidas de
combate aos vetores, nomeadamente a utilizacdo de repelentes (Abd Kadir e al.,

2013;Mehboob et al., 2015).

9.1 Plantas medicinais com principal relevincia em fitoterapia como tratamento e

profilaxia para a infe¢cdo por DENV

Através da pesquisa de artigos cientificos nas bases de dados anteriormente
referidas, selecionaram-se varias plantas medicinais de acordo com o seu grau de
pertinéncia para o tema apresentado, isto €, se existem sob forma de medicamento ou
ndo, se possuem inovagdes terapéuticas relevantes patenteadas ou se contribuem para a

prevencao da infecao por DENV.

9.1.1 Cissampelos pareira Linn

Cissampelos pareira Linn, de nome comum Abuta ou “folha de veludo”,
pertence a familia Menispermaceae, € ¢ uma planta trepadeira delgada (Shah, Qureshi,
Gupta, Upmanyu, & Chauhan, 2017). Encontra-se distribuida por varias regides do
globo, principalmente nas florestas tropicais e subtropicais da Asia, América Central e

do Sul e Africa. Na medicina tradicional indiana, no ramo Ayurveda, apesar de C.
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pareira L. ndo ser mencionada como tratamento especifico da febre do dengue, ¢
considerada como tendo propriedades analgésicas e antipiréticas, que sdo benéficas na
terapéutica paliativa da infecdo por DENV (Shah et al., 2017). Esta planta medicinal &
ainda tradicionalmente utilizada noutras partes do globo, nomeadamente no Brasil,
como analgésico por via oral, a partir da decoccdo das folhas e caules (Amresh,

Zeashan, Rao, & Singh, 2007).

Desta forma, através da caracterizagdo fitoquimica das partes aérias, isto €, dos frutos,
flores, sementes, folhas e caules, surgiram varios estudos para investigar a atividade
dos compostos ativos desta planta na infe¢ao por DENV. As partes aérias desta planta
medicinal possuem as acdes acima referidas devido a existéncia do dimero de
chalcona-flavona, denominado cissampeloflavona, e pelos alcaldides nuciferina,
bulbocarpina, corituberina, laudanosina e cloridrato de magniflorina (Shah et al.,
2017). A Figura 12 ilustra alguns constituintes das partes aérias de C. pareira L., tais

como folhas, frutos e caule.

Figura 12: Representagdo dos frutos, folhas e caules de C. pareira L.

(Retirado de: Pakistan Agricultural Research Council, 2016)

Bhatnagar et al. (2012) patenteou a atividade antiviral de extratos metandlico,
hidroalcoolico e aquoso de partes aérias de C. pareira L. na infe¢do por DENV. A
experiéncia consistia na avaliagdo antivirica de extratos metanoélico, hidroalcodlico e
aquoso a partir de trés ensaios sequenciais distintos- ensaio de neutralizagdo por
redugdo em placas (PRNT) convencional, PRNT modificado e redug¢do da carga viral

(Patente Europeia N.° 2389184 B1, 2012).
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No PRNT convencional, os resultados foram expressos em 50% de diminui¢do do
numero de placas contadas, utilizando como referéncia o niimero de placas formadas
pelo virus na auséncia dos extratos vegetais (PRNTsg). Dos trés extratos vegetais, o
que demonstrou um PRNT5, inferior foi o extrato metanolico (1,2-11,1 pg/ml), o que
indica que ¢ o melhor extrato capaz de bloquear a entrada dos virus nas células

susceptiveis (Patente Europeia N.° 2389184 B1, 2012).

No PRNT modificado, em semelhanc¢a aos resultados anteriores, o extrato metandlico
apresentou um PRNTsg inferior (78-125 pg/ml), o que demonstra a capacidade em

inibir virus dentro da célula alvo (Patente Europeia N.° 2389184 B1, 2012).

Na reducdo da carga viral, os resultados foram expressos em redu¢do de logaritmo
(log) nas diferentes fases de amostragem, confrontando-os com as concentragdes de
extratos e comparando-os com o controlo positivo. Em conformidade com os
resultados obtidos nos ensaios anteriores, o extrato metandlico demonstrou uma
atividade antivirica eficaz pela reducao de 2 log no dia 3 a 66,66 pg/ml, e pela reducao
entre 1-1,5 log no dia 6 com as concentracdes 2,46 pg/ml e 7,4 pg/ml (Patente

Europeia N.° 2389184 B1, 2012).

Desta forma, Bhatnagar et al. (2012) comprovou o potencial do extrato metanolico
como antivirico. Atualmente esta patente encontra-se registada na Europa, China e
Estados Unidos da América (Patente Europeia N.° 2389184 B1, 2012, Patente Chinesa
N.°102361644 B, 2014, Patente Norte Americana N.° 9707261 B2, 2017).

Sood et al. (2015), a partir da constatacdo da patente anteriormente referida,
investigou varias propriedades do extrato metandlico de C. pareira L. (extrato Cipa), a
fim de desenvolver um potencial medicamento que abrangesse uma terapéutica

paliativa e curativa simultanea.

Para averiguar se existia alguma época do ano que fosse mais adequada para a
aquisicdo de C. pareira L., foram colhidas varias amostras desta planta medicinal em
diferentes meses do ano de 4 regides da India. Posteriormente procedeu-se a extragdo
metandlica e fraccionamento da mesma em cinco fracdes distintas- hexano,

cloroféormio, diclorometano, etil acetato e acetona. Apds a determinagdo dos meses de
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ano mais apropriados para colheita, determinou-se se haveria alguma variacao entre as
plantas medicinais das 4 regides nos meses do ano anteriormente determinados (Sood

etal., 2015).

Assim, a andlise inicial do extrato e fragdes demonstrou que as plantas medicinais
colhidas entre os meses de abril a setembro apresentavam uma atividade antivirica
mais pronunciada. A partir desta informacdo, ao avaliar as plantas medicinais das
diferentes regides colhidas entre abril e setembro, ndo se constataram diferencas na

atividade antiviral (Sood et al., 2015).

Relativamente a acdo anti-DENV do extrato Cipa e das respetivas frac¢des, apesar do
fracionamento do extrato metabolico ter resultado numa atividade antivirica superior,
traduzida por valores de concentragdo maxima inibitoria para cada extrato e fragdo
necessaria para inibir 50% da infe¢do viral (ICsp) inferiores (1,02-6,42 pg/ml vs 7,12-
21,38 pg/ml), o rendimento das fragdes foi inferior ao do extrato Cipa (0,22-3,44% vs
5,96-13,2%) (Sood et al., 2015).

A cinética de inibi¢ao do extrato Cipa foi estudada a partir de células Vero
previamente expostas ao serotipo 3 do virus e sem pré incubagdo com o extrato Cipa.
Os resultados indicaram que a inibi¢do da secre¢do do antigénio NSI ¢ dose-
dependente, uma vez que no 4° dia p6s infecao doses baixas do extrato (22 e 66 pg/ml)
inibiram a sintese de NS1, enquanto doses elevadas (200 ug/ml) mostraram-se eficazes
no 2° dia pods infe¢do. A reducdo da carga viral, a semelhanga da inibi¢ao da secrecao

do antigénio NS1, ¢ igualmente dose-dependente (Sood ef al., 2015).

Para o estudo da eficacia in vivo do extrato Cipa, administrou-se por via
intraperitoneal 10° UFP/0,4 ml de DENV-2 em ratinhos AG129 para determinacao da
dose minima letal (DML), isto €, a dose necessaria para desencadear manifestagoes
clinicas e mais de 90% de 6bitos em 3 a 4 semanas apos administragdo. Seguidamente,
os ratinhos AGI129 foram divididos em trés grupos de 6 elementos, onde se
administrou por via oral 0,25% de metilcelulose, 125mg/kg ou 250mg/kg de extrato
Cipa sem metanol. O tratamento fora iniciado 2 horas apds infe¢do e a posologia
consistiu em tomas de 12 em 12 horas durante 5 dias, sendo os ratinhos AG129

monitorizados por um periodo de 35 dias (Sood et al., 2015).
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A administracao intraperitoneal revelou-se letal nos ratinhos AG129, em média, 25
dias apds infecdo em todos os grupos. No entanto, o tempo médio de sobrevivéncia
verificado nos varios grupos revelou-se ser dose-dependente. Ou seja, no grupo onde
se administrou 125 mg/kg de extrato Cipa sem metanol, sobreviveram 3 ratinhos e o
tempo médio de sobrevivéncia fora de 28 dias, enquanto no grupo que recebera a
maior dose, 4 ratinhos sobreviveram e o tempo médio de sobrevivéncia fora superior a
30 dias. Com estes resultados é possivel corroborar que o extrato Cipa exerce um
efeito protetor na infe¢ao por DENV, podendo ser aumentado se se extender o tempo

de tratamento (Sood et al., 2015).

Devido ao facto de que no tratamento convencional na infecdo por DENV ¢
administrado Paracetamol, Sood et al. (2015) examinou se haveria alguma interacao
entre esta substincia ativa e o extrato Cipa. Num ensaio PRNT in vitro, em células
LLCMKZ2, constatou-se que a medida que a concentragdo de extrato Cipa aumentava,
até 50 pg/ml, os efeitos inibitorios sobre o DENV-3 eram mais evidentes, onde se
obteve um ICsy de 6,1 pg/ml. Com a adi¢do até 100 pg/ml de Paracetamol, ndo se
verificou nenhuma interacdo entre esta substincia ativa e o extrato Cipa. Isto ¢, o
Paracetamol ndo atuava nem como antagonista nem como potenciador do efeito
inibitorio do extrato Cipa, mesmo com a obten¢do de um ICsy de 8,5 pg/ml com a
adigdo de 100 pg/ml desta substancia ativa. De forma a consolidar o significado destes
resultados, comparou-se a contagem do niimero de placas na presenca de Paracetamol
a 100 pg/ml com DENV-3 e apenas na presenca de DENV-3. Verificou-se que no
primeiro caso eram 45+4 e no segundo 4343. Ja no ensaio in vivo, com ratinhos Wistar
piréticos, observou-se que a administragdo concomitante de extrato Cipa com
Paracetamol exercia um efeito sinérgico no tratamento da febre (Sood et al., 2015).

Neste estudo fora efetuada uma analise sobre o efeito do extrato Cipa em
eritrocitos e plaquetas, justificado pelas manifestacdes hemorrdgicas caracteristicas da
patologia em questdo. Apds ensaios ex vivo e in vivo constatou-se que o extrato Cipa
até 4 horas apds exposi¢do ndo exercia nenhum efeito indesejavel sobre o numero de
plaquetas e eritrocitos (Sood ef al., 2015).

Outro parametro avaliado consistiu em avaliar se o extrato Cipa influenciava a
secrecdo de citoquinas inflamatorias, responsaveis pelo aumento da permeabilidade
vascular e consequentemente pelos episdédios hemorragicos. Em células fagocitérias

mononucleares humanas isoladas a partir de amostras séricas, a produgdo de
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citoquinas inflamatoérias fora instigada pela introducao de lipopolissacaridos de uma
estirpe de Escherichia coli. A secrecdo de TNF-a e de interleucina-1f fora suprimida
com ICsopde 6,1 pg/ml e 5,7 ng/ml de extrato Cipa, respetivamente, o que demonstra a
sua atividade anti inflamatoéria (Sood et al., 2015).

ApoOs este ensaio, procedeu-se a avaliagdo da citotoxidade do extrato Cipa em duas
linhagens celulares, LLCMK2 e HepG2. Os resultados foram expressos na
concentragdo maxima citotoxica de extrato vegetal necessaria para inviabilizar 50%
das células em estudo (CCsp). No caso da linhagem celular HepG2 obteve-se um valor
de 78,9 pg/ml e para as células LLCMK2 superior a 200 pg/ml. Ao comparar com o
ensaio anterior ¢ com a verificagdo da sinergia do extrato Cipa com Paracetamol, os
valores de ICsy determinados eram inferiores aos valores de CCsj, 0 que demonstra
que o extrato Cipa exerce um efeito anti inflamatorio e antipirético sem efeitos

citotoxicos (Sood et al., 2015).

Por ultimo realizou-se um ensaio toxicoldgico para avaliacdo de efeitos adversos
do extrato Cipa em trés grupos de 5 ratos Wistar adultos. Antes e apds o ensaio
monitorizaram-se parametros hematologicos, como hemoglobina, contagem de
eritrocitos, leucocitos e plaquetas e hematdcrito, e bioquimicos, como testes de funcdo
hepatica, ureia, creatinina sérica e glicemia. Os resultados da analise toxicoldgica
indicaram que at¢ 2000 mg/kg de extrato Cipa ndo foram verificadas alteragdes
significativas destes parametros em compara¢do com o grupo de administracdo de

excipiente (Sood et al., 2015).

Tendo em consideragdo as multiplas atividades do extrato Cipa acima referidas,
pode-se inferir que esta planta medicinal demonstra potencial para um futuro
desenvolvimento de um medicamento a base de plantas, com uma formulacao
devidamente estandardizada. Por este motivo, Bhatnagar er al. (2017) requiriu uma
patente de uma formulagdo de extrato metandlico de partes aérias e Paracetamol que se
encontra em fase de aprovacdo pela Organizacao Mundial de Propriedade Intelectual

(WO 2017/103688 A1, 2017).
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9.1.2 Lycopersicon hirsutum Dunal

Lycopersicon hirsutum Dunal (Figura 13), da familia Solanaceae, ¢ uma
espécie selvagem de tomate proveniente da regido dos Andes, Peru e Equador, com
preferéncia para habitats humidos (Blancard, 2013). Apesar de esta planta ser utilizada
tradicionalmente pelas populacdes aborigenes do sul do Equador e do norte do Peru
para situagdes de panico, através da preparacao de uma pasta para uso topico com a
planta inteira fresca ou seca, constatou-se também que a mesma possuia um
mecanismo de prote¢do contra insetos herbivoros (Bussmann, Glenn, & Sharon, 2010;
Witting-bissinger et al., 2008). Devido a esta constatacdo, ao analisar os tricomas
glandulares das folhas e caule e os respetivos compostos secretados, verificou-se que a
existéncia de uma metil cetona, denominada 2-undecanona, ¢ responsavel pela
protegdo acima referida (Kennedy, 2003). Por este motivo, desenvolveu-se um
repelente para uso topico nos humanos, aprovado pela Agéncia de Protecdo do
Ambiente dos Estados Unidos da América (EPA) - BioUD® (HOMS LLC, Clayton,
NC), doseado em 7,75% de 2-undecanona (Kennedy, 2003; The Plant List, 2013b;
Witting-bissinger ef al., 2008).

Figura 13: Representagdo dos frutos de Lycopersicon hirsutum Dunal - 1 e 2- em comparagdo com o

fruto de tomate de cultivo (Lycopersicon esculentum Mill) - 3. (Adaptada de: Blancard, 2013).

Segundo a EPA, em estudos de toxicologia, uma determinada substancia pode
ser classificada em quatro categorias, de I a IV, sendo a tltima utilizada para qualficar
compostos muito pouco tdxicos e a primeira para o oposto. No caso do repelente
BioUD®, ¢ classificado como pertencendo a categoria IV em termos de toxicidade
aguda via oral e inalatoria, apresentando um valor de LDs( superior a 5000 mg/kg e a

5,43 mg/l em ratos, respetivamente. Quanto a toxicidade dermatologica, demonstrou a

75



INFECAO POR VIRUS DENGUE: FITOTERAPIA COMO TRATAMENTO E PROFILAXIA

existéncia de prurido 72 horas ap6s aplicagdo em coelhos e um valor de LDsy em ratos
superior a 2000 mg/kg, sendo classificado na categoria III. No caso de efeitos
indesejaveis via oftalmoldgica, fora detetada uma ligeira irritacdo reversivel em 7 dias

em coelhos (United States Environmental Protection Agency, 2012).

Devido ao facto de este repelente, a semelhanga dos anteriormente referidos, se
destinar a aplicacdo via tdpica na pele, efetuou-se um estudo de toxicidade durante 21
dias em coelhos, com quatro dosagens diferentes de 0, 30, 100 e 300 mg/kg aplicadas
diariamente. Verificou-se que a dosagem sem efeitos observaveis (NOEL) em termos
de prurido era de 100 mg/kg/dia e a dosagem minima para despoletar efeitos
observaveis (LOEL) para irritagdo moderada a severa era superior a 300 mg/kg/dia. O
repelente BioUD® ndo apresentou ainda toxicidade mutagénica, teratogénica e

maternal (United States Environmental Protection Agency, 2012).

Para aferiguar a eficcia do repelente BioUD®™, Witting-Bissinger ez. al (2008),
comparou este repelente com duas formulagdes de 7% e de 15% de DEET contra os
mosquitos 4. aegypti e A. albopictus durante um intervalo de tempo entre 1 a 6 horas
através de testes de contacto entre os mosquitos € os voluntarios em condi¢des
laboratoriais (arm-in-cage tests). Os ensaios foram repetidos seis vezes utilizando
quatro voluntarios Constatou-se que o repelente BioUD® ¢ igualmente eficaz a
formula¢do de 7% de DEET tanto contra A. aegypti (p= 0,84) como contra A.
albopictus (p= 0,10). Porém, ao confrontar com a formulagdo de 15% de DEET, o
repelente BioUD® apenas demonstrou uma eficicia semelhante na presenga de A.
albopictus (p= 0,10), sendo menos eficaz no ensaio com 4. aegypti (p= 0,002)
(Witting-bissinger et al., 2008).

9.1.3 Corymbia citriodora (Hook.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson

Corymbia citriodora (Hook.) K.D.Hill & L.A.S.Johnson, da familia Myrtaceae
e de nome comum eucalipto limao, ¢ uma planta com dimensdes compreendidas entre
0s 25 a 40 metros de altura (Carroll & Loye, 2006; Kew Royal Botanic Gardens,

2017). Existe em varios paises, como Quénia, Estados Unidos da América, Reptblica
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Dominicana e China. Apesar de esta planta ser nativa das regides de New South Wales
e Queensland, Australia, na medicina tradicional chinesa, o 6leo essencial das folhas ¢
utilizado como repelente de mosquitos. Por este motivo, durante a década de 60 na
China, constatou-se que apos a realiza¢do da hidrodestilagdo dos 6leos essenciais das
folhas, o produto remanescente era mais eficaz como repelente de mosquitos do que o

oleo essencial (Kew Royal Botanic Gardens, 2017; Lorenz, Maia, & Moore, 2013).

Esta evidéncia deve-se ao facto do processo referido provocar um aumento do teor do
monoterpeno para-metano-3,8-diol (PMD) em relagdo ao 6leo essencial, que contém
entre 1 a 2% de PMD. A titulo de exemplo, para demonstrar a diferenca de teores entre
as duas formulagdes, retrata-se o caso do Citriodol®, repelente que se encontra
disponivel nos Estados Unidos da América e em avaliacdo pela Agéncia Europeia dos
Produtos Quimicos, € que contém um teor de PMD de 64% (Carroll & Loye, 2006;
Citrefine International LTD, 2017; The Plant List, 2013a). A Figura 14 ilustra as
folhas de C. citriodora (Hook) K.D.Hill & L.A.S.Johnson.

Figura 14: Folhas de C. citriodora (Hook) K.D.Hill & L.A.S.Johnson. (Retirado de: Kew Royal
Botanic Gardens, 2017)

De acordo com a EPA, esta substincia ativa ¢ classificada na categoria IV
quanto a toxicidade aguda via oral e cutanea, apresentando um LDsy acima de 5000
mg/kg em ratos e coelhos, respetivamente. No entanto, ¢ categorizada na categoria |
relativamente a toxicidade oftalmolodgica, caso ndo seja devidamente tratado, podendo
provocar danos corrosivos ao nivel da coérnea. Para averiguar possiveis efeitos
indesejaveis com a aplicagdo a longo prazo, Rush (1997) efetuou um estudo de
toxicidade durante 90 dias com PMD a 98,3% em 30 ratos Sprague-Dawley com trés
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doses diferentes de 0, 1000 e 3000 mg/kg durante 6 horas por dia. Constatou-se que a
dose sem efeitos adversos observaveis (NOAEL) era de 1000 mg/kg/dia e que a dose
minima para despoletar efeitos adversos (LOAEL) era de 3000 mg/kg/dia, onde se
observou eritema, edema, escara ¢ acantose (United States Environmental Protection

Agency, 2000).

Com o intuito de investigar a eficicia do PMD, Carrol & Loye (2006)
compararam a eficacia de quatro repelentes, que consistiam em 20% PMD, 10% PMD,
10% DEET e 30% DEET, contra o mosquito 4. aegypti em 10 voluntarios no total. De
todos os individuos, 9 estiveram sujeitos a primeira formulagdo, 8 a segunda
formulagdo, 1 com a terceira, 1 com a quarta e 1 como controlo negativo. O ensaio
consistia em estar em contacto com o mosquito (arm-in-cage tests) durante 1 minuto,
com intervalos de 30 minutos durante 8 horas. Constatou-se que para a formulagao de
20% PMD, o tempo de protecdo completo superou 5 horas, para a de 10% PMD fora
inferior a 2 horas, para a de 10% DEET fora de 2 horas e para a de 30% DEET 8
horas. Ao mesmo tempo, verificou-se ainda que a redugdo da frequéncia de picadas
entre a formulacao de 20% PMD e de 30% DEET foram idénticas, em 99%, mas
durante um curto periodo de tempo (Carroll & Loye, 2006).
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Esta dissertagdo apresenta um panorama geral da infecdo por virus dengue,
desde o seu surgimento até as medidas de combate atualmente disponiveis, expondo
como método alternativo ao tratamento e profilaxias convencionais a utilizagdo da
fitoterapia ou de novos medicamentos de origem vegetal.

Atualmente, a doenga provocada por DENV ¢ considerada uma epidemia
classica do século XXI, uma vez que ¢ transmitida por mosquitos adaptaveis a
metropoles de grandes dimensdes, ¢ influenciada pelas alteracdes climaticas que
estimulam o desenvolvimento dos vetores e dissemina-se através da globalizacdo. Por
consequéncia, a propagagao do virus para paises nao afetados, tornando-os endémicos,
constitui um cenario contemporaneo.

De forma a mitigar ou eliminar a dissemina¢do dos vetores e do virus, torna-se
necessaria uma caracterizacdo detalhada de ambos os fatores contribuintes para a
doenga em causa.

No caso dos vetores, em termos de ecologia e comportamento, o conhecimento
do habitat preferencial, que se traduz em regides quentes, humidas e chuvosas, e dos
focos reprodutivos das espécies, que consistem em reservatorios de dgua estagnada,
permitiram a implementa¢do de medidas de controlo quimicas e bioldgicas. Contudo,
principalmente devido ao desenvolvimento de resisténcias por parte dos artropodes aos
métodos quimicos, técnica mais utilizada em paises endémicos, a erradicagdo dos
mosquitos permanece um objetivo dificil de alcancar. Em acréscimo, uma vez que a
maioria destes paises contém escassos recursos humanos especializados e financeiros e
sdo sobrepopulados, a criagdo de medidas educativas que permitam o controlo dos
vetores e a eliminagdo dos focos reprodutivos ¢ essencial.

Quanto ao virus, a descri¢do da sua estrutura, metodologias de entrada e
replicacdo na célula hospedeira e patogénese constituem fontes de interesse para um
potencial desenvolvimento de terapéuticas antiviricas.

Pelos motivos anteriormente referidos, uma das estratégias para colmatar este
paradigma consiste na aplicagdo de plantas medicinais, cujos compostos ativos sao
detentores de inumeras atividades benéficas para a criacdo de estratégias antiviricas,
de terapéuticas paliativas e de medidas de controlo dos vetores.

Das varias plantas medicinais retratadas nesta dissertacdo, a que demonstra

maior potencial para o desenvolvimento de um medicamento antivirico € Cissampelos
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pareira Linn. O extrato metanolico das partes aérias desta planta medicinal, que
contém na sua constitui¢ao cissampeloflavona e varios alcaldides, possui propriedades
antiviricas como inibidor da entrada do virus, da replicacao viral e da secre¢ao da
NSI. A redugdo simultanea da carga viral e da producdo da NS1 permite mitigar o
grau de infecdo ao mesmo tempo que previne o aparecimento de derrame vascular, por
inibi¢cdo da lise celular e da libertacdo de citoquinas inflamatorias. Ao inibir a secre¢do
de citoquinas inflamatorias, o extrato metandlico exerce uma agao anti inflamatoria e
antipirética. A ultima agdo farmacologica ¢ ainda potenciada na presenca de
Paracetamol, o que demonstra o potencial terapéutico da associacdo entre esta
substancia ativa e o extrato metanolico. Em concomitincia com as caracteristicas
anteriormente referidas, o extrato metandlico ndo apresenta toxicidade hematologica,
renal e hepatica. Assim, a associacdo entre o extrato metanolico de C. pareira L. e
Paracetamol constitui um potencial candidato a ensaios pré clinicos e clinicos. No
entanto, para formular um medicamento a base de plantas estandartizado, ¢ necessaria
uma caracterizagdo mais aprofundada dos compostos ativos constituintes do extrato

metanolico.

Para a atividade repelente existem varias opcdes baseadas em plantas, sendo a
que apresenta melhores resultados consiste na Corymbia citriodora (Hook.) K.D.Hill
& L.A.S.Johnson, uma vez que o composto ativo existente, PMD, apresenta uma
eficacia satisfatoria face ao padrao de exceléncia dos repelentes, o DEET, para além de

que acarreta menos riscos aquando da sua aplicagao.

Desta forma, a necessidade de pesquisar e desenvolver formulagdes que nao

acarretem risco de utilizagdo para o Homem e para o ambiente € urgente.

Em suma, a pesquisa e desenvolvimento de novas estratégias antiviricas e
antivetoriais em fitoterapia e fitoquimica ¢ uma area em crescimento, que num futuro
proximo podera providenciar novas estratégias de combate a infe¢do por DENV para

além das medidas existentes.
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