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RESUMO

A dengue é uma doenca infecciosa causada por um arbovirus pertencente ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae. O virus dengue € transmitido por artrépodes,
especificamente por mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus.
Existem quatro sorotipos diferentes do virus da dengue: DENV-1, DENV-2, DENV-3
e DENV-4, que estdo presentes principalmente em areas tropicais e subtropicais do
mundo, inclusive no Brasil. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, mais de 50
milhdes de pessoas se infectam por ano em mais de 100 paises do mundo. Dessa
forma, a infeccdo por dengue é considerada um importante problema de saude
publica mundial. O objetivo deste estudo foi analisar o perfil epidemiolégico e os
sorotipos circulantes da dengue no estado da Paraiba, no periodo de 2012 a 2015.
Um estudo descritivo foi realizado, a partir de dados secundérios registrados, no
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdes (SINAN), da Paraiba. Esses
dados foram fornecidos pela secretaria estadual de saude. Os casos notificados
foram analisados em diversos parametros como género, faixa etéria, sorotipo do
virus envolvido, meses de notificacdo, classificacao clinica e evolu¢cdo da doenca.
De 2012 a 2015 na Paraiba foram notificados 65.928 casos suspeitos de dengue,
dos quais 49,36% (32.545) foram confirmados. O ano de 2015 registrou 0 maior
namero de casos suspeitos (29.227) dos quais 45,9% (13.416) foram confirmados.
Os meses de maior notificacdo da doenca foram no primeiro semestre do ano, com
maior incidéncia entre os meses de abril e maio. A classificagcdo predominante foi
febre da dengue/dengue sem sinais de alarme, equivalente a 98,2% dos casos.
Houve, em todos os anos, predominancia da infeccdo no sexo feminino e em
individuos de faixa etaria de 15 a 34 anos. Observou-se também que 98% dos
individuos confirmados com algum sorotipo de dengue evoluiram para a cura. Em
2013 e 2014, ocorreu a co-circulacéo dos 4 sorotipos DENV na Paraiba. O sorotipo
DENV-1 foi predominante de 2012 a 2015. Nossos resultados evidenciam o0s
sorotipos circulantes no estado, assim como caracterizam o perfil de ocorréncia da

dengue na Paraiba.

Palavras-chave: Arboviroses. Sorotipos DENV. Paraiba.



ABSTRACT

Dengue is an infectious disease caused by an arboviruses belonging to the genus
Flavivirus, family Flaviviridae. Dengue virus is transmitted by arthropods, specifically
by mosquitoes of the species Aedes aegypti and Aedes albopictus. There are four
different serotypes of dengue virus: DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4, which
are present mainly in tropical and subtropical areas of the world, including Brazil.
According to the World Health Organization, over 50 million people are infected each
year in more than 100 countries worldwide. Therefore, dengue infection is considered
an important public health problem worldwide. The purpose of this study was to
analyze the epidemiological profile and co-circulating serotypes of dengue in the
state of Paraiba, between the years 2012 to 2015. A descriptive study was conducted
from secondary data recorded by SINAN, National System for Notifiable Diseases.
These data were provided by the State Health Department of Paraiba. Reported
cases were analyzed on various parameters such as gender, age, virus serotype,
months of notification, clinical status and disease progression. Between 2012 to 2015
in Paraiba were reported 65,928 suspected cases of dengue, of which 49,36%
(32.545) were confirmed. 2015 presented the highest number of suspected cases
(29.227), however merely 45,9% (13.416) were confirmed. Disease months of
notification were higher in the first half of the year, with the highest incidence
between April and May. The predominant classification was classic dengue/dengue
without warning signs, equivalent to 98% of cases. There was, in all of these years,
prevalence of infection in women and in individuals aged between 15-34 years. It
was also observed that 98% of subjects with a confirmed dengue serotype evolved to
the cure. In 2013 and 2014, occurred co-circulation of all four DENV serotypes in
Paraiba. DENV-1 serotype was predominant throughout all years studied. Our results
show the circulating serotypes in the state, as well as characterize the occurrence of

dengue in Paraiba.

Keywords: arboviruses. DENV serotypes. Paraiba.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, acentuou—se o desenvolvimento de pesquisas na area
das doencas infecciosas, visando uma maior compreensdo do mecanismo de acao
das distintas infecgbes, gerando conhecimento para avangos no controle e
diagnostico dessas afecgbes (SILVA; PAES, 1999).

Devido ao alto impacto na saude publica mundial, a dengue € um dos
principais alvos de estudo na area. Consiste de uma doenca infecciosa causada pelo
virus da dengue (DENV), um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae do género
Flavivirus. Atualmente, sdo descritos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4) que possuem maior ocorréncia em areas tropicais e
subtropicais do mundo, onde o Brasil esta inserido (GUHA-SAPIR; SCHIMMER,
2005).

A transmissdo dos diferentes gendtipos do virus da dengue ocorre através
de artrépodes, principalmente por mosquitos das espécies Aedes aegypti e Aedes
albopictus. As fémeas destas espécies realizam o repasto sanguineo em um
individuo infectado pelo DENV, contraindo o virus e apds aproximadamente 12 dias
tornam-se infectivas, ou seja, ao realizar novo repasto irdo contaminar um individuo
susceptivel a infeccdo (DIAS et al.,, 2010). Em média, de 5 a 6 dias apds a
transmissdo surgem o0s sintomas, dentre 0os mais classicos estdo: febre alta, dor
retrorbital, cefaléia, artralgia, mialgia, petéquias, exantema, leucopenia e fadiga
(OOI; CHAN, 2015).

A partir das manifestacdes clinicas apresentadas nos casos de dengue e a
correlacdo existente entre a sintomatologia e a gravidade da doenca, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em 1997, classificou a dengue em trés categorias: Febre
da Dengue (DF), uma doenca febril aguda; Febre Hemorragica da Dengue (FHD),
caracterizada pela elevacdo da permeabilidade vascular e modificacdo da
hemostasia podendo evoluir para choque hipovolémico conhecido como Sindrome
do Choque da Dengue (SCD)(OMS, 1997). Entretanto, em janeiro de 2014, uma
nova classificacdo dos casos de dengue foi adotada no Brasil, revisada pela OMS no
ano de 2009, classificando a doenca como dengue sem sinais de alarme, dengue

com sinais de alarme e dengue grave (OMS, 2009).
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A infeccdo por dengue é considerada uma das principais causas de
mortalidade e morbidade (ENDY, 2015), devido ao elevado numero de casos
descritos anualmente e a quantidade de pessoas sobre risco de infec¢cdo. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 50-100 milhdes de casos sé&o
notificados por ano em mais de 100 paises do mundo. Ocorrendo, anualmente,
epidemias nas zonas urbanas e peri—urbana, sobretudo nos paises localizados nos
tropicos (GUZMAN et al., 2010). O numero médio de casos notificados, anualmente,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aumentou de 908 durante os anos 1950
para 514.139 na década de 1990 (GUHA-SAPIR; SCHIMMER, 2005). Cerca de 50
milhdes de casos sdo estimados para cada ano, ocorrendo uma média de 24.000
mortes no mundo, e um aumento de 100% esta previsto nas proximas duas a trés
décadas (OMS, 2009).

A primeira grande epidemia de dengue grave nas Ameércas ocorreu em
Cuba, em 1981 e desde entdo, um crescimento significativo do nimero de casos no
continente vem sendo observado. Fatores como a urbanizacao, deterioracdo social,
ambiental e fatores climaticos favorecem a proliferacdo do virus da dengue e dos
mosquitos do género Aedes, o que justifica essa disseminacédo (GOMEZ-DANTES et
al., 1995). O Brasil € 0 pais que apresenta 0 maior nimero de casos de dengue nas
Américas, quando comparado aos demais paises. Na década passada, mais de 4
milhdes de casos ocorreram no continente americano, dos quais cerca de 80%
pertenciam ao Brasil (TEIXEIRA et al., 2013).

Desta forma, torna-se notério que a dengue € um grave problema de saude
publica e que ha necessidade que estudos na area continuem sendo desenvolvidos
para tracar um perfil clinico-epidemiolégico da doenca. Assim, a geracdo de
estratégias de prevencdo, diagnéstico e alvos terapéuticos para a doenca se

viabiliza.
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2 Referencial Teérico

2.1 Breve Historico

A dengue foi caracterizada ha séculos, sendo que 0s primeiros registros
gue descreviam sintomas semelhantes aos da dengue foram feitos na dinastia Chin
(265 — 420 d.C.), que foram republicados em uma enciclopédia médica chinesa no
ano de 992 d.C. (GUBLER, 2006). A partir do século XVII, epidemias intermitentes
da doenca comecaram a ser descritas, afetando continentes como a Asia e as
Américas (MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013).

A partir do século XVIII, iniciou-se a disseminacado da doenca para cidades
tropicais costeiras ao redor do mundo, através de navios negreiros e comerciais
(GUBLER,1997). Estas embarcacdes transportavam mosquitos do género Aedes
infectados e hospedeiros humanos susceptiveis, além de possuirem ambientes
favoraveis a reproducdo do inseto vetor (WILDER-SMITH; GLUBER, 2008). No
periodo da Segunda Guerra Mundial, a dispersdo dos distintos sorotipos do virus
dengue (DENV) ocorreu através de militares e refugiados virémicos. Recipientes
propicios ao acumulo de agua e deposicdo de larvas do Aedes, em veiculos e
propriedades aniquiladas acentuaram o espalhamento do vetor. Sendo assim, o
movimento migratério de tropas associado a destruicdo do meio ambiente e
assentamentos humanos, contribuiram para a propagacédo do virus dengue e do
mosquito vetor, sobretudo para o Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (SNOW et
al., 2014).

Durante a Segunda Guerra Mundial também ocorreu a identificacdo dos 4
sorotipos DENV. As primeiras amostras de dengue foram isoladas quase que
simultaneamente por pesquisadores americanos e japoneses em 1943 (KIMURA,;
HOTTA, 1944; SABIN; SCHELINGER, 1945). Sabin percebeu entdo, divergéncias
antigénicas entre os isolados e denominou-os sorotipos 1 e 2, respectivamente
(SABIN, 1952). Apos essa primeira identificagdo, foram caracterizados os sorotipos
3 e 4, isolados em epidemias de dengue grave ocorridas nos centros urbanos da
Tailandia e Filipinas, na década de 50 (HAMMON et al., 1960).

Apés a Guerra, uma série de fatores como a urbanizagédo acelerada, onde

havia habita¢des inadequadas, sistemas precarios de distribuicdo de dgua e esgoto,
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além do crescimento populacional acelerado reforgaram a dispersdo do virus e do
vetor entre diversas regides geograficas (WEAVER; VASILAKIS, 2009). Desde
entdo, o Sudeste da Asia manteve—se hiperendémico para os quatro sorotipos do
virus dengue DENV. As epidemias iniciais de dengue nesta regido ocorreram em
cidades com populacdo acima de 10.000 pessoas, apresentando um padrdo de
surtos anuais, elevada incidéncia de infeccdes em criancas e casos de dengue
hemorragica (SMITH, 1956; HAMMON et al, 1960; HALSTEAD,1992).

Nos seéculos XIX e XX, ocorriam nas Ameéricas apenas epidemias
esporadicas, com intervalos de até 37 anos, provavelmente causadas pela
introdugcdo de um unico sorotipo (EHRENKRANZ; VENTURA; GUADRADO, 1971).
Porém, alteracbes péds—guerra permitiram, na década de 60, a insercdo dos
sorotipos DENV 2 e 3. Em 1977, o DENV 1 também foi introduzido ao continente
tornando—se endémico (GUBLER,1989). O primeiro grande surto de dengue grave
associado ao sorotipo 2 do DENV ocorreu em Cuba, em 1981, quando 344.203
casos de dengue foram notificados, sendo 10.312 casos graves e 158 mortes.
Antecedente a este evento, casos suspeitos de dengue e dengue grave haviam sido
notificados por cinco paises, porém nem todos preenchiam os critérios da
Organizacdo Mundial de Saude para o diagnéstico dessa doenca. O segundo
grande surto no continente americano ocorreu nha Venezuela em 1989 e, desde
entdo, os quatro sorotipos de dengue estdo circulando entre as Ameéricas
(PINHEIRO; CORBER, 1997).

No Brasil, os primeiros relatos de dengue s&o do inicio do século XX, em
Niterdi, Rio de Janeiro (YANG, 2003). Segundo o Ministério da Saude, a presenca
do virus no pais foi registrada clinica e laboratorialmente, no inicio dos anos 80, em
Boa Vista (RR), especificamente dos DENV-1 e DENV-4. Na década de 80, houve
surtos no Rio de Janeiro e em algumas capitais do Nordeste, sendo a infecgéo por
dengue recorrente no Brasil até os dias atuais (CAMARA et al., 2007).

2.2 Agente Etioldgico
O virus dengue € um dos principais agentes patogénicos transmitidos por

artrépodes em todo o mundo, pertencente ao grupo dos arbovirus (PROMMALIKIT,;

THISYAKON, 2014). A permanéncia do DENV na natureza envolve reservatorios;
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vertebrados que podem ser humanos ou animais e vetores; artropodes do género
Aedes que se infectam apds realizarem repasto sanguineo em vertebrado virémico
(SILVA, 2009).

O DENV possui quatro sorotipos distintos antigenicamente, DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4. O complexo viral formado pelos 4 sorotipos do virus dengue
esta inserido na familia Flaviviridae, o qual possui trés géneros: o Pestevirus, que
inclui virus como o da peste suina classica, o Hepacivirus, no qual encontra—se o
virus da hepatite C e o género Flavivirus, onde estdo agrupados os quatro sorotipos
do virus dengue (HALSTEAD, 1988; GUBLER, 1998). Por pertencerem ao género
Flavivirus, os sorotipos DENV apresentam relacéo filogenética com o grupo de virus
da encefalite japonesa e com o virus da febre amarela (KUNO et al,1998; KYLE;
HARRIS, 2008).

Do ponto de vista molecular, dengue € um virus constituido por um RNA de
fita simples de polaridade positiva, envelopado, esférico, com diametro de 50 nm
(SCREATON et al, 2015). Seu genoma tem, em média, 11 kB, cercado por regides
nao codificantes (UTRs) 5 e 3. As estruturas secundarias das regides 5UTR e
3'UTR relacionam-se com a replicacéo, a traducdo e o empacotamento do genoma
viral (PUTNAK, 1990). Além disso, possui uma Unica fase aberta de leitura (ORF),
codificando uma poliproteina que é clivada por proteases virais e celulares, em trés
proteinas estruturais (C, prM/M e E) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) (DE LA GUARDIA; LLEONART, 2014).

A proteina C é a proteina que constitui o nucleocapsideo do virus
envolvendo o RNA (HENCHAL; PUTNAK, 1990). A proteina prM é uma precursora
que durante a morfogénese viral é clivada, formando uma proteina de 75
aminoacidos e 8kD, denominada proteina M. Esse processo esta diretamente
relacionado com a maturacédo e liberagédo do virus, posteriormente (CLYDE; KYLE;
HARRIS, 2006). Ja a proteina E € a principal proteina estrutural e desempenha
papel fundamental nas atividades bioldgicas do ciclo viral, tais como: montagem das
particulas virais e interagcdo com receptores (HEINZ, 1986). A associacdo entre as
trés proteinas garante a conformacdo estrutural do virus, sendo a proteina E o
principal alvo da imunidade humoral (CHANG, 1997).

A NS1 é uma proteina ndo estrutural que atua na fase inicial da infec¢ao

viral, podendo ser expressa de trés maneiras: no reticulo plasmatico das células
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infectadas (residente), na superficie dessas células (ancorada) e livre no soro de um
individuo infectado (secretada). Sendo sua forma secretada atuante sobre a
patogénese da doenca e alvo de anticorpos neutralizantes (LINDENBACH et al.,
2007). A NS2A é uma proteina necessaria para a replicacdo viral, pois garante o
correto processamento proteolitico da NS1. J4 a NS2B est4 associada a membrana
e forma o complexo NS2B-NS3, atuando como protease. A NS3, por sua vez, €
caracterizada como uma proteina bifuncional que atua como helicase e protease.
As proteinas NS4A E NS4B estdo envolvidas na adequada localizacdo das
proteinas virais, sintese de RNA e montagem do virion (CHANG, 1997). NS4A
associada a NS1 garante a atividade da replicase viral. JA a NS4B é um potente
inibidor do interferon-beta (IFN-B) e interferon gama (IFN-y) de sinalizacdo. Ja a
NS5 € a maior proteina ndo estrutural conservada entre os Flavivirus, serve como
RNA polimerase viral RNA-dependente, bem como metiltransferase, uma outra
enzima essencial na via de nivelamento (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Além
disso, a NS5 demonstrou induzir a transcricdo e traducdo de interleucina-8 (IL-8),
recrutadora de neutréfilos, por meio da ativagcdo do promotor CAAT (MEDIN;
FITZGERALD; ROTHMAN, 2005).

As células do organismo humano, susceptiveis a infec¢cdo por dengue
podem ser, principalmente, da linhagem mononuclear fagocitaria e da medula 6ssea
(KURANE; ENNIS, 1992; RODENHUS-ZYBERT et al.,, 2010). O processo de
replicacdo viral tem inicio com a entrada do virus na célula hospedeira por
endocitose, por meio da ligacdo entre a proteina viral do envelope e receptores da
membrana plasmatica. Podendo também ocorrer através da porcdo Fc de um
complexo imune, que contém o virus da dengue, ligada a um receptor Fc nas
células alvo. A acidificacdo das vesiculas endossomais provoca alteracdes
conformacionais no virion, resultando em uma trimerizacédo irreversivel da proteina
E. O peptideo de fusdo é exposto, mediando a fuséo entre as membranas
decorrendo na liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. O RNA viral livre no
citoplasma é encaminhado ao reticulo endoplasmatico rugoso sendo processado e
iniciando a sintese de RNA, que consiste em particulas virais imaturas.
Posteriormente, essas particulas sdo transportadas para a rede trans-Golgi, onde

ocorre a glicosilacdo da proteina do envelope e a prM é clivada por uma proteina do
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tipo furina, promovendo a maturagdo (SCREATON et al, 2015). Por fim, as
particulas infecciosas (maduras) sédo liberadas da célula pela via exocitica.

Fatores como a recombinacdo génica, o fluxo génico (migracdo) e
crescente densidade da populacdo vetor/hospedeiro devem ser considerados em
relacdo aos mecanismos de evolucdo do DENV. Porém, a alta taxa de mutacéo viral
gerada pela auséncia de mecanismos de reparo da RNA polimerase, € o fator
determinante da variabilidade génética do virus da dengue (CHEN; VALISAKIS,
2011).

A partir de estudos filogenéticos, na década de 90, subtipos ou genotipos
dos 4 sorotipos do virus dengue foram identificados, comprovando a evolucao
molecular possivel em um mesmo sorotipo (RICO-HESSE, 1990). Alguns estudos
sugerem uma relacéo entre o genotipo e a viruléncia (HARRIS; KYLE, 2008).

Atualmente, os gendtipos DENV encontram—se classificados com base na
variacdo de nucleotideos, a qual pode estar associada com diferentes niveis de
viruléncia. Segundo essa classificacdo, o DENV-1 possui 5 gendétipos: Gendtipo |
oriundo do Sudeste da Asia, China e Oriente Médio; Genétipo II: isolado na
Tailandia durante nas décadas de 50 e 60; Gendtipo Il : proveniente da Malésia;
Gendtipo IV: advindo do Japéo, Coréia, China, Mianmar, Malasia, Indonésia, ilhas
do oeste do Pacifico e Australia; Gendétipo V: cepas isoladas nas Américas, Oeste
da Africa e Asia (WEAVER; VASILAKIS, 2009).

O DENV-2 possui 6 gendtipos, sendos eles: Gendtipo asiatico |
representando isolados da Tailandia, Malasia, Camboja, Mianmar, Vietna, e
Australia; Gendtipo asiatico Il: representando da China, Indonésia, Filipinas, Taiwan,
Sri Lanka, India, Honduras e México; Genétipo sudeste asiatico/americano:
representando amostras coletadas no Sudeste da Asia, na América Central,
América do Sul e Caribe; Gend6tipo cosmopolita: cepas distribuidas em ampla area
geografica, leste e oeste da Africa, Oriente Médio, subcontinente indiano, llhas do
Pacifico e Australia; Gendtipo americano: amostras oriundas das Américas Central
e do Sul, Caribe, subcontinente Indiano e ilhas do Pacifico; Gendétipo silvestre:
amostras provenientes ndo so6 de humanos, mais de mosquitos arbéreos e primatas
do Oeste da Africa e Sudeste Asiatico (CHEN; VASILAKIS, 2011; SILVA, 2013).

O DENV-3 também possui 5 gendtipos, semelhante ao DENV-1: Gendtipo |

proveniente da Indonésia, Cingapura, Malasia, Filipinas, Taiwan e Ilhas do Pacifico



24

Sul; Gendtipo Il: isolados da Tailandia, Cingapura, Indonésia, Taiwan, Vietn,
Bangladesh, Camboja, China, Japdo e Mianmar; Gendétipo Ill: isolados do Sri Lanka,
india, Japdo, Taiwan, Cingapura, Samoa, leste da Africa, América Central, América
do Sul e Caribe; Gendtipo IV: oriundo de Porto Rico e Tahiti; Gendtipo V: advindo
das Filipinas, Japéo, China e Brasil (CHEN; VASILAKIS, 2011; SILVA, 2013).

Por fim, o DENV-4 que possui 4 genotipos: Gendtipo | que representa
amostras das Filipinas, Tailandia, Vietna, Mianmar, Malasia, Sri Lanka, india, Jap&o,
China e Brasil. Genotipo II: isolados de todas as partes do Sudeste da Asia, China,
llhas do oeste do Oceano Pacifico, Austrélia, Caribe e Américas; Genotipo Il
representado por cinco cepas recentes isoladas na Tailandia e Gendtipo 1V:
representando as cepas silvestres conhecidas de DENV4, isoladas de macacos na
Malasia ( CHEN; VASILAKIS, 2011; SILVA, 2013). Atualmente, ha relatos da
existéncia de um novo sorotipo de DENV (DENV-5), sendo associado a casos
graves da doenca e isolado na Malasia (VASILAKIS et al., 2013).

2.3 Vetor

Os vetores do virus da dengue sdo mosquitos pertencentes a familia
Cullicidae e ao género Aedes. Para se considerar uma espécie como vetor, essa
deve ser capaz de se infectar com o0 agente etiolégico via oral e transmiti-lo a um
hospedeiro susceptivel. Desta forma, as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus
séo os vetores competentes do virus DENV 1-4 (HARRIS; KYLE, 2008).

O principal transmissor do virus da dengue é o Aedes aegypti. Uma
espécie antropofilica, nativa da selva africana que se espalhou pelo mundo através
de navios negreiros e comerciais, entre os séculos XVIIl e XIX (SMITH, 1956). E um
mosquito pequeno, de coloracado preta e branca, presentes predominantemente em
regides tropicais e subtropicais (WEAVER; REISEN, 2010). Atualmente, é
considerada uma espécie domesticada, pois deposita seus ovos em recipientes
artificiais com agua, nas proximidades de habitagcbes humanas (RODHAIN; ROSEN,
1997).

No inicio do século XX, a febre amarela se disseminava através do Aedes
aegypti no Brasil, levando milhares de pessoas a 6bito. Devido a essa epidemia

grave, na década de 40, iniciou-se uma campanha de combate aos vetores da
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doenca que acarretou na erradicacdo do mosquito. Considera-se que o combate a
febre amarela influenciou o quadro de transmissédo de dengue no pais, na primeira
metade do século passado. Porém, com o enfraguecimento dos programas de
controle ocorreu a reintroducéo do Aedes aegypti no Brasil, nos anos 70 (BRAGA;
VALLE, 2007).

O ciclo de transmissdo no vetor tem inicio quando a fémea do A. aegypti
realiza seu repasto sanguineo. Ao se alimentar do sangue de um individuo infectado
por dengue, o virus infecta células epiteliais do intestino médio do mosquito.
Posteriormente, a progenitura viral € liberada na hemocele e infectam outros
orgaos, como as glandulas salivares e os ovéarios. Uma vez que, a replicacao viral
ocorreu nas glandulas salivares, em um novo repasto o virus € transmitido a um
individuo saudavel pela saliva do mosquito infectado (CARRINGTON; SIMMONS,
2014). Além disso, ocorre também a transmisséo transovariana do virus, ocorrendo
na deposicao de ovos infectados, sendo esses resistentes a desseca¢ao por até um
ano. E valido ressaltar que essa resisténcia também ocorre em ovos néo infectados
pelo virus dengue (ZEIDLE et al, 2008).

Além do virus dengue, o Aedes aegypti pode transmitir o virus da encefalite
equina venezuelana (VEEV), o virus da febre amarela (YFV), o virus Chikungunya
(CHIKV), o virus Mayaro (MAYV) e o Zika Virus (ZIKV) (MARCONDES; XIMENES,
2015). Recentemente, o padrdo de epidemias por arbovirus no Brasil e, de
maneira semelhante, na regido do Pacifico mudou. Na verdade, as epidemias
atuais ocorrem devido a co-circulacdo de vérios sorotipos da dengue, juntamente
com o da chikungunya e virus Zika (CALVEZ et al, 2016).

O vetor secundario da dengue € o Aedes albopictus, também pertencentes
a familia Cullicidae, sendo uma espécie originaria na Asia e no Pacifico Ocidental
de comportamento antropofilico agressivo (GRATZ, 2004). Acredita-se que sua
distribuicdo pelo mundo se deu através do comércio de pneus oriundos do Japéao.
Atualmente, esta presente no continente americano e em mais de 22 paises da
Europa (COLLANTES et al, 2015). Ao contrario do Aedes aegypti, € tipico de areas
rurais e peridomiciliares. Preferem os ocos de arvores e recipientes naturais para
depositar seus ovos, possuindo habito alimentar diurno. Ha relatos de que além de

transmitir os 4 sorotipos DENV, o Aedes albopictus transmite também 22 outros
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arbovirus (GRATZ, 2004), dentre eles, o virus Chikungunya (CHIKV) com casos
documentados em paises como Brasil, Itdlia e Franca (DELISLE et al, 2015) .

2.4 Patogénese e Manifestacdes Clinicas da Infeccao por Dengue

O mecanismo de acgéo da infecgdo no organismo humano inicia-se apos a
picada de um mosquito vetor fémea infectado. Particulas virais infectam células de
Langerhans e macrofagos presentes na derme do hospedeiro. Logo apds, ocorre a
migracdo dessas células infectadas para os linfonodos de drenagem de pele; até
alcangarem a circulagdo sistémica infectando também células do bago, decorrendo
em virémia (SIMMONS et al, 2015).

Durante uma infeccdo primaria, distintas reacdes imunoldgicas sao
ativadas. A imunidade celular participa dessa resposta ao patdgeno por meio da
acdo de células T auxiliares (TCD4") e células T citotdxicas (T CD8*). As TCD4*
ativadas interagem com macrofagos, produzindo citocinas como a IL-2 que estimula
a proliferacdo dos linfocitos T, B e células NK. Além da IL-2, outras citocinas sao
produzidas, como por exemplo, IFN-y (Interferon- y) e TNF-a (Fator de necrose
tumoral- a) (FIGUEIREDO, 1999). Outro mecanismo de acdo das TCD4* é a
ativagdo dos linfocitos T citotdxicos e linfocitos B. Os linfécitos T CD8*, por sua vez,
atuam sobre a infeccdo pela sua capacidade citotoxica e através da producdo de
citocinas, como o IFN- y (CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006). JA na imunidade
humoral, ocorre a producdo de anticorpos especificos contra as proteinas de
superficie do envelope viral. Durante o periodo virémico, surgem no soro do
individuo infectado anticorpos do tipo IgM. Dias apos a deteccédo de IgM , ocorre a
producdo de imunoglobulinas G conferindo ao individuo imunidade permanente para
dado sorotipo (LUPI; CARNEIRO; COELHO, 2007).

Estudos sugerem uma relacdo entre a gravidade do quadro clinico da
doenca e a resposta gerada pela ativacdo da imunidade celular e humoral
(MARTINA, 2014). Sendo assim, apesar dos mecanismos envolvidos na dengue
grave néo estarem bem elucidados, existe algumas hipéteses sobre esse tema.

Uma das teorias é de que o quadro clinico da doenca seja influenciado, pelo
aumento da permeabilidade capilar gerado pela produgéo excessiva de citocinas

pré- inflamatérias. Dessa forma, uma resposta ambigua é gerada, sendo eficaz no
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combate ao virus e danosa ao individuo infectado (ROTHMAN; ENNIS, 1999).
Segundo Halstead (1988), os anticorpos produzidos em uma infeccao priméria ndo
confere imunidade a outro sorotipo DENV. O autor explica que imunocomplexos
seriam formados pelo novo sorotipo viral, que iriam se ligar a macrofagos, por
receptores Fc positivos, onde se replicariam livremente. O processo de replicacéo
promoveria liberacdo de substancias vasoativas e aumento a permeabilidade
capilar. Sendo assim, uma infec¢cdo secundaria grave é gerada (HALSTEAD, 1988,
LUPI; CARNEIRO; COELHO, 2007).

Em 1997, a OMS classificou os casos de dengue de acordo com as
manifestacdes clinicas em 3 categorias: Febre da Dengue (FD), Febre Hemorragica
da Dengue (FHD), e Sindrome do Choque da Dengue (SCD) (OMS, 1997). Esta
classificacéo foi revisada pela OMS no ano de 2009, e em janeiro de 2014, o Brasil
adotou a nova classificagdo dos casos de dengue: Dengue sem Sinais de Alarme
(DSSA), Dengue com Sinais de Alarme (DCSA) e Dengue Grave (DG),(OMS, 2009).

Dengue sem sinais de alarme corresponde a febre da dengue, cujos
sintomas sao: febre, cefaleia, dor retrorbital, mialgia, artralgia, nauseas, leucopenia
e petéquias. A maioria dos casos de dengue sem sinais de alarme possui duracao
de 2 a 7 dias e um prognostico de cura. Considera-se dengue com sinais de alarme,
guando o paciente apresenta 0s seguintes sintomas: febre, dor abdominal intensa,
vomitos constantes, acumulo de liquido intracavitario, hepatomegalia superior a 2
cm, sangramento de mucosas, lipotimia, letargia e elevacdo do hematdcrito. E por
fim, os casos de dengue grave séo caracterizados por: extravasamento acentuado
de plasma, taquicardia, extremidades frias, pulsacdo indetectavel, hipotensdo
arterial, insuficiéncia respiratéria, sangramento grave, alteracbes da consciéncia,
dano hepético importante e miocardite (OMS, 2009; DIAS et al, 2010).

2.4.1 Diagnostico

O diagnéstico da dengue se da por meio de dados clinicos, epidemiol6gicos
e laboratoriais. O diagnéstico clinico se da pela analise da sintomatologia como, por
exemplo, febre, dores nas articulacdes, nauseas. Entretanto devido outras doencas
com sintomatologia semelhante a da dengue, por vezes o diagndstico se torna de

dificil definicdo (SOUZA et al., 2008). Os exames laboratoriais sdo utilizados
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visando a confirmacao precisa do caso de dengue e acompanhamento detalhado do
caso, pois envolvem a deteccdo do virus, do RNA viral, de antigenos virais e
anticorpos.

O ensaio imunoenzimatico MAC-Elisa é o mais utilizado e acessivel. Esse
ensaio baseia-se em detectar anticorpos das classes IgM e 1gG no soro do paciente,
com infeccdo aguda (RIGAU-PEREZ et al,1994). Outro ensaio é o teste NS1; que
consiste na deteccéo da proteina néo estrutural NS1 (antigeno) no soro do individuo
com suspeita de dengue, nos primeiros dias de infec¢cdo (PESSOA, 2012).

Outras técnicas utilizadas sao as especificas para a deteccdo e
diferenciacdo do virus. A principal delas é a RT-PCR (reverse transcriptase -
polymerase chain reaction), caracterizada por ser eficiente na identificacdo do
sorotipo infectante. Em resumo, amostras de RNA sdo extraidas a partir do soro do
paciente com suspeita de dengue. Em seguida, esse material genético é amplificado
através de uma reacdo em cadeia da polimerase. Uma nova amplificacdo €
realizada, com primers especificos para regiées do genoma conservadas por cada
sorotipo (SUDIRO et al,1997).

Entretanto, segundo o Ministério da Saude (2009), no Brasil o tipo de
diagndstico predominante € o clinico epidemiolégico, associado ao teste sorolégico
e o NS1. Com o advento de epidemias de outras arboviroses no pais, como a Zika e
a Chikungunya, existe uma preocupacdo em busca de testes diagndsticos mais
especificos, que auxiliem a diferenciar essas trés doencas, por possuirem

sintomatologias muito semelhantes, o que dificulta a diferenciacao clinica entre elas.

2.5 Epidemiologia

A dengue é um grave problema de saude publica em todo o mundo. Cerca
de 3,5 bilhdes de pessoas, residentes em paises de clima tropical e subtropical,
estdo sob risco de infeccdo por dengue. Anualmente, estima—se a ocorréncia de
390 milhdes de casos dessa doenca (TELLE et al, 2016).

Segundo Teixeira et al. (2013), o perfil epidemiolégico da dengue no Brasil
alterou-se na ultima década, sendo caracterizado pela elevacdo da incidéncia dos
casos. Em 2002, cerca de 700 mil casos foram notificados entre as cinco regides do

pais. Ja no ano de 2010, aproximadamente um milhdo de casos foram registrados
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(TEIXEIRA et al, 2013). Em 2012, uma diminui¢cdo de 22% dos casos foi registrada
pela Secretaria de Vigilancia em Saude. Entretanto, a ocorréncia de dengue no pais
€ crescente (SVS, 2012).

Diversos estudos sdo desenvolvidos em todo o pais, tracando o perfil
epidemiologico em diversos estados. Barreto e Texeira (2008) descreveram um
perfil geral do pais, notando a ocorréncia de epidemias recorrentes, mais visivel nos
grandes centros urbanos e com elevacdo nos casos mais graves. Camara et al.
(2007) correlacionaram estados e regicdes mais acometidos por dengue no Brasil,
concluindo que o pais se divide em dois grupos distintos quanto ao nimero de
notificacbes de casos. O primeiro grupo compreende as regides Nordeste e
Sudeste, que deteve cerca de 86% das notificagdes, enquanto o segundo
compreende as demais regides (14%) .

Na década de 90, a regido Nordeste teve um total de 848.775 mil casos de
dengue notificados. A populacao residente nos nove estados da regido, apresenta o
maior risco de infec¢do por dengue dentre as demais regides do Brasil (TEIXEIRA
et al, 1999), devido fatores socioeconémicos como saneamento basico deficiente e
baixa conscientizag&do da populagao.

A Paraiba, em um periodo de 17 anos (1995-2012), registrou 229.922 casos
de dengue, dos quais 366 foram classificados como dengue grave e ocorreram 33
Obitos (SVS, 2013). Apesar do elevado numero de casos no estado, séo
necessarios estudos para elucidagédo das circunstancias que envolvem os casos de
dengue e os sorotipos circulantes.

Sendo assim, o presente estudo foi desenvolvido visando descrever a
incidéncia da dengue e a ocorréncia de seus sorotipos na Paraiba, entre 0s anos de
2012 e 2015. Dessa forma, o estudo visou identificar as regiées mais afetadas no
estado, 0 que podera auxiliar o &mbito da salde publica da Paraiba, ja que vivemos
atualmente um momento critico, devido a ocorréncia de casos de Zika virus e sua
relacdo com a microcefalia (LIUZZI et al., 2016), como também casos crescentes de
Chikungunya (SES/PB, 2016).
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3 Objetivos

3.1 Geral

Avaliar os sorotipos circulantes da dengue e o seu perfil epidemioldgico no
estado da Paraiba, no periodo de 2012 a 2015.

3.2 Especificos

» Verificar o numero de casos confirmados e identificar as taxas de incidéncia da
dengue na Paraiba entre 2012 e 2015.

» Verificar o numero de casos confirmados e identificar as taxas de incidéncia da
dengue em Joao Pessoa - PB entre 2012 e 2015.

» Investigar o periodo do ano com maior nimero de casos de dengue

» Analisar caracteristicas clinicas e demograficas dos casos de dengue na
Paraiba entre 2012 e 2015.

» Monitorar e descrever os sorotipos circulantes na Paraiba entre 2012 e 2015.



Material e

Métodos
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4 Material e Métodos

4.1 Esboco do Estudo

Trata-se de um estudo transversal, no qual todas as analises sdo realizadas
em um Unico momento, ou seja, ndo ocorrendo o seguimento dos individuos. Estudo
observacional, por se tratar de uma analise na qual os individuos atendiam critérios
especificos para serem agrupado. E por fim, descritivo por ndo ocorrer interferéncia
do pesquisador nos dados analisados. Esse trabalho foi realizado a partir de dados
secundarios dos casos de dengue, no estado da Paraiba no periodo entre 2012 e
2015.

4.2 Consideragdes Eticas

Para realizacdo deste estudo, este projeto foi devidamente submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital
Universitario Lauro Wanderley, da Universidade Federal da Paraiba (CAAE:
36522414.2.0000.5183). O estudo foi realizado em parceria com a Secretaria de
Saude do Estado da Paraiba e do Departamento de saude da cidade de Joao

Pessoa.

4.3 Area de Estudo

O estado da Paraiba localiza-se no leste da regido nordeste do Brasil.
Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a Paraiba possui
um territério de 56.469,744 km?2, com uma populacdo de aproximadamente
3.766,528 habitantes e densidade demografica de 69,32 hab/km?. O estado se divide
em 223 municipios e quatro mesorregides (Zona da mata, Agreste, Borborema e
Sertdo) agrupadas de acordo com semelhancas sociais e econémicas. A Paraiba
esta localizada no leste da Regido Nordeste do Brasil e faz divisa com os estados do
Rio Grando do Norte, Pernambuco e Ceara (IBGE, 2012). Joao pessoa, a capital do
estado, tem populagéo estimada em 769,604 habitantes, sendo a oitava cidade mais

populosa na regido nordeste (IBGE, 2010).
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Figura 1 — Mapa da localizacdo da Paraiba
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4.4 Obtencao dos dados

De acordo com o Ministério da Saude brasileiro, a dengue é uma doenca de
notificacdo obrigatdria. Assim, os arquivos de notificacdo do Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo (SINAN) permitem o célculo dos casos de suspeita de
dengue no pais (Anexos 1 e 2). O presente estudo foi realizado, com base em dados
secundarios cedidos pela Secretaria de Saude do Estado da Paraiba. Os arquivos
analisados compreendiam todos os casos de suspeita de dengue, no periodo de
2012 a 2015. Tais registros apresentaram irregularidades no preenchimento e
analises manuais foram realizadas. Algumas das alteracdes feitas foram: excluséo
de dados duplicados e uniformizacdo de parametros como género.

Uma avaliacdo minuciosa foi realizada, incluindo parametros como: idade,
sexo, gestacdo, autoctonia, sorotipo, classificagdo final e evolugdo do caso. A
selecdo das variaveis considerou a relevancia epidemiolégica de cada uma delas

associada ao perfil descritivo desse trabalho.
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4.5 Critérios de Selecdo dos Casos Suspeitos e Confirmados

Foram considerados casos suspeitos de dengue; Individuos que residiam ou
haviam viajado para areas endémicas da doenca, com aparecimento de febre,
nauseas, vomitos, mialgia, artralgia, petéquias, trombocitopenia e prova do lago
positiva em um periodo de até 14 dias. E casos confirmados de dengue; individuos
classificados de acordo com as caracteristicas clinicas e / ou confirmados
laboratorialmente por deteccdo de genotipagem e exame soroldgico, a partir de
amostras de soro.

Os casos confirmados foram, posteriormente, agrupados de acordo com as
classificagdes da organizacdo mundial de saude (WHO). Os registros dos anos de
2012 e 2013 foram classificados em: febre da dengue, febre hemorragica da dengue
e sindrome do choque da dengue. Em 2014, passaram a ser classificados como
dengue sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme e dengue grave,
respectivamente, no ano de 2014. Entretanto, no Brasil, a classificacdo dengue com

complicacBes (DCC), foi adotada pelo SINAN para casos graves da doenca.

4.6 Identificac&o dos Sorotipos Virais

Para uma investigacao precisa dos sorotipos virais circulantes no Estado da
Paraiba, amostras obtidas a partir de pacientes com suspeita de dengue foram
submetidos a técnica de RT — PCR. Inicialmente, foi realizada a extragdo de RNA do
soro desses pacientes, utilizando o QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN; Valencia, EUA), a
partir do protocolo descrito pelo fabricante.

Em seguida foi realizada a identificacdo e genotipagem dos sorotipos do
DENV, através das amostras de soro, utilizando a metodologia previamente descrita
por Lanciotti et al. (1992). Por meio dessa técnica, € possivel detectar os quatro
sorotipos da dengue de forma simultanea, em um procedimento semi-nested, que é
dividido em duas etapas distintas, formando amplicons com tamanho delimitados
para cada sorotipo.

Primeiramente, no procedimento denominado transcri¢cdo reversa seguida da

reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), primers consensuais foram utilizados
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(D1 e D2), para os 4 sorotipos DENV. Além desses, foram utilizados também os
iniciadores TS1, TS2, TS3 e TS4, especificos para os DENV-1 a 4, respectivamente.

Tabela 1 - Primers utilizados na genotipagem dos sorotipos DENV.

Oligonucleotideo Sequéncia Tamanho do
Iniciador amplicon
D1 (+) 5'- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 511 pb
D2 (-) 5'- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC- 511 pb
TS1 (-) 5'- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 482 pb (D1 + TS1)
TS2 (-) 5'- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 119 pb (D1 + TS2)
TS3 (-) 5'- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 290 pb (D1 + TS3)
TS4 (-) 5'- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA- 392 pb (D1 + TS4)

Fonte: Adaptado de Costa, 2014.

Na transcricéo reversa seguida de PCR, o procedimento ocorre da seguinte
forma: em um eppendorf de 0,6 mL ou 1,5 mL, cerca de 5 uL do RNA extraido foi
adicionado, 5,5 pL de &gua livre de nucleases, 0,75 pL dos iniciadores D1 e D2, que
estavam em uma concentracdo de 10 uM, 0,5 yL da enzima AMV-RT e 12,5 uL do
PCR Access Quick Master Mix (Promega; Madison, EUA), para chegarmos em um
total de 25 puL da mistura RT-PCR. Os tubos seguiram para o termociclador. Nesse
aparelho, primeiro ocorreu a transcri¢ao reversa, apds um periodo de 45 minutos (45
"C) ocorreu a ativacédo da enzima (Condicdes de ativacédo: 95 °C por 2 minutos) e por
fim, as amostras foram submetidas a 30 ciclos subsequentes de desnaturacdo a 94
°C por 35 segundos, hibridizacédo a 56 "C por 1 minuto, extensdo das fitas de cDNA a
72 °C por 2 minutos e por fim, uma extenséo final, também a 72 “C por 10 minutos.

Na segunda etapa, semi-nested PCR, para tipagem dos virus dengue, os
produtos obtidos pela reacdo anterior sdo diluidos em uma proporcdo de 1:100 em
agua deionizada (IDT; lowa, USA), utilizando um volume equivalente de 2,5 uL do
produto da 12 etapa e 247,5 uL de 4gua. Em eppendorfs novos de 200 pL, foram
adicionados 6,25 uL de agua livre de nucleases, 0,75 uL dos iniciadores D1, TS1,
TS2, TS3 e TS4 (Concentragao: 10uM), 12,5 pL do PCR Access Quick Master Mix

(Promega; Madison, EUA) e 2,5ul da amostra diluida (Tabela 2). As amostras
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seguiram novamente para o termociclador, no qual foram submetidas a ativacéo da
enzima a 95 °C por 2 minutos,submetida a 18 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 35
segundos, hibridizacéo a 56 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 2 minutos e um

tempo de extensao final , também a 72 °C por 10 minutos.

Tabela 2 - Reagentes utilizados na transcricéo reversa seguida pela reacdo em cadeia
pela polimerase (RT-PCR) e suas respectivas concentragdes.

Reagentes Mistura para Mistura para Semi -
RT - PCR (1x) Nested (1x)

Agua livre de nucleases 5,5 L 6,25 UL

10 pM iniciador D1 0,75 UL 0,75 pL

10 pm iniciador D2 0,75 pL

10 pM iniciadores TS1-4 0,75 pL

2,5 U/ yL enzima AMV-RT 0,5puL

Master Mix (Acess Quick- Promega) 12,5 uL 12,5 uL

RNA 5 pL

cDNA da RT-PCR 2,5puL

Fonte: Adaptado de Costa, 2014.

O processamento das amostras, no ano de 2012, foi realizado pela
Universidade Federal de Pernambuco e em 2013 pelo Laboratério de Biologia
Molecular de Doengas Infecciosas e do Cancer da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte (UFRN). Em 2014, as amostras foram processadas pela Escola
Técnica da Universidade Federal da Paraiba e ja em 2015 as amostras forma
realizadas por nés em parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular de Doencas

Infecciosas e do Cancer (UFRN).

4.7 Andlise Estatistica

O Software Microsoft Excel 2007 foi utilizado para 0 armazenamento de

dados e organizacdo dos parametros. O software Graph Pad Prism 5 foi utilizado na
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geracdo dos graficos e tabelas. Utilizou-se ainda o software estatistico SPSS 13.0
(IBM,EUA) para as andlises estatisticas, observando-se o nivel de 5% de

significancia em testes de cross-tabs e Qui-quadrado.
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5 Resultados
5.1 Casos de Dengue e Incidéncia na Paraiba de 2012 a 2015

No estado da Paraiba entre os anos de 2012 e 2015, um total de 65.928
casos suspeitos de dengue foi registrado. Dos quais, 49,36% foram classificados

como confirmados, o que corresponde a aproximadamente 32.545 casos (Figura 2).

Figura 2 - NUmero de casos suspeitos e confirmados no estado da Paraiba, 2012-2015.
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Fonte: Autor, 2016.

Ao avaliar o numero de registros por ano, os seguintes resultados foram
obtidos: 0 ano com maior nimero de casos confirmados foi 2015, no qual 29.227
foram notificados como suspeitos da doenca, entretanto 13.416 (45,9%) foram
confirmados. Em 2013, 17.999 individuos foram considerados com suspeita de
dengue, porém cerca de 8.640 (48%) foram classificados como confirmados.
Seguido pelo ano de 2012, que apresentou 11.440 casos suspeitos de dengue e
6.869 (60%) foram os confirmados. Ja o ano de 2014, apresentou apenas 7.262
registros de casos suspeitos, sendo 3.620 (49,8%) os confirmados com dengue.

A partir dos casos confirmados da doenca, as taxas de incidéncia foram
calculadas ano a ano. Dentre o periodo estudado, 2015 foi 0 ano que apresentou

maior incidéncia com 337,74 casos para cada 100 mil habitantes, seguido pelo ano
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de 2013, com incidéncia de 220,72. O ano de 2012, por sua vez, apresentou uma
incidéncia de 180,04 casos a cada 100 mil habitantes. Sendo 2014 o ano que
apresentou a menor taxa de incidéncia, com 91,79 casos para 100 mil habitantes
(Figura 3).

Figura 3 - Numero de casos confirmados e Incidéncia da dengue no estado da
Paraiba, 2012-2015.
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Fonte: Autor, 2016.

5.2 Casos de Dengue e Incidéncia em Jodo Pessoa de 2012 a 2015

Dentre os casos suspeitos de dengue registrados entre 2012-2015, a maioria
era proveniente da capital do estado, Jodo Pessoa. Um total de 14.899 de casos
suspeitos foi analisado, sendo 11,077 casos confirmados como dengue nesse
periodo, o que equivale a 74,3%. O perfil anual dos casos confirmados se deu da
seguinte maneira: Em 2012 foram registrados 4.612 casos suspeitos de dengue,
desses 3.827 (83%) foram os confirmados. No ano de 2013, de 3.285 casos
suspeitos apenas 1.515 (46,1%) confirmaram-se como dengue. Em 2014, 2.204

casos suspeitos foram notificados, dos quais 81% (1804) foram classificados como
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confirmados. No ultimo ano avaliado, 2015, 4.798 foram 0s casos suspeitos, dentre
eles 3.931 (82%) foram confirmados.

Semelhante ao calculo realizado para todo o estado da Paraiba, a incidéncia
também foi calculada para a capital. O ano de 2012 apresentou a maior taxa de
incidéncia da dengue, sendo essa de 515,44 casos de dengue para cada 100 mil
habitantes, seguido pelo ano de 2015, o qual demonstrou uma incidéncia
aproximada a do ano supracitado, 496,69 casos confirmados da doenca a cada 100
mil habitantes. O ano de 2014 apresentou, dentre os anos estudados, uma
incidéncia intermediaria de 231,06/100.000 habitantes e o ano de menor incidéncia
da doenca em Jodo Pessoa foi 2013, com incidéncia de 196,8/100.000 habitantes
(Figura 4).

Figura 4 - Nomero de casos confirmados e Incidéncia da dengue em Jodo Pessoa,
2012- 2015.
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Fonte: Autor, 2016.

5.3 Distribuicdo Temporal dos Casos de Dengue na Paraiba de 2012 a 2015

O estudo da distribuicdo mensal dos casos de dengue demonstrou um

padrao de elevacdo no numero de notificacbes entre os meses de marco e agosto,
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em todos os anos analisados (Figura 5). Somado o numero de casos confirmados
por meses de notificacdo em todos os anos avaliados, notou-se que os meses de
abril e maio apresentaram o maior nimero de confirmados em todo o periodo
avaliado, 5.126 e 6.196, respectivamente.

Esses valores se distribuem da seguinte forma: Em 2012, o més de Abril
apresentou 1129 casos e o0 més de maio, 1181. J& em 2013, obtivemos os valores
de 1141 e 1345 para os meses de Abril e Maio, respectivamente. O ano de 2014
corroborou com 0s anteriores, com um maior numero de casos também no quarto e
quinto més do ano (430 e 705 registros, respectivamente). O ano de 2015
apresentou picos no més de abril (2426) e maio (2965), entretanto notou-se um

numero exacerbado de casos também no més de Dezembro com 2097 casos.

Figura 5 - Distribuicdo mensal dos casos confirmados na Paraiba nos anos de 2012 (A),
2013 (B), 2014 (C) e 2015 (D).
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5.4 Caracteristicas Clinicas e Demograficas dos Casos de Dengue na Paraiba
de 2012 a 2015

Os individuos que apresentaram casos confirmados de dengue foram
diagnosticados de acordo com a classificacéo clinica e epidemiolégica. Dessa forma,
do ndamero total de 32.545 mil casos confirmados entre o periodo de 2012-2015, a
distribuicdo dos casos foi 31.924 (98,2%) classificados como Febre da Dengue (FD)
/ Dengue sem sinais de alarme (DSSA), 499 (1,5%) como Febre Hemorragica da
Dengue (FHD) / Dengue com Complicacdes (DCC) / Dengue com sinais de alerta
(DSA) e 86 (0,2%) em Sindrome de Choque da Dengue (SCD) / Dengue grave (DG).

Outro parametro analisado foi 0 nimero de casos autéctones, ou seja, casos
notificados no municipio de residéncia do individuo. Dentre os casos confirmados,
aproximadamente 31.572 casos foram caracterizados como autdctones. Outra
andlise realizadas foi a do niumero de gestantes com dengue no estado também foi
realizada, evidenciando um total de 239 casos confirmados de dengue

predominantemente no primeiro trimestre da gestacao (Tabela 3).

Tabela 3 - Aspectos Clinicos e epidemiolégicos avaliados nos casos de dengue na
Paraiba, 2012-2015.

Parametros 2012 2013 2014 2015 Total P valor
Gestacéo 0.001
Sim 59 81 16 83 239
Nao 5797 7268 3389 12449 28803
Autbctones 0.0001
Sim 6684 8165 3314 13409 31572
Néo 185 475 299 7 966
Classificacéo 0.0001
FD/DSSA 6714 8495 3398 13317 31924
FHD/SCD/DG 36 24 12 14 85

*P valor referente a cross-tabs entre duas variaveis (Gestacdo, autéctones, classificacédo por ano).

Fonte: Autor, 2016.

Ao analisar exclusivamente o género dos individuos com dengue, observou-
se uma prevaléncia significativa do género feminino, abrangendo 57,33% da
populacao total afetada (Figura 6). Entretanto, uma avaliacdo associando idade e
género da populacédo acometida de dengue foi realizada, na qual o género feminino
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apresentou uma maior prevaléncia entre de 20-24 (n = 1960), 25-29 (n=2102), 30-
34 (n = 2026) e 35-39 (n=1784) anos de idade. O género masculino, por sua vez,
apresentou picos em 20-24 (n = 1546) e 25-29 (n = 1547) anos de idade.

Figura 6 - Distribuicao por sexo e idade dos casos de Dengue na Paraiba, 2012-2015.
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Fonte: Autor, 2016.

5.5 Ensaios realizados no diagnéstico dos casos de Dengue na Paraiba de
2012 a 2015

Um total de 8.341 exames laboratoriais foram realizados para diagnoéstico de
dengue, no periodo que compreendeu o presente estudo. O teste mais comumente
utilizado foi o de sorologia (87,1%), seguido pelo teste de NS1 (4,37%), teste de
torniquete ou prova do laco (1,95%), histopatologia (1,76%), isolamento viral (1,64
%), teste de RT-PCR (1,54%) e imuno-histoquimica (1,53%), respectivamente
(Tabela 4).



Tabela 4 - Diagnostico de dengue realizado na Paraiba, 2012-2015.

Sorologia Imunohistoquimica Histopatologia Isolamento Viral PCR NS1 Prova do Lago

Ano

(N) (%) (N) (%)? (N) (%) (N) (%) (N) (%) N) (%) (N) (%)
2012 1592 84.64 24 1.28 24 1.28 32 1.70 24 1.28 91 4.84 94 5.00
2013 2441 84.90 47 1.63 60 2.09 78 271 69 2.40 115 4.00 65 2.26
2014 751 86.52 17 1.96 19 2.19 12 1.38 13 1.50 55 6.34 1 0.12
2015 2488 91.57 40 1.47 44 1.62 15 0,55 23 0,85 104 3.83 3 0.11
Total 7272 87.1% 128 1.533 147 1.763 137 1.643 129 1,543 365 4.373 163 1.953

P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

Fonte: Autor, 2016.

2 Os nameros relativos sdo baseados no total de exames diagnosticos realizados por ano.
3 Os numeros relativos sdo baseados no total de exames diagnosticos realizados entre 2012 e 2015.
*P valor referente a cross-tabs entre duas variaveis (ano por exame realizado).

47



48

5.6 Sorotipos do virus Dengue circulantes na Paraiba de 2012 a 2015

Para avaliar os sorotipos circulantes no estado ao longo dos anos
estudados, o isolamento viral pela técnica de RT — PCR foi realizado em 166
amostras entre os anos de 2012-2015. Como demonstrado na figura 7, analisando
ano a ano percebemos que em 2012 o sorotipo predominante foi o DENV-1 com
77,5% das amostras analisadas positivas. Em seguida esta o DENV-4 com 17,5%
amostras e o DENV-2 que foi detectado em apenas 5% das amostras. O DENV-3
nao foi detectado em nenhum dos isolamentos, nesse ano. Em 2013, o sorotipo
DENV-1 foi novamente predominante, com 80% das amostras isoladas sendo
positivas, seguido de 32% das amostras para o0 DENV-4, 2,4% de confirmacédo para
o DENV-2 e o DENV-3 com apenas 1,2%. No ano de 2014, a co-circulacdo dos
quatros sorotipos foi observada, sendo o DENV-1 com 43% do numero de casos
avaliados ainda predominante junto ao DENV-4 (23%); j& os sorotipos DENV-2 e
DENV-3 foram menos detectados, com 17% das amostras positivas para cada um.
E por fim, em 2015 foi observada a presenca apenas dos sorotipos DENV-1, com
92,3% dos casos avaliados positivos e 7,69% confirmados para o DENV-4, nas
amostras testadas.

Figura 7 - Soroprevaléncia por ano nos casos confirmados de dengue na Paraiba,
2012 - 2015.
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Ao relacionar sorotipos circulantes e género, observou-se que o sexo
feminino foi mais prevalente, quando comparado ao masculino entre todos os
sorotipos. Os sorotipos DENV-2 e DENV-3 foram 0s que apresentaram uma maior

desproporcionalidade (1:3,5 e 1:5, respectivamente) entre os dois sexos (Figura 8).

Figura 8 - Soroprevaléncia por género nos casos confirmados de dengue na Paraiba,
2012 -2015.
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Fonte: Autor, 2016.

Outra associacdo realizada foi a de idade, hospitalizacéo, classificagcéo,
evolucdo do caso e o sorétipo de dengue (Tabela 5). Tornou-se notoério que o maior
namero de internagcbes (n=6) estava associado a classificacdo mais branda da
doenca, causada principalmente pelo DENV-1 (n=89) . Entretanto o ndmero de
internacdes ainda é muito inferior a0 nimero de casos confirmados para cada
sorotipo.

Tabela 5 - Associacdo entre padrdes clinicos e sorotipo DENV de pacientes com
dengue na Paraiba, 2012-2015.
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Parametros/Sorotipos DENV1 DENV2 DENV3 DENV4 Total P valor
Média de Idade 29.85 36 29.5 30.15 30.73
Hospitalizacéo NS
Sim 6 0 1 7
Nao 33 4 1 13 51
Classificacéao p=0.0001
FD/DSSA 89 4 2 17 112
FHD/DCC/ DCSA 0 3
SCD/DG 0 0 0
Evolucéao p=0.0001
Cura 68 3 1 22 94
Obito por Dengue 0 0 0
Obito por Outras Causas 0 0 0
Obito em Investigacéo 0 0 0

*P valor referente a cross-tabs entre duas variaveis (Classifica¢éo, evoluc¢ao por sorotipo).

Fonte: Autor, 2016.
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6 Discussao

Neste estudo, diversos aspectos da dengue na Paraiba foram analisados
permitindo a caracterizacdo dos sorotipos circulantes e obtencdo do perfil
epidemioldgico da doenca, entre 2012 e 2015 no Estado da Paraiba. Inicialmente
foram observados o elevado numero de casos suspeitos e confirmados,
demonstrando a forte presenca da doenca no Estado. Os picos de incidéncia
correlacionam-se com os de casos confirmados, com nimeros mais elevados no ano
de 2015. Por outro lado, uma elevada quantidade de casos foram ignorados e/ou
inconclusivos. Tal situacdo revela os impasses no preenchimento das fichas de
notificacdo, que é justificado pela falta da realizacdo de exames laboratoriais, falta
de treinamento de pessoal para as notificacbes e aquisicdo de dados incorretos
(FERREIRA et al, 2011). Assim, pode-se sugerir uma explicacéo para a reducéo dos
casos de dengue confirmados e da incidéncia em 2014, na Paraiba. Em geral,
tornou-se evidente a qualidade precéaria do sistema de informacéo e a necessidade
de planejamento pelo departamento de saude no ambito de fiscalizar a forma que as
notificacdes sao realizadas.

A distribuicdo mensal dos casos confirmados de dengue associou-se as
caracteristicas do ciclo do Aedes aegypti, o vetor da doenca (TAUIL, 2002). Véarios
estudos semelhantes ao presente estudo, demonstraram que a prevaléncia de casos
confirmados coincidem com 0s meses que sucedem 0S meses com maior ocorréncia
de chuva (MONTEIRO et al, 2009). Consequentemente, com uma maior formacao
de criadouros para o vetor (HIl et al, 2009) devido a urbanizacdo e densidade
populacional fatores que favorecem o desenvolvimento do mosquito (VALADARES
et al, 2013).

Com relacao a classificacdo dos casos, um perfil semelhante ao de outros
estados do Nordeste foi observado (MONTEIRO et al, 2009; OMS, 2012). Dentre os
32.545 casos confirmados, 98,2% foram classificados como Febre da Dengue (FD)/
Dengue sem sinais de alarme (31.924). Entretanto, casos de Dengue com
complicacbes/ Dengue com sinais de alarme/ Febre Hemorragica da Dengue
também ocorreram, em menor propor¢cado. Casos com classificacbes mais graves da
doenca podem ser justificados pela introdugcdo de um novo sorotipo DENV no

estado, assim como pela néo realizacdo de diagnostico especifico para tais formas
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(HALSTEAD, 1970). Como o quadro clinico da maioria dos individuos com dengue
evolui espontaneamente para a cura, muitos ndo procuram assisténcia médica,
incidindo negativamente sobre as notificacdes que ndo representam o quantitativo
real da populacéo afetada pela infeccdo. Acentuando, assim, os diversos problemas
supracitados com o sistema utilizado para notificagao.

Em relagdo as notificagcdes, pdde-se observar também um ndmero elevado
dessas nas principais cidades do estado, como Jodo Pessoa. Além da capital do
estado, relatada em nossos resultados, cidades como Campina Grande, Cajazeiras
e Cabedelo também apresentaram numeros elevados de notificagdo. Tal quadro
nos permite correlacionar a taxa de desenvolvimento da cidade, a presenca de maior
namero de hospitais e profissionais devidamente qualificados com uma melhor
execucdo das notificacdes. Sendo assim, podemos perceber que alguns casos
podem ser negligenciados em cidades menores onde nao seja possivel acesso a
hospitais e unidades de saude, em geral.

Atualmente, com o advento da epidemiologia das novas arboviroses,
principalmente zika e chikungunya, tornou-se perceptivel uma maior atencdo por
parte das unidades de salde para a notificagdo de dengue. Esse fato pode ser
explicado, pela auséncia de um sistema de notificacdo especifico para as demais
arboviroses, assim como auséncia de diagnostico diferencial, o que promove
aumento no registro de casos suspeitos de dengue. Dessa forma, ficam evidentes
alteracdes no quadro dos casos de dengue no ambito de vigilancia a saude,
decorrente da presenca de novas doencas semelhantes, clinicamente e
molecularmente, a dengue (GALINDO-FRAGA et al, 2015; PETERSEN; POWER,
2016), principalmente a partir de 2015, devido ao aumento do nimero de casos de
zika virus e sua correlacdo com a microcefalia (LIUZZI et al, 2016).

Individuos com idade entre 15-34 anos foram os mais acometidos pela
dengue, segundo o presente estudo. De acordo com Araujo (2008), no Brasil o maior
namero de casos € observado na populagcdo economicamente ativa,
predominantemente adultos (CAVALCANTI et al, 2011). Nas capitais da regiao
nordeste, estudos demonstraram que a faixa etaria mais afetada na década passada
era entre 15-49 anos, um intervalo de 14 anos a mais do que o observado
atualmente (MONTEIRO et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2001). Porém, também foram
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observados adicionalmente, alguns picos de casos de dengue em criancas (10-14
anos) e idosos (> 64 anos).

O género de maior prevaléncia foi o feminino correspondendo a 57,3% dos
casos. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos desenvolvidos no Para e
no México ( GOMEZ-DANTES et al, 1995; NASCIMENTO et al, 2003). Travassos et
al. (2002) explica que tal prevaléncia ocorre, na maioria das vezes, por uma maior
permanéncia da mulher no ambiente intra e peridomiciliar, ficando por mais tempo
exposta ao vetor. Assim como, por uma maior procura as unidades de saude por
parte das mulheres , elevando o nimero de notificacdes nesse sexo.

Como j& citado, os casos notificados de dengue séo categorizados com base
em parametros laboratoriais e clinico-epidemiolégicos. Um total de 8.341 testes
foram realizados em pacientes com suspeita de dengue. Desse total, apenas 129
(1,54%) testes de RT-PCR foram realizados, sendo o teste soroldgico o
predominante representanto cerca de 87,1% (7272) dos diagnésticos. Tal
preferéncia pela sorologia, pode ser justificada pelos altos custos na aquisicdo de
equipamentos e mao-de-obra qualificada para o RT-PCR. Apesar da deteccdo de
RNA viral permitir um diagnéstico rapido e preciso, paises em desenvolvimento tem
dificuldades para arcar com tal custo (TEIXEIRA; SIQUEIRA, 2013). Entretanto, em
muitos casos suspeitos o diagnostico sorolégico também nao foi realizado, indicando
uma possivel subnotificacéo.

De acordo com Halstead (1970) formas mais graves da dengue acontecem
apos epidemias, somado a introducdo de um novo sorotipo em dada regido.
Resultado semelhante ao descrito foi observado na andlise dos nossos dados.
Observou-se a co-circulacdo dos quatro sorotipos na Paraiba, nos anos de 2013 e
2014. Tal fato foi antecedido por um elevado nimero de casos, em 2012.

Na década passada, o Ministério da Saude do Brasil realizou uma
investigacdo da distribuicdo dos DENV no pais. Observaram entdo que o DENV-1
apresentou a maior incidéncia, no ano de 2003 o DENV-3 tornou-se predominante e
DENV-2 a partir de 2007. A distribuicdo descrita pelo Ministério da Saude se
assemelha ao perfil que ocorre no estado do Ceara (TEIXEIRA; SIQUEIRA, 2013).
Ja os nossos resultados ndo séo semelhantes ao perfil descrito, embora ocorra a co-
circulacdo: O DENV-1 manteve-se como o0 virus da dengue predominante na

Paraiba nos anos analisados. Contudo, devido a avaliagdo para o diagnostico
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molecular ainda ser de dificil execucao devido os elevados custos, podemos sugerir
gue existe uma subestimacao da real situacao de co-circulagao viral tanto no Estado
da Paraiba, como em outros lugares do pais.

O DENV-1, sorotipo do virus dengue predominante no Estado geralmente
associa-se as formas mais brandas da doenca. Em contrapartida, nas nossas
andlises observamos uma relacdo significativa entre o sorotipo e casos graves da
doenca com hospitalizacdo. Um estudo desenvolvido em Cingapura, confirma os
nossos resultados também associando casos de elevada severidade e o DENV-1
(YUNG et al, 2015). Porém, na Paraiba notou-se uma predominancia do DENV-1 em
todos os anos, justificando também a correlacdo entre o sorotipo e alguns casos
com maior viruléncia.

Sendo assim, as caracteristicas da dengue no estado da Paraiba foram
descritas, tornando evidente os problemas na notificagdo da doenca. Notou-se entéo
que deve ser desenvolvido um trabalho informativo junto aos profissionais de saude
envolvidos, com o objetivo de incentivar a criacdo politicas de saude que visem o
controle da doenca, além de verificar a eficacia do sistema de saude atual no ambito

de notificacdes e diagndstico.
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7 Conclusao

» Entre 2012 e 2015, 32.545 casos de dengue foram confirmados em todo o
estado da Paraiba. O ano de 2015 foi 0o que apresentou maior numero de
casos (n=13.416) e maior taxa de incidéncia (337,75).

» Na capital do estado, Jodo Pessoa, 11.077 casos de dengue foram
confirmados no periodo de 2012 a 2015. O ano de 2015 apresentou 0 maior
namero de casos (N=9.931) e o0 ano de 2012, apresentou a maior taxa de
incidéncia (515,44).

» Os meses de Abril e Maio em todos os anos analisados apresentaram o maior

numero de casos confirmados.

» Dentre os casos confirmados, 31.924 foram classificados como febre da
dengue/ dengue sem sinais de alarme, dos quais 89% evoluiram para cura. Os
individuos afetados apresentavam faixa etaria entre 15-34 anos, sendo a
maioria do sexo feminino. Cerca de 88,8% dos casos foram considerados

autoctones.

» O teste sorologico é o de primeira escolha, dos profissionais da saude, no

diagnéstico da dengue.

» O DENV-1 foi o sorotipo predominante em todos os anos avaliados. A co-
circulagdo dos quatros sorotipos DENV foi observada nos anos de 2013 e
2014.
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9 ANEXOS

ANEXO 1 - Ficha de notificacdo de Dengue (SINAN) utilizada até 2013.
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ANEXO 2 - Ficha de notificacdo de Dengue (SINAN) utilizada a partir de 2014.
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SINAN
Repablica Federativa do Brasil SISTEMA DE INFORMACAD DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAD
Ministério da Sadde FICHA DE INVESTIGACAD  DENGUE N®
CASO SUSPEITO: pessoa que viva ou tenha viajado nos ditimos 14 dies para d&rea onde esteja ocormendo transmissao de
dengue ou tenha presenca de As. aegypli gus apresenta febre, usualments entre 2 & 7 dias, e apresente duas ou mais das
seguintes manifestagbes: nduwseas, wimitos, exantema, mialgias, artralgia. cefaléia, dor retroorbital, petéquiss ou prova do lago
posithva e leucopenia.
lll Tipa de Motificacan — l
5 Agravaldoenca igo (CID10) Data da Notificacio
i DENGUE A 90 [ »
i F Flmﬁlpindu Matificac o | Cbcig:iE-GE] I
L1 1 1 1
Emm&sﬂuqmmmm |Gl'-ciuu Data dos Primeinos Sinbomas J
I I I
F| Mome da Pacients Dt de Mascimento
- [ I
1 - Hoem 13
3 |0 o tcte |37 B0 17| Seme w-pieme [ IS ot 3Tk O |kl resecer O
! 1 1 ‘:h -k 4 iecie gestscons inoreds S-Fic B~ Fllc se splica F-frasca 2Pl ::m-—
E | i . . .
!.. m 1-1 --lr'-dn-lrn-u -anEF p—tn.lnnmn Er-ﬁ I4‘lﬂ-mﬂhﬁfmmwsk"ﬂ“n U m?':r-ul:ll
= u-&uh:nu-::_m_ummuu- nul"-;r-.l szt 10- Mo sa apbes
k|
7 F\ Mimes do Cartis SUS fhﬂn::hn‘h J
L1 1 100111
UFPM&&H&-‘- W:BGE} Distrite J
1
i Baima Logradouro {rua, avenida,... l
| I |
E E Fdmesro ﬁmmqw. caza, ...} J‘EGm-m'np:H
3 J
g E Gea campo 2 Pmmdenu.-ru-ena'- Jﬁl CcEP i
| =1 1
(DD} Telefone IE‘EH1 -Urbena 2-Rua [ Jﬁpﬁlxmmﬁwr J
| erurtana 9 - ignaraca
I:: Dados laboratoriais e conclusao ::I
" Diata da Irvesligagha Oicupagio
= Is-m!vnldlghnn -[Igllh J
Exame Excanme MS1
Resuliado Ruuhdn
FIE“"’":”H' 1 - Reagerte  2- Mumuagu-nu ':'"""‘C’"‘"‘ = Positiva 2 Negatvo [l
5 |Yeg | I'u'l | 11 1 3 - Incanclusivo_4 - Mo Realizada | 1 ] Ja-ime o 4. Nan.
amento Yira RT-PCH
£ | [|ata da coleta [38] Resuitade 4 [79] Datar i Coleta Reultacto 1]
l 1- Positiva . 2= M ) = Positvo 2 - Negatho
| | | | J3~0r lusiva 4 - Maor ] | | | | ] | 3 Inconchusivo 4 = kiSo Pealizado
i Histopatologia Imunohistoquimica
ES\:I':I'q:n Itado Fesultacin
1- DEM 1 2-DErM 2 I:l 1- Posilive 2- Megsii-o EI 1- Positive I- Megslioo I:I
l 3-DEMNE  4-DEMN 4 ] - Inconclusing 4 - &S0 reaizada Il 3= InconciEio A - NS0 realizacn J
[#4] cram=ficase [, [@8]criteria de Corfimagaciescarts ]
5= Diescartada 11~ Dengue cam sinais de alarme: 1 = Laboratdno 3 = Emn Imvestigacio
N0 Dersgue 12= Dengue Grase: 2 = Clinico=E pidemicitgico ‘

Local Provavel de Infecgio (no periodo de 15 dias)

I.IEII:‘EM&“lI I 1-Sindn2-hlhl B-Idfnd;unl;ladu? I:I 1@5 EIP:I:

J

Cenclusls

i T =

L1

J

t)

IEIP R ; -s&“ szThg \ DP Eua Z-Bhtnpwdmlglm 3 Oiito por outres causas 4.
= = = oo Ot e imvesfigacs & Ignorado
Diata do Obite Diata do Encerrarmenio
=

lll’|l||| L|I|I|||l

Dengue Sinan Orlime VS 1122013




72

ANEXO 3 - Parecer de aprovacdo do presente projeto pelo comité de ética do
Hospital Universitario Lauro Wanderley
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