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RESUMO

Introdugao: A dengue, um problema persistente de saude publica desde o seu
surto inicial na década de 1950, registou um aumento global significativo nas
taxas de incidéncia e mortalidade nas ultimas trés décadas. Embora, a dengue
normalmente se apresente como uma doenga febril autolimitada; alguns casos
podem progredir para formas graves e potencialmente fatais, particularmente
em casos de presenca de infecgdes heterdlogas secundarias. Pesquisas
recentes exploraram fatores de risco adicionais sobre infec¢gbes secundarias,
incluindo condicbes de saude subjacentes, mesmo em individuos sem
exposi¢cao prévia a dengue, especialmente aquelas associadas a disfungéo
endotelial e a inflamag&o crénica. Objetivo: Este estudo examina a ligagcéo
entre diabetes e o desenvolvimento de dengue grave em pacientes sem
experiéncia de dengue durante um surto de 2019; destacando o papel do
diabetes como fator de risco na gravidade da dengue. Material e métodos:
Este estudo transversal foi baseado em dados obtidos de prontuarios
informatizados e fichas de notificacdo de pacientes com dengue confirmada,
cadastrados em coorte hospitalar de casos febris agudos entre dezembro de
2018 e novembro de 2019, em Sao José do Rio Preto, SP, Brasil. Foram
registrados 769 casos de dengue confirmados laboratorialmente, identificados
por meio de DENV RT-PCR ou teste de antigeno NS1. Posteriormente,
investigamos a presenga de anticorpos IgG antidengue e anti-Zika para
examinar a historia dessas duas infecgdes. Apds analises laboratoriais, trés
grupos foram delineados: virgens/controle, histérico de Zika e histérico de

dengue. As amostras com resultados positivos tanto para dengue quanto para



Zika foram excluidas das analises desde o inicio. Resultados: Inicialmente,
idade superior a 59 anos, diabetes, hipertensédo, doenca renal, doenga péptica,
além de nao ter dengue, foram associados a maior frequéncia de casos graves
e potencialmente graves. A analise univariada de regressao logistica binaria
identificou idade acima de 59 anos, diabetes, doencga renal, doenga péptica e
hipertensao arterial, juntamente com a presencga de anticorpos IgG anti-Zika,
como fatores de risco; enquanto a presenga de anticorpos anti-dengue foi
considerada protetora. Quando analisamos exclusivamente amostras naives, 0
diabetes foi destacado como fator de risco independente para formas graves de
dengue. Conclusées: Neste estudo, investigamos o diabetes como um fator de
risco independente para dengue grave em individuos sem exposi¢ao prévia a
dengue ou ao Zika. Esta descoberta é preocupante dada a prevaléncia global
da diabetes e o seu potencial impacto mesmo naqueles sem exposi¢ao prévia
a dengue. O reconhecimento destes fatores de risco é crucial para o
desenvolvimento de estratégias de tratamento eficazes para reduzir a

morbilidade e mortalidade associadas a coexisténcia destas doencas.

Palavras- Chave: Dengue virus; Diabetes mellitus; Resposta imune;

Gravidade; Zika virus.

ABSTRACT

Introduction: Dengue has been an ongoing public health problem since its
initial outbreak in the 1950s, and this has recorded a significant global increase
in incidence and mortality rates over the last three decades. While dengue

typically presents as a self-limiting febrile illness, some cases can progress to
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severe and life-threatening forms, particularly in cases of secondary
heterologous infections. Recent research has explored additional risk factors
over secondary infections, including underlying health conditions, even in
individuals without prior exposure to dengue, notably, such ones associated
with endothelial dysfunction and chronic inflammation. Objective: This study
examines the link between diabetes and the development of severe dengue in
dengue-naive patients during a 2019 outbreak, pointing out the role of diabetes
as a risk factor for dengue severity. Material and Methods: This cross-
sectional study was based on data obtained from computerized medical records
and disease notification forms for patients with confirmed dengue enrolled in
hospital cohort of acute febrile cases between December 2018 and November
2019, in Sdo José do Rio Preto, SP, Brazil. We enrolled 769 laboratory-
confirmed dengue cases, identified through DENV RT-PCR or NS1 antigen
testing. Subsequently, we investigated the presence of anti-dengue and anti-
Zika 1gG antibodies to examine the history of these two infections. After
laboratory analyses, three groups were delineated: naive/control, Zika history,
and dengue history. Samples testing positive for both dengue and Zika were
excluded from the analyses from the beginning. Results: Initially, age over 59
years, diabetes, high blood pressure, renal disease, peptic disease, as well as
being dengue-naive, were associated with a higher frequency of severe and
potentially severe cases. Binary logistic regression univariate analysis identified
age over 59 years, diabetes, renal disease, peptic disease, and high blood
pressure, along with the presence of anti-Zika 1gG antibodies, as risk factors,

while the presence of anti-dengue antibodies was considered protective. When
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we analyzed exclusively naive-samples, diabetes highlighted as independent
risk factor to severe forms of dengue. Conclusions: In this study, we
investigated diabetes as an independent risk factor for severe dengue in
individuals with no previous exposure to dengue or Zika. This finding is troubling
in view of the global prevalence of diabetes and its potential impact even in
those without prior exposure to dengue. Recognizing these risk factors is crucial
for developing effective treatment strategies to reduce the morbidity and
mortality associated with the coexistence of these diseases.

Keywords: Dengue virus; Diabetes mellitus; Immune response; Severity; Zika
virus.



1- INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A infecgao pelo virus dengue (DENV) é um grande problema de saude
publica em regides tropicais e subtropicais. Todos os anos, cerca de 400
milhdes de pessoas sdo infectadas pelo virus da dengue, com uma taxa de
mortalidade de cerca de 1% entre os pacientes com dengue grave. (1) O virus
endémico, em mais de 100 paises da Africa, América e Asia. (2)

Causada por um virus de RNA de fita unica, pertencente a familia
Flaviviridae, a dengue é transmitida por artropodes como o Aedes aegypti,
seguida pelo mosquito Aedes albopictus e outras espécies do género Aedes.
(3) Existem quatro sorotipos de DENV, antigenicamente distintos, DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5 (Malasia), que podem desencadear a
doenga, apresentando-se desde um quadro febril agudo, autolimitado, até
doenga grave e potencialmente fatal. Até 2008, a dengue era classificada de
acordo com os critérios de propostos pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) ,em 1997, como febre da dengue, febre hemorragica da dengue (DHF)
e sindrome do choque da dengue (DSS). (4) A atual classificagao revisada pela
OMS ,em 2009, categoriza os casos sintomaticos em dengue sem sinais de
alerta, dengue com sinais de alerta e dengue grave. Dentre as razbes para o
desenvolvimento de uma nova classificacdo, esta a dificuldade de identificar
formas graves, uma vez que a classificagdo de 1997 ndo contemplava alguns
sinais de gravidade. Exigia critérios especificos para apoiar o diagnostico de
DHF, classificando de forma equivocada pacientes com clara evidéncia de

extravasamento plasmatico como DF e ,assim, gerando um atraso no
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tratamento adequado. Além disso, durante a triagem e gerenciamento clinico,
principalmente, em momentos de surtos, a classificacdo revisada atual tem
maior potencial de a gravidade em qualquer momento de evolugdo da doenca,
diferente da classificagdo de 1997, em que o diagnostico de DHF muitas vezes
s6 era possivel no final da evolug&o da infecgdo. (5,6)

A patogénese da infeccdo pelo DENV e manifestagcbes graves da
doenca sdo bastante complexas e ndo completamente compreendidas. A
marca fisiopatologica do DHF/DSS ou dengue grave (DG) € o extravasamento
plasmatico. Sabe-se que a resposta imune desempenha um papel fundamental
na patogénese da doencga; uma vez que a gravidade nao esta relacionada ao
pico da viremia, mas sim ao momento posterior ao pico virémico, no qual
ocorre a agao do sistema imunologico e defervescéncia da febre. (4)

Estudos ja foram realizados (7-9) enfatizando o papel dos fatores
implicados na patogénese da dengue em humanos. Apesar de uma grande
literatura disponivel sobre a patogénese da dengue, ainda existem varias
lacunas em nosso conhecimento, que representam um desafio critico na
compreensao dos conceitos de patogénese da doenga e manifestagdes graves.

Classicamente, infecgbes heterdlogas secundarias por DENV, em que
um sorotipo diferente ao primeiro infectante esta envolvido, tém sido
associadas a manifestacbes graves de dengue. Esta ligacdo surge de uma
intensa reacdo inflamatéria e do aumento da resposta imune, fenbmeno
denominado “Antibody dependente enhancement” (ADE). (2) Uma infeccéo
subsequente por um sorotipo distinto do primeiro DENV desencadeia uma

reacao inflamatoria amplificada, resultando em carga viral elevada, danos as
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células endoteliais e extravasamento de plasma. (4) No entanto, este
mecanismo tem sido implicado para infecgdes secundarias e néo € suficiente
para explicar todas as ocorréncias de episédios graves. Nos ultimos anos
foram identificados fatores adicionais como riscos potenciais, inclusive em
individuos sem exposicéo prévia a dengue (naive). (10) Aspectos ndo-imunes
do hospedeiro, como a presenca de condigbes de saude subjacentes
(comorbidades), tém sido implicados no desenvolvimento de formas graves de
dengue. Digno de nota é a associagdo com diabetes mellitus.

Considerando o impacto da dengue em termos de morbi-mortalidade e
as lacunas que ainda s&o vigentes nas formas graves da doenga,
especialmente, aquelas que ndao envolvem o mecanismo ja extensamente
explorado de ADE, estudos visando tais elucidagdes fisiopatogénicas fazem-se

iminentemente necessarios.

2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1- O virus

O DENV é um virus de RNA, de fita unica, envolto com um
nucleocapsideo coberto pela bicamada lipidica. Ele € composto por trés
proteinas estruturais e sete proteinas ndo estruturais (NS). As proteinas
estruturais - Capsideo (C), Envelope (E), pré-membrana (prM) —sao os
componentes estruturais de uma particula viral que formam o nucleocapsideo
viral, além do envolvimento na formacdo de membranas, maturagdo e

envolvimento dos virions. As proteinas nao-estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3,
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NS4A, NS4B e NS5 tém diversas atividades enzimaticas que estdo sendo
exploradas por seus multiplos papéis em um ciclo infeccioso. Destacamos a
atividade das proteinas NS2B, uma serina protease viral e, juntamente com
outras proteinas NS NS1, NS2A, NS4 e NS4B, desempenha diversos papéis

na replicagdo, montagem e liberagéo viral. Figura 1. (1)

Envelope
Host-derived protein

Membrane
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Structural Proteins Non-Structural Proteins

A A

\
c PrM E NS1 NS2A | NS2B NS3 INSAM NSS | B y

SUTR b ORF s
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Figura 1 Estrutura do DENV, adaptado de Calisher CH et.al. Antigenic relationships between
flaviviruses as determined by cross-neutralization tests with polyclonal antisera. J Gen Virol (2021)

Além da NS2B, merece destaque a NS1. Atualmente, a confirmacgao
laboratorial da dengue pode ser feita pela detecgdo do antigeno NS1, (11) que
representa um marcador de multiplicagao viral, sendo detectado precocemente
na doencga, Além disso, verificou-se que o nivel sérico ou plasmatico de DENV
NS1 se correlaciona diretamente com o titulo de viremia e a gravidade da
doenga. (12)

A transmissdo do virus aos seres humanos ocorre durante o repasto
sanguineo de mosquitos fémeas, principalmente, das espécies Aedes aegypti,
mas também por outras espécies do género, como Ae. albopictus,

Ae. polynesiensis, Ae. scutellaris. O virus, presente na glandula salivar do
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mosquito, liga-se a uma variedade de moléculas do hospedeiro, incluindo as
células epiteliais, fibroblastos, mondcitos, macréfagos, ceélulas dendriticas,
células B, células T, células endoteliais e hepatocitos, iniciando-se assim o ciclo
de replicagdo. (1) Dentre os principais receptores estado receptor de manose
(MR), presente em monocitos e macréfagos e sulfato de heparano,
glicosaminogicano (GAG) receptor de células epiteliais. Através destes
receptores ou de vias alternativas, como a mediada por clarina, ocorre a
endocitose do virion. Apés a endocitose, forma-se um endossoma, que por sua
vez ja maduro, sofre mudangas conformacionais, fazendo com que o genoma
viral encapsulado seja liberado no citoplasma da célula hospedeira. Assim, o
RNA viral funciona como modelo para replicacdo e traducéo viral no reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira. O genoma replicado e as proteinas virais
traduzidas formam uma particula viral imatura no reticulo endoplasmatico. Este
virus imaturo transforma-se no complexo de Golgi, tornando-se um virus

maduro, que sofre exocitose, completando o ciclo de infecg&o. Figura 2. (1)
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Figura 2 - Ciclo de replicagdo do DENV — adaptado de Sudipta Kumar Roy and Soumen
Bhattacharjee. 2021. Dengue virus: epidemiology, biology, and disease aetiology. Canadian
Journal of Microbiology. 2021. 67(10): 627-702.

2- Epidemiologia

A referéncia mais antiga a dengue no Brasil foi feita durante o periodo
colonial, sendo o primeiro caso descrito na cidade de Recife em 1685. Sete
anos depois, em Salvador, uma epidemia de dengue ocasionou
aproximadamente 2000 mortes. O surto de dengue de 1846 também foi
considerado uma epidemia, atingindo varios estados, como Rio de Janeiro e
S&o Paulo. Entre 1846 e 1916, Sdo Paulo foi atingido por varias epidemias de
dengue. Sendo assim, no inicio do século XX, Oswaldo Cruz implementou um

programa de controle de mosquitos que durou muitos anos, Aedes aegypti foi
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erradicado no Brasil na década de 1950, mas foi introduzido novamente na

década de 1980.

Desde a primeira epidemia de dengue em Roraima, A. Aegypti persistiu no
Brasil até o presente. Durante a epidemia de Roraima, os sorotipos DENV1 e 4
foram isolados. Em 1986, uma epidemia de dengue surgiu no Rio de Janeiro e
em algumas areas urbanas do nordeste do Brasil, com disseminagdo de

DENV1 e relatos de mais de 50.000 casos. (13)

Em 1990, o DENV2 foi introduzido no Rio de Janeiro, atingindo varias areas
do Sudeste do Brasil. Em 1998, uma pandemia de mais de 500.000 casos
ocorreu no Brasil. O virus se espalhou por todo o pais, com 0 maior numero de
casos sendo relatados no nordeste do Brasil. (13) Em 2000, o DENV3 foi
isolado no Rio de Janeiro, e uma nova epidemia de dengue ocorreu entre 2001
e 2003. Varios estados do sul foram afetados pela dengue pela primeira vez,
com a maioria dos casos ocorrendo em pessoas com mais de 15 anos de

idade. (13)

O padréao de surtos de epidemia de dengue que ocorrem a cada trés a cinco
anos foi mantido no Brasil até 2010, quando mudou para a cada dois anos,
talvez por causa do movimento de pessoas para eventos esportivos globais no

pais citados acima. (13)

A dengue distribui-se em uma larga faixa abaixo e acima do Equador, 35
graus norte a 35 graus sul, sendo endémica em mais de 100 paises na maioria

das areas povoadas tropicais e subtropicais do mundo, sendo relatada
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predominantemente no Sudeste Asiatico, nas Américas e no Pacifico Ocidental
e com menos frequéncia nas regides da OMS da Africa e no Mediterraneo
Oriental. (14) Até a década de 1990, o Sudeste Asiatico constituia-se na regido
do mundo mais atingida por dengue. Apds, os paises das Ameéricas Central e
do Sul destacaram-se nesse cenario e passaram a contribuir com mais da
metade dos casos notificados no mundo. (15) Vem se expandindo
gradualmente para areas anteriormente livres de dengue como resultado da

expansao vetorial e do movimento humano, que desempenham papéis vitais.

Globalmente, os casos de incidentes de dengue tém aumentado
gradualmente de 30 668 000 casos, em 1990, para 56 879 000 casos, em
2019. (14) Sendo os casos mais frequentes entre as mulheres do que entre os
homens, e com maior positividade na faixa etaria de 15 a 49 anos no globo e
em diferentes regides. (14) Quanto a mortalidade, observou-se uma transicéo
da faixa etaria de <5 anos para a faixa etaria de 15 a 49 anos. (14)O Sudeste
Asiatico e o Sul da Asia com maior nimero de casos, no entanto, os
indicadores denotam uma rapida expansao de casos nas Américas. A dengue
€ hiperendémica na América Latina tropical, especialmente, no Brasil, onde
varios sorotipos de DENV co-circulam. A mudancga do sorotipo predominante do
DENV 1-4 contribui muito para a morte por dengue. O aumento da taxa de
mortalidade foi observado, apds o grande movimento de pessoas causado por
quatro eventos esportivos globais: os Jogos Pan-Americanos de 2011 em
Guadalajara (México), a Copa das Confederagdes de 2013 (Brasil), a Copa do
Mundo de 2014 (Brasil) e as Olimpiadas de 2016 (Brasil). A medida que a

geografia da dengue se expande, as caracteristicas epidemioldgicas da dengue
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também tém evoluido. O indice sociodemografico € uma medida que integra
renda, anos meédios de escolaridade e fertilidade para refletir o espectro de
desenvolvimento comparativo de um pais ou territério mais intimamente ligado
a previsédo de resultados de saude. A maior incidéncia de dengue ocorreu em

regides com indice sociodemografico baixo-médio. (14)

3- Diagnostico laboratorial

O diagndstico laboratorial pode contribuir para a decisdo clinica e
diagnostico diferencial nos casos de dengue. Um estudo realizado nos Estados
Unidos mostrou que os testes diagndsticos laboratoriais auxiliam nas decisdes
em saude em 60-70% dos casos. (16) A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
recomenda que os testes laboratoriais ideais sejam acessiveis, sensiveis,
especificos, faceis de usar, rapidos (podem ser armazenados a temperatura
ambiente e interpretados dentro de 30 minutos), sem equipamentos e
entregues aqueles que precisam deles.

Para o diagnostico laboratorial de dengue podemos utilizar alguns
biomarcadores. Dentre eles, aqueles que incluem o proprio virus (isolamento
do virus em cultura ou mosquitos, dificil realizagado e aplicagao pratica, ou a
deteccéo direta de RNA genémico viral), produtos virais (captura e detec¢ao da
proteina NS1 secretada). Também, a resposta imune do hospedeiro a infecgéo
viral (através da medigado da imunoglobulina M [IgM] especifica do virus e da
imunoglobulina G [IgG]).

A dinamica destes marcadores difere tanto na infecgdo primaria e

secundaria quanto nos estagios da doenga. Na infecgdo primaria, a proteina
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ndo estrutural 1 (NS1) e o virus podem ser detectados desde o inicio da
doenga, com a imunoglobulina M (IgM) , aparecendo por volta terceiro dia e a
imunoglobulina G (IgG) aparecendo no final do periodo agudo. As infecgdes
secundarias s&o caracterizadas pela presenca de IgG no inicio da fase aguda
da e uma durag&o mais curta da detecgao de NS1. (17) Figura 3. Abaixo, estéo

detalhadas algumas particularidades de cada teste diagnostico.
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Figura 3 - Linha do tempo dos biomarcadores de dengue em pacientes com infecgao primaria e
secundaria. Adaptado de David A. Muller, et.al. Clinical and Laboratory Diagnosis of Dengue Virus
Infection (2017)
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a. Deteccédo de RNA viral

A deteccdo de RT-PCR do RNA viral da dengue pode ser realizada
através do sangue, soro ou plasma, sendo um método rapido, sensivel e
especifico para a confirmagéo da infecgdo pela dengue. A sensibilidade da RT-
PCR convencional varia de 48,4 a 98,2% e tem um limite de detec¢do de uma
a 50 unidades formadoras de placa. (17) Esses ensaios empregam primers que
se ligam a regides conhecidas do genoma DENV. Além das amostras de
sangue, a RT-PCR também pode ser usada para detectar RNA DENV em
tecidos, incluindo espécimes fixados em formalina. Embora a RT-PCR
geralmente exija experiéncia em técnicas moleculares e equipamentos caros,
protocolos modificados usando termociclos de rampa rapida podem ser usados
em conjunto com operadores recém-treinados durante periodos de

emergéncia.(12) Porém o custo deste método ainda é elevado.

b. Detecc¢do de antigeno

Dengue NS1 é uma glicoproteina essencial para a viabilidade do DENV
e é secretada de células infectadas. Verificou-se que o nivel sérico ou
plasmatico de DENV NS1 se correlaciona com o titulo de viremia e a gravidade
da doenca. Kits de deteccdo baseados em captura NS1 disponiveis
comercialmente apresentam sensibilidades que variaram de 54,2 a 93,4%. No
entanto, a deteccdo de NS1 é menos sensivel na infeccdo secundaria por
dengue (67,1-77,3%) em comparagdo com Os casos primarios de dengue

(94,7-98,3%), provavelmente devido a presengca de anticorpos anti-NS1
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reativos cruzados que impedem a deteccéo de proteinas NS1 livres no soro ou
plasma.

(12)

c. Deteccédo de anticorpos (IgM e 1gG)

A deteccao de anticorpos antidengue (IgM e IgG) é o teste mais utilizado
no diagnostico de dengue. Existem duas versdes desses testes, ELISA (teste
de imunoensaio) ou formato de tiras (teste rapido). Embora o ELISA fornega
maior sensibilidade, o formato de tira € aceitavel para uso a beira do leito. (17)
Um estudo multinacional e multicéntrico de dez kits IgM concluiu que os kits de
detecgédo baseados em ELISA tém sensibilidades mais altas (61,5-99,0%) em
comparagdo com os formatos de teste rapido (20,5-97,7%). (18) As
especificidades estdo na faixa de 79,9-97,8% e 76,6-90,6% para ELISA e
testes rapidos, respectivamente. (12,18)

A resposta de anticorpos na forma de IgM antidengue pode ser
detectada a partir de 3-5 dias, apds o inicio da doenga. Os niveis de IgM
aumentam por aproximadamente duas semanas, persistindo por
aproximadamente 179 e 139 dias, apds a infecgdo primaria e secundaria,

respectivamente. (12)

Durante a infec¢ao primaria, a IgG sé pode ser detectada apos 10 dias do
inicio da doenga, tornando-a menos util para o diagnéstico precoce. No
entanto, o rapido aumento dos niveis de IgG durante a infecgdo secundaria (no

quarto dia da doenga) pode ser utilizada como ferramenta diagnéstica de
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infeccdo aguda por dengue, associada ao IgM quando interpretados
corretamente. (12,17,19) As limitagbes dos testes de IgM anti-DENV incluem
sua incapacidade de identificar o tipo DENV infectante e a potencial reatividade
cruzada de anticorpos com outros flavivirus (18). Portanto, informagdes
epidemioldgicas sobre a prevaléncia de outros flavivirus seriam uteis para
orientar a interpretacdo de um achado positivo de IgM. Falsos positivos
também foram observados em pacientes com dengue ou infec¢do por malaria
prévia, assim como infecgdo por Zika, que devido a similaridade génica de
58%, apresentam reatividade cruzada. (20) Assim, apesar de ser amplamente
utilizado, os testes sorolégicos apresentam falhas no diagndstico, por esse
motivo, € utilizado como diagnostico presumptivo em termos de pesquisa e n&o

confirmatorio.

3- Formas clinicas

Logo apds a infeccdo do hospedeiro, o virus inicia o processo de
invasdo. As primeiras células infectadas pelo DENV sdo os macrofagos
presentes na pele e as células dendriticas. Quando essas células atingem os
ganglios linfaticos, os macréfagos e mondcitos presentes neste local s&o
infectados, fazendo com que ocorra a disseminagao do virus. A viremia pode
ser detectada 24 a 48 h antes do inicio dos sintomas clinicos e pode durar até
10 a 12 dias. (1) . O periodo de incubacdo varia de quatro a 10 dias nas
formas sintomaticas.

A dengue possui um amplo espectro clinico, incluindo desde formas
oligossintomaticas até quadros graves, podendo evoluir para o 6bito. As formas

assintomaticas ou subclinicas compreendem entre 29% e 56% dos casos.
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Dentre os fatores de risco que determinam a gravidade da doenga estao
infeccdo secundaria, idade, etnia e possivelmente doengas crénicas (asma

brénquica, anemia falciforme e diabetes mellitus). (3)

Na apresentagao habitual, a primeira manifestagao € a febre, geralmente
alta (390C a 400C), de inicio abrupto, associada a cefaleia, adinamia, mialgias,
artralgias, dor retroorbitaria. O exantema, presente em 50% dos casos, é
predominantemente do tipo maculo-papular, atingindo face, tronco e membros
de forma aditiva, ndo poupando plantas de pés e méos, e podendo apresentar-
se sob outras formas com ou sem prurido, frequentemente no desaparecimento
da febre. Anorexia, nauseas e vdmitos podem estar presentes. Entre o terceiro
e o setimo dia do inicio da doenca, quando ocorre a defervescéncia da febre,
podem surgir sinais e sintomas classificados como sinais de alarme que devem
ser rotineiramente pesquisados, bem como, os pacientes devem ser orientados

a procurar a assisténcia médica na ocorréncia deles. (21-23)

Em geral, os sinais de alarme anunciam a perda plasmatica e a
iminéncia de choque circulatério. Se reconhecidos precocemente, valorizados e
tratados com reposigdes volumétricas adequadas, melhoram o prognostico da
doenga. O sucesso do tratamento do paciente com dengue esta no
reconhecimento precoce dos sinais de alarme. O periodo de extravasamento
plasmatico e choque leva de 24 a 48 horas, devendo o médico estar atento a

rapida mudancga das alteragbes hemodinamicas. (23)

Foram criadas ao longo dos anos classificagdes clinicas da dengue, a

fim de que pudessem orientar os especialistas no tratamento adequado e em
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tempo correto de acordo com o quadro clinico e gravidade. Em 1975, (6) foi
desenvolvida por um consenso de especialistas com base em estudo sobre
criangas tailandesas nas décadas de 1950 e 60, com modificagcbes em 1986 e
1997, (23) que separou as infec¢des sintomaticas em dois grandes grupos, a
dengue (DF), doenga febril aguda acompanhada de sintomas constitucionais
(classica) e a Febre Hemorragica do Dengue (DHF), caracterizada pelo
aumento da permeabilidade vascular e hemostasia alterada que pode progredir
para choque hipovolémico, Sindrome do Choque do Dengue (DSS). (6,23)
Essa classificagdo sofreu diversas criticas de especialistas, uma vez que
alguns casos graves ndo se enquadravam na classificagdo de DHF devido a
exigéncia de critérios especificos e ndo eram tratados de forma adequada.
Assim, em 2009, a OMS (Organizacdo Mundial da Saude), com base nas
opinides de especialistas, revisées e em grande estudo multicéntrico realizado
no Sudeste Asiatico e na América Latina, revisou a classificagdo de dengue e
formulou uma nova diretriz. A nova diretriz classifica os pacientes com dengue
sintomatica em trés grupos, sendo eles dengue sem sinais de alerta, dengue

com sinais de alarme e dengue grave. (23)

A identificacdo de sinais de alarme tornou-se imprescindivel para que os
pacientes sejam manejados de forma e em tempo habil. Assim, destaca-se
dentre os sinais de alarme, vOmitos persistentes, que se baseiam na
frequéncia, duracdo e impacto do sintoma; dor ou sensibilidade abdominal
intensa e continua; letargia ou inquietagdo, que compreende em alteragao da
consciéncia e/ou pontuagdo de Glasgow <15, sonoléncia e/ou irritabilidade;

acumulo clinico de fluidos, incluindo o derrame pleural e a ascite, além de
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espessamento da vesicula biliar, edema (face e extremidades) e fluidos livres
ao redor da bexiga urinaria; Aumento do hematdcrito em mais de 20% em
relacdo a linha de base ou aumento de hematocrito maior que 48%, alguns
estudos diferenciam entre os géneros, maior que 45% para homens e maior
que 41% para mulheres, (23,24) associado a diminuicdo rapida das plaquetas,
considerada como queda na contagem de plaquetas em 10.000/mm?3 em 24
horas em relagdo a medi¢ao anterior; hepatomegalia dolorosa; sangramento de
mucosas, incluindo sangramento gengival, sangramento gastrointestinal
(hematoquezia, melena), sangramento vaginal (menorragia, metrorragia), trato
respiratorio (hemoptise), sangramento do trato wurinaria (hematuria),
sangramento da pele (petéquia, purpura, equimoses, hematomas),

sangramento ocular(conjuntivo, subconjuntival, retiniano). (23)

Quanto as manifestagdes clinicas classificadas como dengue grave,
estdo o extravasamento de plasma, sangramento severo e disfungdes
organicas. O extravasamento de plasma, causa um choque circulatorio, que
consiste na pressao de pulso estreita (menor que 20 mmHg), hipotenséo
(pressao arterial sistélica menor que 90 mmHg), taquicardia (pulso maior que
100 batimentos por minuto), hipoperfusdo, pulso indetectavel ou nao
registravel; além do desconforto respiratorio devido ao acumulo de liquido no
terceiro espaco, perceptivel através da frequéncia respiratoria aumentada,
relagdo PaO2/FiO2 menor que 200, nivel de saturagdo de oxigénio menor que

92%, necessidade de oxigenoterapia, e acidose respiratoria. (23)
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Sangramento severo € considerado quando ha sangramento de trato
gastrointestinal com necessidade de transfusdo sanguinea, instabilidade
hemodinamica, sangramentos que necessitam de intervengdo cirurgica para
controle. Dentre os érgdos acometidos, as alteragdes cardiacas manifestam-se
como miocardite, insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatia. O acometimento do
sistema nervoso central, como encefalite e/ ou encefalopatia, com alteracédo do
nivel de consciéncia sem outras anormalidades metabdlicas vinculadas ou
outra explicacdo aparente, na presenca de pleocitose no liquido
cefalorraquidiano, sinais neurologicos focais e convulsées. Acometimento
renal, com injuria renal aguda. Hepatico, com elevagdo de transaminases

(valores acima de 1000 UI/L), configurando hepatite. (23)

4- Patogénese e resposta imune das formas graves

A patogénese da infeccdo pelo virus da dengue levando a
manifestagcbes graves ainda € muito complexa e nao completamente
compreendida. Sabe-se que o extravasamento plasmatico e alteragcdo da
hemostasia é a principal alteragdo que ocorre na dengue grave como ja
exemplificado acima. Varios fatores tanto do hospedeiro quanto virais podem
estar implicados nessas manifestacdes, podemos citar o antigeno viral nao
estrutural da proteina 1 (NS1), variagdo genémica DENV, fenbmeno conhecido
como “Antibody Dependent Enhancement (ADE), reacado cruzada de células T
de memoria, anticorpos anti-DENV NS1 e autoimunidade do hospedeiro. Além
disso, evidéncias atuais sugerem que, além de fatores virais, idade, sexo,
status social, historico genético, anemia falciforme, uremia, asma brénquica,

alergias, hipertensao, insuficiéncia renal crénica e também DM podem
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influenciar negativamente a apresentacéo clinica de uma infecgéo.(25) O efeito
sinérgico desses diversos fatores mencionados esta implicado na patogénese
do dengue grave. (26) Abaixo, os principais mecanismos implacados na

patogénese de gravidade do dengue.

4.1 Papel do NS1

Durante a fase aguda da doenga, os niveis de NS1 sao particularmente
altos, o que se correlaciona com a gravidade da doenga. Isso ocorre porque o
antigeno DENV NS1 tem uma ag&o direta no endotélio vascular, causando
interrupcdo da integridade da monocamada das células endoteliais,
provocando a produgao de citocinas inflamatérias através da ativacdo de
macrofagos e células mononucleares do sangue periférico. Além disso, o NS1
também induz a ruptura da camada de glicocalice, ativa o sistema
complemento que € um mecanismo de defesa do hospedeiro contra a infecgéo,
ajudando na opsonizagdo de particulas virais. O resultado da ativagdo do
complemento é a lise das células-alvo através da montagem do complexo de
ataque de membrana (MAC), que € composto de proteinas do complemento
C5b-C9. O complexo C5b-C9 por sua vez, estimula a expressao de citocinas
inflamatérias. Todos estes fatores contribuiram para o aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento plasmatico, evoluindo para

sindrome do choque do dengue. (9,26)

4.2"Antibody Dependent Enhancement (ADE)
Os anticorpos desempenham uma ampla gama de fungdes, dentre elas,

impedem a ligagédo viral aos receptores da superficie celular ou impedem a
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entrada do virus apos a ligagcado com o receptor celular. Agem principalmente
através da proteina do envelope (E) e sdo direcionados contra quase todos os
epitopos. Tanto os mondcitos quanto os macréfagos expressam os receptores
de imunoglobulina (Fcy). (8,9) Através deste conhecimento, é possivel entender
o fenbmeno do ADE (“Antibody Dependent Enhancement”), que ocorre durante
uma infec¢cao secundaria pelo DENV. Isso porque, durante a infec¢cédo primaria,
sdo produzidos anticorpos contra um determinado sorotipo de DENV, que
guando em contato com outro sorotipo, durante a infecgdo secundaria, nao séo
eficientes em neutralizar o virus, formando um imunocomplexo anticorpo-virus,
que se liga ao receptor Fcy presente nos mondcitos circulantes, aumentando a
replicagéo viral, aumento de citocinas e maior risco de dengue grave. Este

mecanismo é considerado imunopatogénico .(8)

4.3 Variagao do Genoma DENV e RNA Subgenomico

A doenga grave da dengue tem sido associada a todos os quatro
sorotipos DENV. No entanto, devido as diferengcas genéticas entre varios
genotipos DENV, cada gendtipo tem uma diferenga na viruléncia, bem como,
no potencial epidémico. Isso contribui para o desenvolvimento de doencgas
clinicas graves por poucos genotipos e cepas. O gendtipo DENV-2 do Sudeste
Asiatico é mais virulento e se replica em um titulo mais alto do que o gendtipo
DENV-2 indigena americano, levando assim a uma doenga grave. Isso ocorre
pela replicagdo mais eficiente nas células-alvo primarias, ou seja, as células
dendriticas imaturas que residem na epiderme, proporcionando uma vantagem

seletiva sobre virus de menor potencial patogénico.
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A variagado no genoma do DENV ndo € o unico fator que contribui para a
patogénese da dengue grave, mas o RNA subgenomico do flavivirus (sfRNA)
também tem um papel importante a desempenhar na replicagdo do DENV em
células hospedeiras humanas. O sfRNA & gerado quando o genoma do RNA
do DENV é incompletamente dividido em pequeno RNA pela exoribonuclease
hospedeira, durante a replicagdo. Este sSfRNA acumula e suprime as respostas
imunes antivirais do hospedeiro, particularmente a sinalizagdo IFN tipo 1.
Também pode causar evasao imunoldgica e levar a dengue grave, alterando a

estabilidade do mRNA do hospedeiro.(26)

4.4 Infecgao prévia pelo virus Zika

Varios estudos mostram resultados conflitantes sobre como infecgbes
prévias pelo virus da dengue afetam a infecgdo subsequente pelo virus Zika.
Alguns estudos sugerem que a imunidade pré-existente a dengue pode
proteger contra o Zika, enquanto outros ndo encontraram essa relagdo. Além
disso, a influéncia da infecgédo anterior pelo Zika na dengue também é incerta,
com alguns estudos indicando um aumento da gravidade da dengue apos
infeccéo prévia pelo Zika e outros ndo. Essa complexa interagdo entre os dois
virus e as respostas imunologicas ainda ndo esta completamente
compreendida Katzelnick e colaboradores (27) descobriram que criangas
nicaraguenses com historico de infeccdo pelo virus Zika tiveram uma
probabilidade de 12,1% de infec¢cdo sintomatica pelo virus da dengue-2 em
2019/2020, enquanto aquelas com histérico de infec¢do pelo virus da dengue
tiveram uma probabilidade de 9,2%, e aquelas com pelo menos duas infec¢oes

pelo virus da dengue, 2,9%, em comparagdo com uma probabilidade de 3,5%
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em criangas ndo expostas a flavivirus. Também foi observado que niveis
intermediarios de anticorpos anti-virus Zika estavam associados as infecgcbes
graves e sintomaticas pelo virus da dengue, e que a infecgédo prévia pelo virus
Zika modulou o curso da doenga da dengue de maneira semelhante a infecgéo
prévia pelo virus da dengue. Estudos usando modelos animais sugeriram que a
infecc&o prévia pelo virus Zika resultou em aumento da carga viral do virus da
dengue (28,29), mas também melhorou a resposta imunolégica em termos de
expressdo de citocinas pré-inflamatérias. (28) No entanto, outro grupo
descobriu que a infeccao prévia pelo virus Zika ndo afetou a viremia ou o status
pré-inflamatério do virus da dengue em macacos rhesus. (30) Chestnut e
colaboradores (31) demonstraram em um modelo de pele ex vivo que a
infeccdo prévia pelo virus Zika seguida pela infecgdo pelo virus da dengue-2
resultou em maior densidade de células infectadas pelo virus da dengue-2 e
menor quantidade de virus necessaria para a infecgao de células mieloides. Da
mesma forma, a infecgdo prévia pelo virus Zika também foi associada a uma
maior gravidade da infeccdo pelo virus da dengue em um modelo de

camundongo. (32,33)

5- Diabetes mellitus
Atualmente, aproximadamente 537 milhdes de individuos em todo o
mundo sao afetados pela diabetes, com uma maioria significativa de quase
80% (equivalente a 425 milhdes) concentrada em regides especificas: América
do Sul e Central, Africa, Oriente Médio e Norte de Africa, Sudeste Asiatico e o
Pacifico Ocidental. (34) Curiosamente, estas mesmas regides também

suportam um peso substancial da dengue, conforme indicado pelos resultados
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do Estudo da Carga Global de Doencgas, em 2017.(35) Entdo, existe uma
sobreposicao significativa entre regides sobrecarregadas com alta prevaléncia
de diabetes e aquelas que apresentam circulagdo endémica de dengue. O
diabetes € uma condicao clinica multifacetada, sendo que o diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) constitui aproximadamente 95% dos casos globais.(36) Esta forma
é intrinsecamente vista como um disturbio endotelial causado por hiperglicemia

e levando a um comprometimento panvascular.(21)

As complicagdes diabéticas podem ser classificadas de acordo com o
envolvimento de cardiopatia e encefalopatia, nefropatia, retinopatia e
vasculopatia periférica. Varios aspectos da imunidade estdo alterados em
pacientes com diabetes. A funcdo leucocitaria dos polimorfonucleares esta
deprimida, particularmente quando a acidose também esta presente. Aderéncia
leucocitaria, quimiotaxia e fagocitose podem ser afetadas. Embora esses
achados in vitro ainda ndo tenham sido totalmente confirmados em estudos
clinicos, ha evidéncias de que a melhorara do controle glicémico em pacientes

melhore a fungdo imunolodgica. (15)

O papel do diabetes na patogénese das doencas cardiovasculares
(DCV) foi descoberto no final da década de 1970, quando dados do
Framingham Heart Study demonstraram uma ligacdo clara entre as duas
condigbes. (37) Uma porcentagem maior de pacientes com diabetes, em
comparagdo com aqueles sem a doenca, apresenta comorbidades
cardiovasculares (por exemplo, hipertensao, dislipidemia) e complicagbes (por

exemplo, doengas cardiacas e vasculares). (37) A DCV continua sendo a
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causa mais comum de morte e complicagdes tanto no diabetes tipo 1 quanto no
diabetes tipo 2. (38) O estado diabético devido a niveis elevados de glicose ao
longo do tempo desempenha um papel independente no desenvolvimento de
DCV; acelera a maioria das patologias cardiacas devido a anormalidades na
inflamacgédo vascular sistémica e local, lesdo endotelial e microvascular,
trombose alterada, disfuncdo autbnoma de terminag¢des nervosas e disfungcao

do endotélio. (39)

O endotélio dos vasos sanguineos ndo sé fornece uma cobertura
mecanica, mas também €& uma camada interna biologicamente ativa do vaso
sanguineo, desempenhando diversas fungdes. O endotélio normal evita o
acumulo de leucdcitos e a ocorréncia de trombose em sua superficie. Além
disso, promove a fibrindlise de possiveis trombos que possam se formar
através da secrecdo do fator ativador de plasminogénio (tPA), formando a
plasmina, que leva a degradagao da fibrina. Na inflamagéo, é secretada uma
proteina que inibe o tPA, um anti-fibrinolitico, também aumentado na DM tipo 2,
devido ao estado pré-inflamatério da doenca. As variadas fungdes descritas
sdo mediadas por proteinas especificas ou outros agentes como
prostaglandinas e oxido nitrico (NO) secretados pelo endotélio. Assim, a acéo
pré-fibrinolitica do endotélio é convertido em atividade antifibrinolitica pela
inflamacdo. A funcdo endotelial deteriora-se com a idade e na presenca de
varios outros fatores que incluem hiperglicemia (diabetes), obesidade,
hipercolesterolemia, hipertensdo, menopausa e tabagismo. Sendo assim, a

disfungdo endotelial esta associada a um estado pré-constritor dos vasos
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sanguineos, pro-agregador plaquetario, pro-inflamatorio, pré- tromboético e

antifibrinolitico. (37; 39)

O diabetes tipo 2 é uma condigdo inflamatdria caracterizada por
elevacdo concentragcdes de reagentes inflamatorios de fase aguda em
no plasma, o acido sialico e a citocina pro-inflamatoria, IL-6. (39,40) O conceito
de inflamagcdo em relagdo a condicbes metabdlicas como obesidade e
resisténcia a insulina consiste no estudo de adipécitos, que expressam
constitutivamente a citocina pré-inflamatoéria, fator de necrose tumoral alfa

(TNFa).

6- Dengue x Diabetes mellitus

Tanto a dengue quanto o diabetes sdo endémicos com periodos
epidémicos em paises de baixa e média renda. Estudos observacionais em
diversos paises tém demonstrado correlagdo entre diabetes e formas graves de
dengue. Embora o mecanismo patogénico ainda ndo esteja claro, destacam-se
aspectos inflamatérios mediados através de moléculas inflamatérias em
pacientes diabéticos, como TNF- a, IL-6, IFN-y, IL-2, 6xido nitrico (NO) e
células T-helper tipo 1, células endoteliais, epiteliais e integridade do

citoesqueleto. (36)

As células T auxiliares desempenham um papel importante na
inflamacédo e na resposta imune adaptativa. Existem dois tipos principais de
células T-helper, que s&o Th1 e Th2. As células Th1 produzem interleucina (IL)-
2 e interferon (IFN)-y enquanto as células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e

IL-13. Th1 funciona como células efetoras para ativar macrofagos através da
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secrecdo de IFN-y. Esses macréfagos ativados, também conhecidos como
macréfagos M1, atraem linfocitos, células natural killer e neutrofilos, resultando
em respostas pro-inflamatorias. No estagio inicial de diferenciagdo de Th1, IL-
12 e IFN-y sédo produzidos por células apresentadoras de antigeno e células
natural killer que levam ao inicio da resposta Th1. Por sua vez, a presenca de
IFN-y inibe a expressado de IL-4 que impede a transformagdo de Th2. A
producao de IL-4 e IL-10 de Th2 é bem conhecida por suas propriedades anti-
inflamatorias. IL4 e IL-13 liberadas de Th2 também estdo associadas a
cicatrizacdo tecidual e ao bloqueio da produgao de proteina associada a Th2,
resultando em cicatrizagdo tardia da ferida in vivo. Um desequilibrio das
citocinas Th1 e Th2 pode resultar em um resultado clinico ruim. IFN-y e TNF-a
sdo citocinas inflamatdrias produzidas pelo Th1, responsaveis por varias
atividades envolvendo a vasculatura e o dano endotelial. Varios estudos
mostraram que altos niveis de IFN-y e TNF-a estdo associados a gravidade da
Dengue. Esta combinagdo resulta em dano endotelial in vitro, que é mediado
pela via do 6xido nitrico. Mecanismos extracelulares induzidos por neutrofilos
podem aumentar a permeabilidade vascular nas células endoteliais e induzir a
ativacdo endotelial, o que eventualmente aumenta a inflamagdo, causando
extravasamento vascular entre pacientes com Dengue. No diabetes, ocorre um
desequilibrio de Th1/Th2, a resposta imune esta desregulada, tanto humoral
quanto celular, e uma mudancga para Th1 favorece a via patogénica. A IL-2 e o
IFN-y induzem a destruicdo de células B, facilitando a localizacdo de células T
autorreativas para células pancreaticas e causando sua destruicdo. Enquanto,

a resposta Th2, particularmente IL-10, acelera a destruicdo, aumentando a
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infiltracdo dessas células autorreativas. No entanto, a mecéanica de como esses
2 tipos de células auxiliares causam o dano é distinta e, portanto, as células
Th1 e Th2 e seus respectivos mediadores participam e cooperam na indugao e

destruicdo de células 3 das ilhotas pancreaticas. (36)

3- MATERIAL E METODOS

Este € um estudo transversal baseado em dados obtidos de prontuarios
meédicos informatizados e fichas de notificagdo de doencas de pacientes com
dengue confirmados e inscritos em uma coorte hospitalar de casos febris
agudos entre dezembro de 2018 e novembro de 2019, em S&o José do Rio

Preto, SP, Brasil.

1- Consideracdes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes da Declaracdo de
Helsinque e realizado em amostras retrospectivas com dispensa do termo de
consentimento aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Séao José do Rio Preto (FAMERP) (CAAE 14262619.0.0000.5415
de 13 de agosto de 2019). A confidencialidade foi garantida por meio do

anonimato de todas as amostras antes da entrada e analise dos dados (Anexo

).
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2- Area de estudo

S&o José do Rio Preto, localizada no estado de S&o Paulo, € uma area
caracterizada por transmissdo hiperendémica da dengue. (41) Em 2019,
durante a recirculagdo do DENV-2 no pais, a cidade registrou numeros
recordes da doenga: 33.120 casos confirmados; sendo 528 casos de dengue

com sinais de alerta; 29 casos de dengue grave e 19 mortes.

3- Elegibilidade da amostra para incluséo

Este estudo foi realizado com amostras de pacientes confirmados por
dengue com idade igual ou superior a 15 anos, classificados de acordo com as
diretrizes da OMS 2009 (42) e Ministério da Saude Brasileiro (22). Amostras de
pacientes menores de 15 anos ndo foram incluidas por ndo serem atendidas
em nossa instituicado de saude. Apds o atendimento inicial, os casos suspeitos
foram notificados no Sinan (Sistema de Notificagdo Federal). As amostras de
sangue coletadas foram armazenadas a -800C até serem reaproveitadas para
testes relevantes para este estudo. A selecdo para testes adicionais também
incluiu amostras de casos suspeitos de DENV até 7 dias do inicio dos
sintomas. Essas amostras foram entdo testadas usando DENV RT-PCR. As
amostras positivas permaneceram no grupo elegivel, enquanto as amostras
negativas foram avaliadas se tivessem sido testadas na admissdo ao antigeno
DENV-NS1 e quando positivas foram incluidas. Amostras de casos suspeitos
de DEN com RT-PCR negativo e dosagem do antigeno NS1 negativo foram

excluidas das analises subsequentes. A deteccdo de anticorpos IgM
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antidengue (ELISA ou

teste imunocromatografico)

nao foi

considerada

confirmacédo diagnostica, dada a possibilidade existente de reagdo cruzada

com outros flavivirus.(19,43). Figura 4.

Caso suspeito de dengue com até 7 dias de

anos.

inicio dos sintomas e idade maior ou igual a 15
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Figura 4 — Fluxograma para inclusdo de pacientes no estudo
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4- Métodos moleculares para investigacao da dengue

Para investigar a infecgdo aguda por dengue, o RNA viral foi extraido de
cada amostra clinica usando o kit QlIAamp Viral RNAMini (Qiagen), seguindo as
instrucdes do fabricante. O RNA viral foi analisado quanto a presenca do
material gendmico do DENV, de acordo com o protocolo descrito por Johnson
et al (2005). (44) A reagdo multiplex DENV one-step foi realizada com 10 pl de
VRNA, 0,12 yl de cada primer (DENV-1 e 3 a 50 yM e DENV-2 e 4 a 25 yM),
0,2 ul de cada sonda a 9 pM, 0,3 pL de mistura enzimatica Superscript IlI
RT/Platinum Taq (SuperScript Il Platinum One-Step gRT-PCR System) e 6,25
de 2X PCR Master Mix aplicados em uma placa de 96 pocos utilizando o
QuantStudio Dx nas seguintes condi¢cdes: 45°C por 15 segundos, seguido por
40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. A concentragédo de
RNA viral foi estimada em amostras duplicadas pela quantificacdo de DNA
complementar usando o ensaio de gRT-PCR de etapa unica.(19) As amostras
controle de DENV utilizadas para a constru¢cdo da curva padrao foram
previamente cultivadas em células Vero e tituladas por ensaio de placa, e
quatro pontos foram estabelecidos na curva padrdo a partir da concentracéo
inicial de 103 a 100. Os resultados foram interpretados como positivos quando

os valores de Ct foram menores ou iguais a 37.

5- Investigacao de infeccéo prévia por dengue ou Zika

Amostras de pacientes com infecgdo confirmada por dengue foram

avaliadas quanto a historia pregressa de infec¢cdo por dengue e Zika usando
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um ensaio imunoenzimatico (ELISA). Eles foram triados usando o kit anti-
Dengue I1gG-ABCAM (Abcam plc, Cambridge, Reino Unido, ab108728),
EUROIMMUN human anti-ZIKV IgG ELISA kit (EUROIMMUN, EURO-AG,
Luebeck, Alemanha, El 2668-9601 G). Todos os ensaios foram realizados de
acordo com as recomendagdoes do fabricante, utilizando-se os controles
positivo e negativo correspondentes. As placas de ELISA foram lidas utilizando-
se um leitor de ELISA Spectramax Plus a 450 nm (Molecular Devices, LLC, San
Jose, CA, EUA). Os resultados foram expressos em Unidades Padrao (UP) e
interpretados como <0,8 negativos, >0,8 e <1,1 equivocos e >1,1 positivos.
Para as analises estatisticas foram definidos quatro grupos de amostras: |) DV
(dengue)-/ZV(Zika)- (grupo controle); Il) DV-/ZV+; 1ll) DV+/ZV-; IV) DV+/ZV+.
Este ultimo grupo foi excluido das analises posteriores por representar um viés
de interpretagdo quanto ao agente que poderia estar representando o fator de

risco (dengue ou Zika).

6- Caracteristicas demograficas e clinicas

Dados demograficos e clinicos, como sexo, idade, comorbidades e
achados clinicos para classificar a gravidade da dengue, foram obtidos do
prontuario eletrbnico ou da ficha de notificacdo do Sinan dos participantes.
Com base neles, a dengue foi classificada em: (I) dengue sem sinais de alerta
(DsSA), (I) dengue com sinais de alerta (DSA), ou (lll) doenga grave da
dengue (DG), de acordo com as diretrizes da OMS de 2009 (42) e Ministério da

Saude. (22)
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7- Analise estatistica

Primeiramente, os dados foram analisados de forma descritiva,
envolvendo as 769 amostras elegiveis. Analises secundarias foram realizadas
no grupo naive para evitar o viés relacionado a infecgdes prévias por dengue
ou Zika. Estatisticamente, a diferenca entre as frequéncias entre os grupos foi
testada pelo teste do qui-quadrado de aderéncia. Os dados foram analisados
quanto a distribuicdo de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk.
ANOVA com o teste post-hoc de Bonferroni foi utilizada para avaliar a
significancia das diferengcas entre cada grupo nos dados com distribuicdo
normal. Quando a normalidade n&o foi atingida; o teste de Kruskal-Wallis foi
utilizado para verificar se havia diferenca entre as médias dos grupos. O teste
do qui-quadrado de Pearson foi utilizado para determinar se a frequéncia
esperada nos grupos foi atingida. Por fim, foi realizada regressao logistica
binaria para verificar os preditores das formas graves (dengue com sinal de
alerta ou dengue grave) apds o preenchimento do pré-requisito de n&o
apresentar multicolinearidade, com valor de tolerancia > 0,1 e fator de inflagéo
da variancia (VIF) < 10. Para a selegédo das variaveis que comporiam o modelo
final, foi realizada uma analise discriminante com p<0,1, estimado pelo teste de
escore de Rao. As variaveis que obedeceram aos critérios pre-definidos foram
submetidas a analise multivariada, com significancia definida em p<0,05. O
nivel de significancia de 0,05 (5%) foi adotado para todos os testes, e todos os
dados foram tabulados e analisados com o software SPSS para 10S (verséo

28, SPSS, Inc; Chicago, II, EUA).
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4- RESULTADOS

1- Caracteristicas gerais da populagao de estudo

Entre dezembro de 2018 e novembro de 2019, foram obtidas 2.990
amostras de soro de pacientes com suspeita de dengue, das quais 1.490 foram
confirmadas laboratorialmente por RT-PCR especifico para DENV ou testes de
antigeno NS1 para dengue. Destes, 769 foram elegiveis com base na
disponibilidade de prontuarios médicos para classificar a gravidade do quadro
clinico. Entre as 769 amostras incluidas, a maioria era do sexo feminino
(54,09%; 416/769; p < 0,23), adulta (82,96%; 633/763; p < 0,001) e classificada
como dengue sem sinais de alerta (86,21%; 663/769; p < 0,001). De acordo
com o status sorologico prévio baseado na presenga de anti-dengue ou Zika
IgG, as amostras foram classificadas em quatro grupos: (1) virgens de DENV e

ZIKV (DV-/ZV-; controle), n=96 (14,65%); (2) DV-/ZV+, n=17 (2,59%); (3)
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DV+/ZV-, n=433 (66,10%); e (4) DV+/ZV+, n=109 (16,64%) (p < 0,001) (figura.

2.990 amostras de sangue de casos suspeitos de dengue

1

1.490 casos confirmados de dengue por RT-PCR ou deteccdo do
antigeno NS-1

A

y

769 casos com idade de > 15 anos e com informagdes sobre

comorbidades.

\ 4

Idade***
* 15-59 anos: 633 (82,9%)
* 260anos:130(17,1%)
Sexo
*  Mulheres: 416 (54,1%)
* Homens: 353 (45,1%)
Classificagdo Clinica da Dengue®**
* DsSA: 663 (86,2%)
* DSA:99(12,9%)
* DG:7(0,9%)
» (DAS/DG: 106 13,8%)
Anterior Zika ou dengue***
e DV-/ZV-: 96 (14,6%)
e DV-/ZV+:17 (2,6%)
* DV+/ZV-:433 (66,1%)

e DV+/ZV+:109 (16,6%)
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Figura 5. Fluxograma dos critérios de elegibilidade e caracteristicas gerais das amostras de
pacientes inscritos. DsSA: dengue sem sinais de alerta; DSA: dengue com sinais de alerta; DG:

dengue grave; DV: virus dengue; ZV: virus Zika.p < 0,001 no teste qui-quadrado de aderéncia.

2- Associacao de caracteristicas demograficas, comorbidades e

gravidade da dengue

Para avaliar a relagdo entre fatores demograficos, sorolégicos e de
comorbidade com a gravidade da evolugédo da dengue, associaram-se 0s casos
de dengue com sinais de alerta e dengue grave, dado o baixo numero destes
ultimos, constituindo, assim, dois grupos: DsSA e DG. Quando comparados
estes grupos, observou-se maior prevaléncia de idosos com formas graves da
doenga (p < 0,001), sem correlagdo com sexo (p = 0,069). Observou-se
também maior frequéncia de casos graves em relagdo ao esperado entre os
individuos DV-/ZV- (p < 0,001; analises post-hoc do teste do qui-quadrado).
Dentre as comorbidades analisadas, observou-se maior frequéncia de
individuos com SPD/SD com diabetes (p < 0,003), hipertensdo arterial (p <

0,017) e doenga péptica (p < 0,009) (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas demograficas, soroldgicas e comorbidades de acordo com a gravidade da dengue

DsSA DSA/DG Valor p'

N N

resposta N positivo % resposta N positivo %
Faixa etaria
Adulto (até 60
anos) 657 557 84,78% 106 76 71,70% 0.001
Idosos (> 60 anos
de idade) 657 100 15,22% 106 30 28,30%
Sexo
Feminino 663 350 52,79% 106 66 62,26% 0.069
Masculino 663 313 47,21% 106 40 37,74%
Comorbidades
Diabetes 663 53 7,99% 106 18 16,98% 0.003
Doenca
hematoldgica 387 2 0,52% 97 3 3,09% 0.057
Doenca hepatica 663 5 0,75% 106 0 0,00% 1
Hipertenséo
arterial sistémica 663 101 15,23% 106 26 24,53% 0.017
Doenca péptica 655 3 0,46% 106 4 3,77% 0.009
Doenca
autoimune 663 5 0,75% 106 1 0,94% 0.591
Doenca renal 663 1 0,15% 106 3 2,83% 0.051
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Infecgao prévia®

DV-/ZV- 625
DV-/ZV+ 625
DV+/ZV- 625
DV+/ZV+ 625

83 13,28%
13 2,08%
421 67,36%
108 17,28%

30
30
30
30

13 43,33%
4 13,33%
12 40,00%

1

3,33%

<0,001

Teste Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher, valor significativo: < 0,05, intervalo de confianga de 95%. # Valor alfa corrigido para residual ajustado =

0,00625; Z critico bicaudal = -2,73

DsSA: dengue sem sinais de alerta; DSA: dengue com sinais de alerta; DG: dengue grave; VD: virus dengue; ZV: virus Zika.
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A analise univariada mostrou que individuos com mais de 59 anos
apresentaram risco de 2,199 para evoluir para formas graves quando
comparados a individuos com 59 anos ou menos (OR 2,199; 95% IC 1,370-
3,529; p = 0,001). Em relagdo as comorbidades e sua associagdo com a
gravidade da dengue a presenca de diabetes associou-se a um risco de 2,354
(IC 95% 1,319-4,209; p = 0,004); pressao arterial elevada de 1,808 (IC 95%
1,107-2,954; p = 0,018); doenga péptica de 8,523 (IC 95% 1,880-38,636; p
=0,005); e doencga renal de 12,731 (IC 95% 1,144-141,651; p = 0,038). A
presenga de anticorpos antidengue IgG nao se relacionou com as formas
graves. De fato, observou-se efeito protetor (DV+/ZV-: OR 0,182; 95% IC
0,080-0,413; p < 0,001; DV+/ZzV+: OU 0,059; IC 95% 0,008-0,461; 0 = 0,007)

(Tabela 2).
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Tabela 2. Risco de formas graves de dengue, segundo caracteristicas dos
individuos incluidos

Analise univariada’

Valor de p OR LI LS
Faixa etaria
Adulto (até 60 anos) - 1 - -
Idosos (> 60 anos de
idade) 0.001 2.199 1.370 3.529
Género
Feminino - 1 - -
Masculino 0.070 0.678 0.445 1.033
Comorbidades
Diabetes 0.004 2.354 1.319 4.203
Doenga hematologica 0.048 6.144 1.012 37.291
Doenca hepatica 0.999 NA NA NA
Hipertenséo arterial
sistémica 0.018 1.808 1.107 2.954
Doenca péptica 0.005 8.523 1.880 38.636
Doenga autoimune 0.837 1.253 0.145 10.834
Doenca renal 0.038 12.731 1.144 141.651
Infecgao prévia
DV-/ZV- - 1 - -
DV-/ZV+ 0.295 1.964 0.555 6.953
DV+/ZV- < 0,001 0.182 0.080 0.413
DV+/ZV+ 0.007 0.059 0.008 0.461

1. Regressao logistica binaria

anos: anos; DsSA: dengue sem sinais de alerta; DSA: dengue com sinais de alerta; DG:
dengue grave; DV: virus dengue; ZV: virus Zika; OR: odds ratio; LI: limite inferior; LS: limite
superior.

Para mitigar possiveis vieses que poderiam surgir da presenga de
anticorpos anti-dengue ou anti-zika, uma analise adicional foi conduzida
apenas em amostras de individuos DV-/ZV-. A analise univariada revelou risco

de 6,844 (IC 95% 1,550-30,220; p = 0,011) para as formas graves de dengue
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em individuos acima de 59 anos e risco de 24,6 (IC 95% 2,331-259,61; p =
0,008) nos diabéticos. O sexo masculino apresentou efeito protetor (OR 0,252;
95% IC 0,071-0,887; p = 0,032). Quando todas as variaveis foram analisadas
concomitantemente por meio de analise multivariada, apenas o diabetes
mostrou-se fator de risco, com OR de 24,3 (IC 95% 2,302-256,48; p = 0,008)

(Tabela 3).

Tabela 3. Analise uni e multivariada avaliando o risco de formas graves de
dengue segundo caracteristicas dos individuos.

Analise univariada em grupo naive (DV-/ZV-)'

Valor de p OR LI LS
Faixa etaria
Adulto (até 60
anos) - 1 - -
Idosos (> 60
anos de idade) 0.011 6.844 1.550 30.220
Género
Feminino - 1 - -
Masculino 0.032 0.252 0.071 0.887
Comorbidades
Diabetes 0.008 24.600 2.331 259.619
Doenca
hematoldgica NA NA NA NA
Doenca hepatica NA NA NA NA
Hipertenséo
arterial sistémica 0.124 3.257 0.723 14.665
Doenca péptica NA NA NA NA
Doenca
autoimune NA NA NA NA
Doenca renal 1 NA NA NA
Andlise multivariada em grupos naive (DV-/ZV-)'
Diabetes 0.008 24.300 2.302 256.48
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1. Regressao logistica binaria

anos: anos; DsSA: dengue sem sinais de alerta; DSA: dengue com sinais de alerta; DG:
dengue grave; DV: virus dengue; ZV: virus Zika; OR: odds ratio; LI: limite inferior; LS: limite
superior.

5- DISCUSSAO

Os dados analisados permitiram observar a influéncia do diabetes como
fator de risco independente para formas graves e potencialmente graves de
dengue em individuos naive de infec¢des por dengue ou Zika durante um surto
de DENV-2 em 2019. Esse achado tornou-se preocupante, visto a alta
prevaléncia de diabetes na populacdo mundial e o conceito historico da
ocorréncia de formas graves em individuos com dengue prévia devido aos
mecanismos de ADE (antibody enhancement activity).

A OMS, em seu relatério anual de 2023 da World Health Statistic, destacou
o impacto alarmante na epidemia de doengas nao transmissiveis (DNTs), que
causou 74% das mortes globais e 63% dos anos de vida ajustados por
incapacidade (DALY) globais em 2019. Entre as principais causas de morte,
quatro se destacam: doencas cardiovasculares, cancer, doengas respiratérias
crbnicas e diabetes, que mataram cerca de 33,3 milhdes de pessoas em
2019.(45) O diabetes, que causou dois milhdes [1,4-2,7 milhdes] destas
mortes, merece destaque, pois tem elevada associacdo com disturbios
cardiovasculares (46), englobando coragdo (doenga arterial coronariana,
angina pectoris, insuficiéncia cardiaca), cérebro (acidente vascular cerebral,

encefalopatia), rim (doencga renal diabética) e olhos (retinopatia). (35)
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Os ultimos dados da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) também
ressaltam o impacto impressionante do diabetes, revelando que 537 milhdes de
pessoas foram afetadas em 2021. As projegdes preveem um aumento de
12,2%, com a populacdo diabética global aumentando para 783 milhdes até
2045. Esse 6nus € desproporcionalmente suportado por paises de renda média
e baixa, predominantemente entre aqueles com idade entre 40 e 69 anos e
residentes em area urbana. (34) Entre as amostras coletadas, diabetes foi a
comorbidade predominante documentada, seguida de perto pela hipertensao.
Estas duas condicbes sao componentes de uma sindrome significativa
conhecida como sindrome metabdlica, cujas consequéncias finais podem
abranger doengas cardiovasculares e potencial fatalidade se n&o forem
gerenciadas de forma eficaz. O Brasil é o primeiro pais da América do Sul em
numero de pessoas com diabetes em individuos entre 20 e 79 anos,
contabilizando 15,7 milhdes de casos, em 2021. (34)

As formas graves e potencialmente graves da dengue, do ponto de vista
fisiopatoldgico, podem ser vistas como uma resposta imune exuberante que
afeta a estabilidade hemodindmica do organismo, resultando em
extravasamento de fluidos intravasculares, hemoconcentracdo, acumulo de
fluidos no espago extravascular, além de potencial sangramento e
envolvimento de 6rgdos vitais, incluindo figado, sistema respiratério, e sistema
nervoso central. Assim, o alvo primario envolvido € o sistema vascular. No
contexto da dengue, a presenca de comorbidades é suficiente para que as

autoridades de saude recomendem maior atengcdo ao paciente, incluindo a
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realizagdo de hemograma completo, mesmo sem sinais de alarme, e um
monitoramento mais rigoroso de seu aparecimento. (22)(42)

Ter mais de 60 anos ja é considerado um fator de risco para formas
graves de dengue. Além disso, essa faixa etaria esta associada a uma maior
frequéncia de comorbidades, incluindo condi¢bes de sobreposi¢cdo. Em uma
revisdo sistematica abrangente e meta-analise realizada entre 2008 e 2020,
que incluiu mais de 80% dos estudos da Asia e América Latina; Sangkaew et
al., destacaram diabetes [OR 4,38 (2,58-7,43)], hipertensdo [OR 2,19 (1,36-
3,53)], doencga renal [OR 4,67 (2,21-9,88)] e doenga cardiovascular [OR 2,79
(1,04-7,50)] como condigdes preexistentes associadas a dengue grave. Em um
estudo caso-controle retrospectivo realizado entre 2005 e 2008 em Cingapura,
a presencga de duas ou mais comorbidades foi associada a um maior risco de
dengue grave em pacientes com mais de 60 anos. Quando o diabetes coexistia
com um disturbio cardiaco, o risco era quatro vezes maior [8,02; 1,40-45,92]
em comparacdo ao diabetes isolado [2,21; 1,10-5,52]. O risco também foi
aumentado quando diabetes coexistia com hipertensdo [2,68; 1,07-6,68],
hiperlipidemia [4,25; 1,34-13,52] ou disturbios cardiacos com hiperlipidemia
[5,79; 1,03-32,64]. Assim, além de servir como um fator de risco significativo
para o desenvolvimento de formas graves de dengue por si sO, o diabetes
também pode estar associado a outros fatores de risco, particularmente devido
a co-ocorréncia de morbidades. (36) (26) (21)

O diabetes é classificado pela OMS como um disturbio metabdlico
persistente marcado pelo aumento dos niveis de glicose na corrente

sanguinea. O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) constitui aproximadamente 95%
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dos casos globais de diabetes. Como outras formas da doencga, esta ligada a
um espectro de complicagbes, como episodios de hiperglicemia, coma
diabético e doenga cardiovascular. (42,47) A ocorréncia de hiperglicemia
decorre de tecidos com sensibilidade reduzida a insulina, o que desencadeia
uma liberacdo aumentada das células beta pancreaticas. Esta secrecao
continua acaba culminando em fadiga pancreatica e comprometimento
irreversivel. (48) A acéo e a secrecgao interrompidas da insulina, que dao origem
ao aumento dos niveis de glicose no sangue, podem perturbar o equilibrio
entre o Oxido nitrico e as espécies reativas de oxigénio nas células endoteliais.
O papel crucial do 6xido nitrico na manutencdo do equilibrio vascular e na
promocao da dilatagao é significativo. (39)

O estresse oxidativo e as espécies reativas de oxigénio tém o potencial
de tornar o 6xido nitrico inativo devido a producédo de endotelina-1, culminando
em vasoconstricdo e agregacao plaquetaria. (49) Além disso, esses elementos
podem desencadear vias associadas a inflamacgao, marcadas pelo aumento da
expressdo de proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), selectinas,
molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1) e molécula de adeséao celular
intracelular-1 (ICAM-1). Esta sequéncia envolve adesdo de mondcitos ao
endoteélio, ativacdo de macréfagos e secrecdo aumentada de interleucina-1 (IL-
1) e TNF-alfa, amplificando a resposta inflamatéria. (50) Os agentes
vasoconstritores sdo adicionalmente produzidos através da via da
ciclooxigenase-2 (COX-2), caracterizada por niveis elevados de tromboxano A2
e reducao da producdo de prostaciclina. Isso aumenta ainda mais a ruptura do

controle vascular e o comprometimento da fungdo endotelial. (50) Esta
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intrincada cascata forma a base para os eventos vasculares prevalentes
observados em pacientes diabéticos. Como a disfuncdo endotelial é induzida
por fatores pro-inflamatérios que promovem vasoconstricdo e um estado pré-
trombdotico, torna-se plausivel predizer o aparecimento de eventos vasculares.
Assim, o DM2 pode ser conceituado como um disturbio endotelial, dando
origem a uma condigdo vascular abrangente que, em ultima analise, leva a um
amplo espectro de complicagbes micro e macrovasculares que afetam 6rgaos
vitais como coragado, cérebro, rins e olhos. (35) O mecanismo pelo qual a
doenga cardiaca leva a disfungdo de 6rgaos e formas mais graves de dengue
nao € bem compreendido. A hipotese € que a doencga cardiaca que resulta em
débito cardiaco reduzido, diante da demanda causada pela infec¢éo viral, pode
levar a fluxo sanguineo renal insuficiente, que é altamente regulado pelos
niveis de oxigénio. O resultado seria isquemia, lesdo toxica dos rins e efeitos
sistémicos subsequentes. (51) Ademais, a redugao da depuragéo de citocinas
inflamatorias devido a lesdo renal crbnica ou aguda seria um mecanismo
potencial que contribuiria para a gravidade da dengue.

Embora, a presenga do diabetes tenha sido reconhecida como
potencializadora das formas graves da dengue, uma tendéncia emergente na
literatura destaca uma ocorréncia cada vez mais relatada: os casos de
descompensagao do diabetes, particularmente na forma de cetoacidose
diabética, quando coexistem com a dengue. Embora esses relatos sejam
predominantemente restritos a estudos de caso, eles ressaltam preocupacdes
substanciais relativas ao manejo do diabetes no contexto da infecgédo, que é o

principal fator precipitante de complicagbes como a cetoacidose. (52,53)
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Quanto a associagdo observada inicialmente entre os sorogrupos e
evolugao para formas mais graves da doenga; o papel dos anticorpos do Zika e
da evolucdo da dengue permanece nao esclarecida. Notavelmente, a
investigacédo recente envolvendo uma coorte pediatrica na Nicaragua revelou
que o risco de apresentar a forma sintomatica ou grave de dengue foi elevado
em criangas que ja haviam sido infectadas com Zika ou dengue uma vez, mas
curiosamente, esse risco aumentado nao foi observado em criangas que
haviam sido expostas a infecgdes multiplas por dengue. (27) Isso sugere que a
infeccdo prévia por Zika pode influenciar os desfechos clinicos da dengue
sintomatica e grave. E importante enfatizar que, geralmente, o grupo DV+/ZV-
foi presumido como um modelo para o Antibody-Dependent Enhancement
(ADE) em relagéo a expresséo de citocinas. No entanto, em nosso estudo, o
grupo DV+/ZV- nado foi composto exclusivamente por casos secundarios de
dengue, mas sim por relatos de infecgdes prévias por dengue. Esta observacéo
sugere que o grupo DV+/ZV- compreende individuos com multiplas infecgdes
por DENV e ndo as infecgbes secundarias comumente associadas a ADE. Isso
esta de acordo com a natureza hiperendémica da circulagdo da dengue em
S&o José do Rio Preto, onde mais de 70% da populagdo da cidade ja foi
infectada pela dengue (41), confirmando o risco reduzido de doenga observado

em infecgdes multiplas por DENV observadas em outras localizagdes. (54,55)

6- CONCLUSAO

O desenvolvimento da doenga grave da dengue (DDS) € um processo

complexo e multifacetado, observado principalmente em casos de infecgdes
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secundarias heterologas pelo virus da dengue (DENV). Tais infecgbes podem
levar a varios desfechos, incluindo uma resposta inflamatéria aumentada que
resulta em niveis virais elevados e ativagdo imunoldgica intensificada. (4) No
entanto, observagdes de formas graves ocorrendo em individuos sem
infeccbes prévias por dengue destacam uma complexidade ainda maior no
entendimento da patogénese dessas formas de doenca. O diabetes, uma
doenca pan-endotelial, pro-inflamatéria e com alta prevaléncia na populacéo,
representa um desafio no enfrentamento da dengue, especialmente, devido a
sobreposi¢ao espacial das duas condi¢gdes. O reconhecimento de potenciais
fatores de risco, como demonstrado neste estudo, € o primeiro passo na
conformacao de estratégias terapéuticas para reduzir a potencial morbidade e

mortalidade associadas a coexisténcia destas doencas.
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do Projeto ROJETO_1356764.pdf 21:06:58
Projeto Detalhado / |Impacto_exposicao_previa_virus_zika_n| 18/07/2019 |CASSIA FERNANDA| Aceito
Brochura a_infeccao_aguda_por_dengue_asp 21:06:46 |ESTOFOLETE
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Investigador ectos_epidemiologicos_clinicos_imunolo| 18/07/2019 | CASSIA FERNANDA| Aceito
gicos_virologicos_versao18jul2019.docx| 21:06:46 |ESTOFOLETE

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 18/05/2019 | CASSIA FERNANDA| Aceito
11:28:46 |ESTOFOLETE

Declaragao de Declaracao_CEP.jpeg 18/05/2019 |CASSIA FERNANDA| Aceito
Pesquisadores 11:27:28 |ESTOFOLETE

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

SAO JOSE DO RIO PRETO, 13 de Agosto de 2019

Assinado por:

Beatriz Barco Tavares Jontaz Irigoyen

(Coordenador(a))
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