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RESUMO

Serra Talhada, no sertdo Pernambucano, registra grandes surtos de dengue. O
armazenamento inadequado de agua devido a estiagem prolongada, contribui
para a perpetuacdo dos mosquitos. Além disso, Aedes albopictus também pode
gerar maiores problemas para o municipio. Em nossas andlises, o numero de
casos de dengue no periodo de 2012 a 2013, possui correlacdo com o nimero de
ovos coletados no més anterior. Apesar dos surtos intermitentes, o baixo nimero
de casos de Dengue Hemorragica, levanta questbes a respeito de genes de
suscetibilidade/resisténcia. Por isso, analisamos as frequéncias alélicas e
genotipicas do marcador CCR5 e dos SNPs IL-4, IL-10 e Ly-6. Em nossos
resultados, a mutacdo CCR5A32, apresentou baixa frequéncia. Os SNPs IL-4 e
IL-10 encontraram-se em desequilibrio de Hardy-Weinberg. Em relacdo as
frequéncias alélicas, quando comparadas a populacao global, Ibérica, Peruana e
Africana, observamos diferencas significativas para IL-4, mas ndo para IL-10. Ja
Ly-6 apresentou frequéncia alélica significativa em relacdo a Ibéricos, Peruanos e
Africanos. A frequéncia genotipica dos gendtipos CT e TT de IL-4, apresentaram
diferencas significativas em relagcdo a todas as popula¢des. Enquanto que o
genatipo TT de IL-10 foi significativamente diferente em relacdo aos Ibéricos. Para
Ly-6, o genétipo GG foi significativamente diferente em relacdo a populagéo
africana, enquanto AG e AA diferiram das populacdes Ibérica, Peruana e Africana.
Porém, s6 ap0s o acréssimo de um grupo controle ou de outra categoria
comparativa, teremos resultados conclusivos.

Palavras Chave: Epidemiologia, polimorfismo, CCR5, IL-4, IL-10, Ly-6.



ABSTRACT

Serra Talhada, in semiarid of Pernambuco State, register every two years, dengue
outbreaks. Inadequate water storage due prolonged drought, perpetuate the
mosquito. Moreover, Aedes albopictus, may cause major problems for the
municipality. Our analysis detected that the number of dengue cases in the period
2012-2013, has correlation with the number of eggs collected in the previous
month. Despite facing intermittent outbreaks, the low number of cases of
Hemorhagic Dengue, raises questions about susceptibility / resistance genes.
Therefore, we analysed allelic and genotypic frequencies of the marker CCR5 and
SNPs IL-4, IL-10 and Ly-6. About our results, the CCR5A32 mutation, showed a
low frequency. About SNPs IL-4 and IL-10, Hardy-Weinberg disequilibrium were
found. Regarding to allele frequency significant differences were observed for IL-4
but not IL-10 when compared to the overall population, Iberian, Peruvian and
African. Ly-6 showed significant allele frequency compared to Iberian, African and
Peruvian. Concerning to genotypic frequency, significant differences in relation to
all populations were found to CT and TT genotype of IL-4. While the TT genotype
of IL-10 was significantly different in relation to the Iberian. For Ly-6, the GG
genotype was significantly different in relation to the African population, while AG
and AA differ from the Iberian populations, Peruvian and African. However, to
conclusive results regarding these markers, it becomes necessary to add a control
group or another comparative category.

KEY-WORD: epidemiology, polymorphism, CCR5, IL-4, IL-10, Ly-6.
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1. INTRODUCAO

A dengue é a arbovirose mais preocupante no mundo atualmente,
colocando sob o risco de infeccdo, dois tercos da populacdo mundial. Esta
doenca apresenta quatro sorotipos distintos e pode se manifestar tanto como um
quadro febril classico, como quadros graves com manifestacdes hemorragicas e
sindrome de choque hipovolémico, potencialmente fatais. Sua dispersdo vem
aumentando gracas as migracfes, seja devido a mudanca climatica, seja por

conflitos armados ou devido a facilidade de locomocé&o entre os continentes.

A reducdo de transmissdo de dengue pode ser obtida primariamente
através do levantamento da culicideofauna que ocorre nos locais de transmissao
intensa e pelo controle da densidade populacional dos vetores, em especial a do
mosquito Aedes aegypti, seu principal vetor, mantendo-as abaixo do limiar critico.
Pois este inseto utliza construcbes humanas, formando criadouros em
reservatorios feitos pelo homem, de preferéncia, os que possuem um grande
namero de pupas. Este fato, deveria produzir uma abordagem de controle de
custo efetivo e focada, o qual poderia resultar na reducdo da populacdo de

mosquitos adultos.

O municipio de Serra Talhada, assim como a maioria dos 5.585 municipios
do Brasil, tem sofrido com surtos epidémicos recorrentes de dengue. No pais,
esta doenca apresenta um ciclo bienal, caracterizado pela entrada ou disperséo
de novos sorotipos a nivel local, causando varias mortes em virtude de suas
formas mais graves, a dengue hemorragica e a sindrome de choque da dengue.
No entanto, alguns municipios, em virtude de sua historia de formacao étnico-
cultural e dos fatores ambientais, apresentam numeros de casos de dengue

hemorragica abaixo do estimado segundo pelas instituicdes de monitoramento de
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casos, demonstrando que fatores genéticos da populacdo podem protegé-la do

desenvolvimento de quadros graves de dengue.

Foi observado que A. aegypti, encontra facilidade de perpetuagéo gracas a
caréncia de politicas publicas e descaso dos moradores, uma vez que sua forte
domiciliacdo associada com o armazenamento inadequado de agua, garante a
manutencdo das populacdes do mosquito vetor. Além do A. aegypti existem
outros vetores do dengue que merecem atencdo, como o A. albopictus, que
possui habito mais silvestre, mas também esta implicado no ciclo de transmissao

da dengue.

Uma forma de resisténcia e dispersdo dos Aedes spp. sdo 0s ovos, que
podem ficar mais de um ano latentes aguardando condi¢cdes favoraveis para a
eclosdo das larvas. Durante a rotina de vigilancia entomoldgica, foram recolhidos
ovos, que por meio da analise de correlacdo com o numero de casos do mesmo
periodo com o més anterior, observamos um aumento significativo nos primeiros
oitos meses do estudo. No periodo de coleta de 2011 a 2013, alguns ovos foram
coletados para analise genética por meio do marcador Barcode, para identificacao
de culicideos que ovipositavam nas ovitrampas do programa de vigilancia
entomoldgica. E por meio deste sistema de vigilancia molecular, pudemos
confirmar, pela primeira vez no sertdo de Pernambuco, a presenca do A.

albopictus.

Em alguns casos, populacdes expostas a infec¢des recorrentes de dengue,
adquirem resisténcia a um sorotipo circulante. No entanto, com a introducéo de
um novo sorotipo, o numero de casos de dengue e dengue hemorragica aumenta,
uma vez que a resposta imune cruzada gera quadros mais graves. Por tanto, este

trabalho teve como objetivo, analisar a viabilidade do uso de métodos tradicionais
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e moleculares no estudo da epidemiologia da dengue no municipio de Serra

Talhada, sertdo de Pernambuco.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DENGUE

As infeccdes virais de dengue tem se tornado uma das mais importantes
infeccbes virais transmitidas por mosquito no mundo, com um aumento de 30
vezes na sua incidéncia. Ela tem causado epidemias significantes em cinco das

seis regides da World Health Organization (WHO) (Figura 1) (Callaway, 2007).

Figura 1 - Os pontos vermelhos no mapa sinalizam os casos de dengue registrados ao redor do
mundo nos primeiros meses de 2014. Fonte: Exame Abril. Disponivel em:
http://exame.abril.com.br// Acessado em: 25/08/2014.

A maioria das infec¢des € assintomatica (Teixeira et al., 2000), porém 100
milhdes de pessoas a cada ano tem febre da dengue (FD), a qual se apresenta
frequentemente como uma doenca febril aguda que dura ao menos sete dias de
graves dores nas articulagbes que € seguida de fraqueza generalizada e mal

estar (Halstead, 1981).
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A FD é caracterizada por febre alta acompanhada de, pelo menos, dois dos
seguintes sintomas: forte dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia, artralgia, ou
erupcgdes cutaneas (Cordeiro et al., 2007). As caracteristicas clinicas da febre da
dengue variam de acordo com a idade. Bebés e criancas pequenas
principalmente sofrem de uma doenca febril com erupcdo cutanea, enquanto
adolescentes e adultos, mais frequentemente sofrem de sintomas incapacitantes
de inicio abrupto de febre alta, mialgia, artralgia, erupcdo cutanea, dor de cabeca
e retro-orbital; a artralgia e mialgia podendo ser tdo severa, ao ponto da doenca
ter sido chamada de febre quebra-ossos pelas areas popularmente endémicas

(Gunthera et al., 2011).

A dengue merece atencdo especial ndo sO pela sua distribuicdo global,
mas também pela prevaléncia e gravidade das formas mais severas, a febre
hemorragica da dengue (FHD) e sindrome de choque da dengue, estimadas em

2,1 milhdes de casos todos os anos (Callaway, 2007).

A presenca de FHD é definida pelas mesmas manifesta¢des clinicas como
para FD, mas com a adicdo de manifestacbes hemorragicas incluindo: teste do
laco positivo, trombocitopenia (contagem de plaquetas <100,000/mm3),
hemoconcentrac&o ou outros sinais de extravasamento de plasma. Além disso, foi
aplicado mais uma classificagao, ou seja, “febre da dengue com complica¢des”
(FDC), referindo-se a um subgrupo de pacientes FD que desenvolvam
trombocitopenia, mas ndo preenchem completamente os critérios da OMS para

FHD (Cordeiro et al., 2007).

Uma porcentagem muito pequena de infeccdes sintomaticas (1-6%), evolue
para febre hemorragica da dengue (FHD) ou sindrome de choque da dengue

(SCD). Esta forma da doenca é frequentemente mortal e é caracterizada pela
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febre alta (40-41°C) e fenbmeno hemorragico. Em alguns casos os pacientes
aparentam estar recuperados de FD por causa do inicio da diminuicdo da
temperatura, mas isto € rapidamente seguido pelos sinais de falhas circulatérias e
0s pacientes podem atingir um estado de choque e morrer dentro de 24 h
(Gunthera et al., 2011). A maioria dos casos de FHD ocorrem em individuos
acometidos com infeccdo recente com um ou mais dos quatro sorotipos virais ou

individuos que possuem anticorpos maternos néo-neutralizantes (Halstead, 1981).

Embora a patogénese da FHD seja parcialmente compreendida, sabe-se
que os individuos positivos para anticorpo dengue que experimentam uma
infeccdo por dengue subsequente tém maior risco de desenvolver FHD (Burke et
al., 1988), indicando que a imunidade pré-existente para DENV pode exarcerbar a
doenca (Wahala et al, 2011), potencialmente fatal associada com
trombocitopenia, derrame vascular, hemorragia e choque hipovolémico (Gubler e
Kuno, 1997). Isto ocorre, provavelmente, devido ao realce de anticorpo mediado e
a ocorréncia de resposta imune anormal contra os altos niveis de viremia e
antigenos circulantes, resultando em uma producdo exarcebada de citocinas,
ativacdo de linfécito T e recarga insuficiente de corpos apoptoticos. A correlacdo
da gravidade da doenca com marcadores moleculares de ativacdo imune e de
outros fatores, tais como: plaquetas alteradas, células dendriticas e as contagens
de mondécitos, tém sugerido que as respostas imunitarias dos virus do dengue
contribuem para processo autoimune que resulta em FHD (Halstead, 2007).

Ainda ndo ha vacinas viaveis aprovadas e o tratamento para FD e
FHD/SCD é principalmente paliativo. No entanto, com os modernos cuidados

meédicos adequados e terapia apropriada de reposicdo do volume plasmatico,
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diminuem os numeros de mortes relacionados a FHD/SCD (Gunthera et al.,

2011).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE

2.2.1 EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE NO MUNDO

Nas décadas de 1950 e 1960, a Organizacdo Panamericana de Saude
quase erradicou A. Aegypti, por direcionar o tratamento com inseticidas sobre as
formas adultas e imaturas em habitat doméstico e eliminando criadouros (Gomez-

Dantés e Willoguet, 2009).

A febre da dengue representa um dos principais problemas de saude
publica, com milhdes de casos e milhares de mortes todos os anos em areas
tropicais urbanas, suburbanas e rurais (Guzman e Istariz, 2010). Desde a década
de 1990, as epidemias de dengue vem se espalhando no mundo gracas a

urbanizacges rapidas e ao aumento mundial de viagens (Xiao-Xia et al., 2013).

Para superar a carga da dengue, tem-se tentado o monitoramento de
resisténcia, estratégias alternativas e desenvolvimento de novos inseticidas ou

formulagdes diferentes de inseticidas novos (Dusfour et al., 2011).

As infec¢Bes terciarias de DENV tem sido raramente documentadas, além
disso, apoia ainda mais a no¢ado de que a infeccdo secundaria estimula a longo
prazo anticorpos neutralizantes que podem até mesmo ser efetivo contra
sorotipos ndo encontrados anteriormente (Myers e Varkey, 1971; Kosasih et al.,
2006).

N&o existe um método totalmente eficaz de prevenir a infeccdo de dengue

em viajantes que visitam areas tropicais. O risco de infecgdo pode ser reduzido
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significativamente, pela compreensdo do comportamento basico e habitos de
alimentacdo do mosquito vetor e tomando algumas precaucfes simples para
diminuir a exposicédo a picadas de mosquitos infecciosos. FEmeas de mosquitos
A. aegypti preferem se alimentar dentro de casa, com pico de atividade de picar
ocorrendo durante 2 a 3 horas apds o amanhecer e durante 3 a 4 horas antes do
anoitecer. Embora o risco possa ser maior nestes momentos, é importante
lembrar que o mosquito pode se alimentar dentro de casa a qualguer momento
durante o dia, bem como ao ar livre, especialmente em dias nublados. Para
turistas e viajantes que vao para locais com alto indice de infestacdo, sdo
recomendados, ficar em quartos com ar-condicionado, dedetizacdo dos quartos
com inseticidas em aerossol para matar os mosquitos adultos, uso de repelente
gue contenha dimetil-metatoluamide (DEET) na pele exposta, e vestir roupas de

protecao tratadas com um repelente semelhante (Gubler, 1998).

2.2.2 EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE NO BRASIL

Ainda ndo ha vacina efetiva autorizada contra Dengue, mas se a vacina
fosse viavel, o controle do vetor permaneceria como parte importante do manejo
desta doenca e de outras arboviroses relacionadas. No Brasil, o Ultimo programa
de controle da dengue, PNCD, enfatiza a vigilancia regular casa-a-casa e analise
trimestral da taxa de infestacdo predial ou indice de casas infestadas em éareas
sentinelas metropolitanas. Isto é usado em um indice rapido de vigilancia de A.
aegypti (LirAa), desenvolvido para determinar o indice de infestacdo predial
baseado na presenca de larvas nas areas definidas e formalmente (estratos) a

nivel de vizinhanca através de cada cidade (BRASIL, 2005).
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2.2.3 EPIDEMIOLOGIA DA DENGUE EM PERNAMBUCO

Os primeiros registros de dengue em Pernambuco, datam do ano de 1987,
contudo essa epidemia foi controlada, devido as a¢des realizadas para controlar o
vetor A. aegypti, entretanto em 1995 voltou a atuar uma nova epidemia de
dengue, graca a entrada do sorotipo DENV-2. O sorotipo DENV-3 chegou ao
Estado em 2002, provocando inimeros casos da doenca e até o ano de 2006
houve cerca de 380 mil notificagcdes de dengue (Cordeiro et al., 2008). Sendo que
entre os anos de 2004 a 2006 ocorreu uma diminuicdo nos casos de dengue,
apesar de estudos confirmarem que no estado haveria a circulagdo de trés
sorotipos simultaneamente, fato este que aumentam as chances de ocorrer outras
epidemias (Guedes et al., 2010).

Por se localizar na regido nordeste do Brasil, Pernambuco apresenta um
clima bastante favoravel para a proliferacdo do vetor da doenca, e desta forma
contribui para um grande numero de casos de dengue, e também ha outros
fatores que podem estar associados a essas epidemias como as condi¢cdes
socioeconbémicas da populacdo mais atingida, as quais ndo detém de informacfes
fundamentais para o combate ao mosquito vetor, e mesmo com medidas
realizadas pelos governos, a situacdo da dengue no estado ainda € preocupante
(SSEPE, 2011).

No ano de 2010, Pernambuco registrou um ndamero sete vezes maior de
casos de dengue em relacdo a 2009, que passou de mais de 8 mil casos em 49
municipios para cerca de 58 mil em 185 cidades, sendo 17 casos de dengue
classica com complicacbes, 150 casos de febre hemorragica e com 20 Obitos

(Silva e Nobrega, 2012).
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2.3 Aedes aegypti Linnaeus, 1762.

O mosquito Aedes aegypti € um inseto da ordem Diptera, familia Culicidae,
originario do norte da Africa e que se dispersou pelo mundo por meio do comércio
e trafico de escravos (Figura 3)(Forattini e Brito, 2003). E vetor da Chikungunya,
febre amarela e dengue em areas urbanas no Novo Mundo (Kyle e Harris, 2008).
No territério brasileiro, a dengue foi reintroduzida pelo vetor A. aegypti (Figura 2)
devido a falta de vigilancia dos paises vizinhos (Brasil, 2005). Como todos os
outros mosquitos, A. aegypti € um inseto holometéabolo, nutre-se de néctar floral e
seiva vegetal. Contudo, as fémeas sao anautdégenas, necessitando de um repasto
sanguineo, que é geralmente sucedido por uma postura de ovos. Entretanto, A.
aegypti, mais do que qualquer outra espécie do género, alimenta-se mais de uma
vez entre duas oviposicdes sucessivas, especialmente quando a fémea nédo esta
totalmente ingurgitada, caracteristica epidemiologicamente importante, pois

aumenta a possibilidade do mosquito ingerir e transmitir o virus (Barata et al.,

2001).

Figura 2. Mapa global da distribuigé@o prevista de A. aegypti. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia (a partir de 0 azul para vermelho 1) com uma resolucéo espacial de 5 km x 5 km.
Fonte: http://elifesciences.org/content/4/e08347/F1 http://dx.doi.org/10.7554/eLife.08347.004


http://elifesciences.org/content/4/e08347/F1
http://elifesciences.org/lookup/doi/10.7554/eLife.08347.004
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Figura 3. Mosquito Aedes aegypti. Fonte: www.biologia.seed.pr.gov.br

A. aegypti (Figura 2) é um mosquito colonizador de recipientes, colocando
0s ovos préoximos a lamina d’agua. A eclosao é deflagrada por um conjunto de
fatores ambientais, 0os quais combinam fatores abidticos (e.g. umidade e
temperatura) e bioticos que garantam a sobrevivéncia da prole (Livdahl e Edgerly,
1987). O tempo entre o estagio de ovo a adulto em condi¢6es favoraveis varia de
10 a 13 dias (Forattini, 1965). Ap6s um periodo de desenvolvimento embrionéario
de 48 a 72 horas, as larvas eclodem e passam por quatro estadios de
desenvolvimento (L1 a L4), durando em média sete dias. As larvas se alimentam
de detritos e microorganismos presentes na agua até alcancarem as condi¢cfes
fisiologicas necesséarias a pupacédo, fase na qual os insetos ndo se alimentam
(Figura 3) (Christophers, 1960). A pupacao dura de dois a trés dias, ao final da
qual emergem os adultos, que podem viver até 45 dias (Marques e Miranda,

1992).

As larvas em desenvolvimento competem pelos recursos em um ambiente
espacialmente limitado. Estudos experimentais demonstram que a lotacdo e os
recursos limitados estdo associados com alta mortalidade larval, aumentando o

tempo de maturidade e gerando adultos biologicamente inviaveis, além de fémeas
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menos férteis (Moore e Fisher, 1969; Mulla, 1979; Southwodd et al., 1972). Ao
emergirem, as fémeas adultas copulam e passam a buscar fontes de repasto
sanguineo e locais para oviposicao (Christophers, 1960). A fémea escolhe o local
de oviposicdo dependendo da densidade larval e presenca de ovos (Chadee,
2009; Zahiri e Rau, 1998). O comportamento de oviposicao é ainda afetado pelas
caracteristicas fisico-quimicas do criadouro (Bentley e Day, 1989; McCall e
Cameron, 1995). As mortes ocorrem principalmente devido a eventos
independentes da densidade (e.g. predacao e presenca de inseticidas) (Bar-Zeev,

1958; Christophers, 1960; Rueda et al., 1990).
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Figura 4. llustragdo do ciclo de vida do Aedes aegypti. Fonte: Disponivel em:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/kitdengue/epidemiologia/imagens.html
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2.4 Aedes albopictus SKUSE, 1894.

O mosquito Aedes albopictus, de origem asiatica, cuja distribuicdo original
compreendia o sudeste da Asia, é considerado autdctone na regido oriental
formada por Autralasia, Oceania e Paleartica. A espécie se dispersou para 0s
outros continentes gracas ao comércio de pneus usados, sendo agora registrado

nas Américas, Europa meridional e Africa, além de algumas ilhas do pacifico e

Havai (Figura 4)(Hughes e Porter, 1956).

Figura 5. Mapa global da distribuicéo prevista de A. albopictus. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia (a partir de 0 azul para vermelho 1) com uma resolucéo espacial de 5 km x 5 km.
Fonte: http://elifesciences.org/content/4/e08347/F6 http://dx.doi.org/10.7554/eLife.08347.009

Aedes albopictus (Figura 6) apresenta grandes semelhancas com A.
aegypti, tais como: habitos diurnos e densidade fortemente influenciada pela
pluviosidade. Entretanto, exibe algumas diferencas consideraveis, pois se
dispersa com facilidade no ambiente rural, semissilvestre e silvestre, sendo
habitualmente encontrado em areas com baixa densidade humana onde A.
aegypti é inexistente ou raro. Em locais povoados, € mais frequente no
peridomicilio. Além da divergéncia em relacdo aos habitats preferenciais, observa-

se discrepancia entre as espécies também quanto ao hospedeiro: A. albopictus é

mais eclético, sendo o ser humano e aves o0s seus hospedeiros mais frequentes.


http://elifesciences.org/content/4/e08347/F6
http://elifesciences.org/lookup/doi/10.7554/eLife.08347.009
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Além disso, esta espécie € capaz de se adaptar as temperaturas frias, tornando-

se latente durante o inverno em regides temperadas (Paupy et al., 2009).

Figura 6 - Da esquerda para a direita Aedes aegypti e Aedes albopictus.
Fonte: Disponivel em: http://fmel.ifas.ufl.edu/. Acessado em: 19/08/2014.

A. albopictus é um mosquito generalista e que tem demonstrado
capacidade de utilizar variados tipos de criadouros naturais (e.g. internédios de
bambu, ocos de arvores e cascas de frutas) e artificiais (e.g. pneus, vidros, pratos
sob vasos de plantas, recipientes plasticos, etc.), desde que encontre condi¢cdes

favoraveis ao seu desenvolvimento (Consoli e Lourenco-de-Oliveira, 1998).

A. albopictus é considerado um vetor secundario da dengue nas Américas
(Tauil, 2002), devido a algumas caracteristicas intrinsecas a espécie, associadas
a sua elevada capacidade adaptativa e de dispersdo. Este mosquito foi
considerado como um vetor experimental de varias arboviroses, dentre elas
doencas causadas por flavivirus, tais como: febre amarela, encefalite japonesa,
febre do Nilo ocidental, zika virus e dengue, e alphavirus chikungunya. Em
condi¢cdes laboratoriais, espécimes de A. albopictus de Fortaleza, Ceéra,

demonstraram capacidade de transmitir os virus da dengue, da febre amarela e
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da encefalite eqlina venezuelana (Alencar, 2008). Porém, no pais existem até o
momento apenas dois registros de mosquitos naturalmente infectados com o virus
dengue nos Estados de Minas Gerais (Serufo et al., 1993) e Ceara (Martins et al.

2012).

A. albopictus e A. aegypti podem ocorrer simpatricamente em varias areas,
compartilhando, em muitas situacbes, os mesmos criadouros. A coexisténcia
pode ser uma situacao transitoria que resultarda no deslocamento de uma das
espécies. A diminuicdo ou o deslocamento populacional de espécies residentes
tem sido observada em varios paises apés a introducédo de A. albopictus (Paupy

et al., 2009).

2.5 PRINCIPAIS ARBOVIRUS TRANSMITIDOS POR Aedes spp.

As arboviroses sao viroses transmitidas por artropodes. havendo mais de
500 espécies identificadas até agora (Mercado-Curiel et al., 2008). Estes
organismos tém RNA como material genético, possuem origem zoonética e sao
mantidas em ambiente natural através de complexos ciclos que envolvem os
artrépodes hematofagos e os seus hospedeiros, geralmente mamiferos e aves. O
ciclo € completo quando vetores ndo virémicos se alimentam do sangue de
individuos infectados, e passam a estar aptos a infectar novos hospedeiros

(Figueiredo, 2007).

A competéncia completa do vetor € determinada ndo apenas pela sua
habilidade de se tornar infectado, mas também por sua capacidade de transmitir o
patdogeno (Moncayo et al., 2004). Assim sendo, é intrinseco a um vetor adquirir,

manter e transmitir um patdgeno, embora muitos fatores dificultem a infeccéo,
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disseminacao e a transmissao de uma arbovirose através de mosquitos (Xiao-Xia

et al., 2013).

2.5.1 VIRUS DA ENCEFALITE EQUINA

Pertence ao género Alphavirus, sendo o agente etioldgico da encefalite
equina, que é uma enfermidade infecto-contagiosa aguda que atinge o sistema
nervoso devido a inflamacgdes a nivel cerebral, medular e meningeo. Esta doenca
acomete equinos (e.g. cavalos, mulos, etc.), humanos e aves. A patologia é
desencadeada pela picada do mosquito infectado, geralmente pertencentes ao
género Culex spp. (Bolling, 2011). Contudo, de acordo com Figueiredo (2007),
espécies incluidas nos géneros Aedes, Psorophora, Deinocerites e Mansonia,
também podem estar envolvidas na disseminacdo do virus. Segundo Kotait et al.
(2006), 0 homem e o0 equino sao hospedeiros acidentais e ndo contribuem para a
manutencao do virus, assim como suinos, ovelhas, cdes e demais espécies, nas

quais o virus vem sendo identificado.

A técnica semi-nested RT PCR vem sendo utilizada para identificacdo dos
Alphavirus tanto em mosquitos, passaros e em equinos (Silva et al. 2011). A
prevencdo se da pelo controle de mosquitos e monitoramento de aves migratorias

(Brasil, 2007).

2.5.2 VIRUS DO NILO OCIDENTAL OU DO OESTE DO NILO

O virus do oeste do nilo (WNV) foi inicialmente identificado em uma mulher
com quadro febril na provincia de Uganda, Africa, em 1937. A provincia era

denominada West Nile (Nilo Ocidental), dai a denominacdo da doenca e do
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agente (Hayes et al., 2005). Pertencente a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus, o WNV, possuem uma molécula de RNA de fita simples e polaridade
positiva de 9.5 kilobases, como genoma. Os virions sdo esféricos e possuem
aproximadamente 50 nandémetros de diametro, sdo sensiveis a detergentes
lipidicos e desinfetantes comuns e nao resistem muito tempo no ambiente
(Lindebach e Rice, 2001). E disseminado pelos vetores as aves, equinos e
humanos; nestes ultimos, o virus pode causar a febre do Nilo Ocidental, que tem
como principais sintomas a dor de cabeca e a febre, ou meningite aguda ou
encefalite. O virus tem as aves migratorias como reservatorios naturais e ja foi
encontrado em mais de setenta espécies. Ao migrar, esses animais dispersao o
virus geograficamente, uma vez que, ja foi isolado de 43 espécies de mosquitos
dos géneros: Culex, Aedes, Coquillettidia, Anopheles, Mansonia, dentre outros
(Dibo et al., 2011).

O diagnostico da infeccdo em aves pode ser feito por sorologia pareada
(ELISA), deteccdo de IgM na fase aguda ou deteccéo de virus e acidos nucléicos
virais no encéfalo (Flores e Weiblen, 2008).

O controle da infeccdo pelo WNV em areas endémicas baseia-se no
combate aos insetos e na aplicacdo de medidas para reduzir a exposicdo de
pessoas e animais domésticos aos vetores, além de vacinagéo de eqlinos (CDC,

2002).

No Brasil, o virus poderia manter-se em baixas proporcdes devido a
protecdo imunoldgica das aves anteriormente infectadas, bem como a falta de um
vetor competente que se alimente do sangue das aves, humanos e cavalos.
Todavia um caso da doenca foi diagnosticado pelo Ministério da Saude no Estado

do Piaui em novembro de 2014. Na ocasido, outros quatro pacientes
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apresentaram sintomas suspeitos, entretanto exames laboratoriais descartaram a

possibilidade de febre do Nilo nestes pacientes (Portal Brasil, 2014).

2.5.3 VIRUS DO VALE “RIFT”

Pertencente a familia Bunyaviridae e ao género Phlebovirus, o virus foi
identificado pela primeira vez no ano de 1931 durante uma investigacao
epidemioldgica em uma criacdo de ovelhas no Vale do rio Rift no Quénia. O virus
€ 0 agente etiologico da febre do Vale do Rift (VRFV), uma zoonose viral, mas
gue tem a capacidade de acometer humanos. Além disso, a patologia promove
perdas econbmicas significativas por conta das mortes e dos abortos causados

nos animais por conta da VRFV (WHO, 2014).

A maioria das infeccdes em humanos € resultante do contato direto e
indireto com sangue ou orgaos de animais infectados, uma vez que o virus pode
ser transmitido por meio da manipulacdo do tecido animal durante o abate,
realizacdo de procedimentos veterinarios, auxilio ao parto e através da eliminacéo
de carcacas ou fetos. Até entdo néo foi registrada a transmissdo de humano para
humano, a transmissé@o ocorre principalmente por mosquitos de género Aedes

spp. infectados (WHO, 2014).

Os hospedeiros primarios e principais multiplicadores do virus da VRFV
sdo ovelhas, cabras e vacas, além do ser humano. A porta de entrada para o
VRFV é a pele integra, pela qual o mosquito acopla seu aparelho bucal para o
repasto sanguineo e por onde inocula o virus; e a pele com algum tipo de abrasao
ou solucao de continuidade, no caso de contato direto com tecidos e fluidos de

animais infectados (Chevalier et al., 2010).



33

O isolamento do virus € o método diagnostico padrdo ouro para o
diagnéstico da VRFV (OIE, 2014). Testes soroldégicos comumente usados incluem
virusneutralizacdo, ELISA e testes de inibicdo da hemaglutinacéo.
Imunofluorescéncia, fi xacdo do complemento, radioimunoensaio e imunodifusao
sdo usados com menor frequéncia. Reacfes cruzadas com outros fl ebovirus
podem ocorrer. Outras técnicas laboratoriais, tais como RT-PCR e
sequenciamento genético (Xu et al., 2007).

Em relacdo protecdo pessoal, podem ser utilizados repelentes, camisas
longas,calcas e mosquiteiros com o intuito de prevenir a transmissao pelos
mosquitos e outros vetores potenciais. Atividades ao ar livre devem ser evitadas,
principalmente durante os periodos de atividade do mosquito. Inseticidas podem

ser Uteis (Chevalier et al., 2010).

2.5.4 VIRUS DA FEBRE AMARELA

E uma arbovirose ocasionada por um virus da familia Flaviviridae, género
Flavivirus, responsavel por causar hepatite grave e febre hemorragica em cerca
de 10% dos pacientes. Baseando-se na similaridade entre os genomas africanos
e sul-americanos sugere-se que, originalmente, como um virus de origem
africana, que foi disseminado na América do Sul nos ultimos 500 anos, através
dos navios negreiros e de comércio do Caribe e da América do Norte. No Brasil, 0
virus desencadeou grandes epidemias da doenca, sobretudo no litoral. Tornando-
se um importante problema de Saude Publica no Rio de Janeiro, onde 50.000
pessoas morreram entre 1850 e 1909. A patologia foi considerada erradicada na

década de 1930 (Figueiredo, 2007).
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A arbovirose é transmitida ao homem através de mosquitos infectados
dos géneros Aedes, Sabethes e Haemagogus, podendo haver ciclos silvestre e
urbano. Ambos ndo diferem etiologica, clinica, imunolégica nem
fisiopatologicamente. Contudo, o ciclo urbano caracteriza a patologia como uma
antroponose, no qual nenhuma espécie animal de importancia epidemioldgica
estd envolvida. A febre amarela tem A. aegypti como principal vetor, tanto no

continente Africano quanto na América do Sul (Tauil, 2010).

Estima-se que pelo menos 90% dos casos de febre amarela com
expressao clinica sejam das formas classificadas como leve e oligossintomatica,
raramente diagnosticadas e que somente 10% sejam das formas graves
associadas com elevada letalidade (Vasconcelos, 2000).

O método mais eficaz para se prevenir a febre amarela é a vacinacao.
Outro procedimento que pode prevenir a ocorréncia da febre amarela € o combate
aos vetores e 0 uso de medidas de protecédo individual. O combate aos vetores
silvestres é inviavel, restando o combate ao vetor urbano, Aedes aegypti (Galler et

al., 2001).

2.5.5 VIRUS CHIKUNGUNYA

O virus da Chikungunya (CHIKV) é um alphavirus da familia Togoviridae,
de origem africana, e foi descrito pela primeira vez em 1950 na Tanzania. A partir
de 1952 se espalhou por varias ilhas ocorrendo nas ilhas do Oceano indico desde
2005, de onde vem promovendo a doenca febril aguda com grande artralgia nos
pacientes, além de casos com meningoencefalite (Figueiredo, 2007). Gestantes
infectadas com o virus no periodo perinatal podem transmiti-lo ao recém-nascido

via transmisséao vertical. Neste periodo as chances da méae transmitir o virus ao
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filnho podem chegar a 85%, resultando formas graves em 90% dos recém-
nascidos. O parto cesariano ndo garante a ndo transmissao do virus, sendo que
este ndo é transmitido por meio do aleitamento (Ministério da Saude, 2014). Em
2014, o Estado de Pernambuco notificou, em quatro municipios, 23 casos
suspeitos de Chikungunya, sendo 4 confirmados. No ano de 2015, notificou 105
municipios com 2.605 casos suspeitos de Chikungunya, sendo 450 casos
confirmados. Até entdo, nenhum caso foi confirmado em Serra Talhada (SES-PE,

2015).

O CHIKV é transmitido pelo A. aegypti e por A. albopictus, sendo o
primeiro seu principal vetor, e a transmissdo, por sua vez, ocorre através da
picada do mosquito infectado. A febre chikungunya constitui um importante
problema de saude publica mundial (Figueiredo, 2007). Existe, ainda, o risco de
estabelecimento de um ciclo enzodtico da Chikungunya macaco-mosquito no
Brasil impossibilitando a erradicacdo da doenca no pais (Donalisio e Freitas,

2015).

A Febre de Chikungunya pode nédo ter as manifestacfes tipicas ou pode
coexistir com outras doencas infecciosas e nao infecciosas. Por isso, 0

diagnéstico diferencial deve levar em consideracdo os aspectos epidemioldgicos,
tais como local de residéncia, histérico de viagens e de exposi¢éo (Brasil, 2009).

Um programa operacional de controle efetivo para o vetor transmissor da
dengue fornece as bases para uma preparacdo adequada contra o CHIKV, uma
vez que ambos o0s virus séo transmitidos pelo mesmo mosquito, o0 Aedes aegypti
(OPAS, 2014). Portanto, para responder a introducdo do virus chikungunya,
recomenda-se utilizar e intensificar as a¢fes de vigilancia e controle do vetor,

desenvolvidas para a dengue, conforme preconizado nas “Diretrizes Nacionais
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para a Prevengdo e Controle de Epidemias de Dengue” (Brasil, 2009), que
seguem o0s preceitos estabelecidos pela Estratégia de Gestdo Integrada da

Dengue nas Américas (EGI-dengue).

2.5.6 VIRUS ZIKA

Virus Zika (ZIKV) € um flavivirus assim como os virus da febre amarela,
dengue, Nilo Ocidental, e virus da encefalite japonesa. Foi isolado pela primeira
vez em 1947, a partir de amostras de macacos usados como sentinelas para a
deteccdo da febre amarela, na Floresta Zika, em Uganda. Ele € considerado
endémico no leste e oeste do continente africano e ha registro de circulacao

esporadica também na Asia e na Oceania (Brasil, 2015).

Em 2007, ZIKV causou um surto de doenca relativamente leve
caracterizada por erupcbes cutaneas, artralgias e conjuntivite na llha Yap no
sudoeste do Oceano Pacifico. Esta foi a primeira vez que ZIKV foi detectado fora
da Africa e da Asia. A histéria, dindmica de transmisséo, virologia, e
manifestacfes clinicas da doenca de ZIKV podem se confundir com outras

doencas tal como chikungunya e dengue (Hayes, 2009).

O ZIKV é transmitido principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti e A.
Albopictus, existindo também a possibilidade de transmissao pela via sexual, por
transfusdo sanguinea e neonatal, embora ndo se saiba o real protagonismo

dessas vias de transmissao na propagacao da infeccéo (Luz et al., 2015).

Em maio de 2015, a Organizacdo Pan Americana de Saude (OPAS),
confirmou o primeiro caso no Brasil (Figura 7)(CDC, 2016). Até 2 de janeiro de
2016, foi notificado a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude

(SVS/MS) um total de 3.174 casos suspeitos de microcefalia relacionada a
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infeccdo pelo virus Zika, identificados em 684 municipios distribuidos em 21
Unidades da Federacdo. Entre o total de casos, foram notificados 38 6bitos
suspeitos (Brasil, 2016).
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Figura 7. Paises que possuem evidéncias passadas ou atuais de transmisséo de virus Zika (até
dezembro de 2015). Fonte: Centers of Disease control and prevention. Disponivel em
http://www.cdc.gov/zika/geo/index.html. Janeiro de 2016.

De janeiro de 2015 a primeira semana de janeiro de 2016, a secretaria de
saude o estado de Pernambuco, notificou 1.386 casos suspeitos de Zika, sendo

apenas 14 confirmados. Os demais ainda estao sob investigagéo (SES-PE, 2016).

O diagnéstico definitivo é realizado por meio de exames dispendiosos e —
com raras excegdes — disponiveis apenas em alguns centros de referéncia, caso
da reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). Sorologias, como a
realizada pela técnica ELISA, podem ser positivas apds a fase sintomatica da
doenca, adquirindo importancia enquanto diagndéstico retrospectivo para fins

epidemioldgicos. Entretanto, deve-se lembrar que a sorologia pode ter menor
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especificidade em regifes onde circulam diferentes flavivirus e, nesse contexto, o
RT-PCR assume grande relevancia (Zanluca et al., 2015).

Em virtude da proliferacdo do mosquito ser diretamente proporcional as
péssimas condi¢cdes sanitarias do nosso pais, e dengue, chikungunya e ZIKV
compartilharem o mesmo vetor, o Estado deve implementar medidas efetivas para
o controle da doenca, com especial enfoque na educacao da populacédo a fim de

prevenir surtos epidémicos (Luz et al., 2015).

2.5.7 VIRUS DENGUE

O virus Dengue (DENV), é um flavivirus, familia Flaviviridae, com 4
sorotipos antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4,
representa um grave problema de Saude Publica, principalmente para as regifes
tropical e subtropical de todo o mundo (WHO, 2010). Os quatro sorotipos de virus
dengue (DENV) causam 100 milhdes a 500 milhdes de novas infec¢cdes a cada
ano em mais de 100 paises, resultando em 40 milhdes de casos clinicamente

aparente e 20.000 mortes (Dengue Vaccine Initiative, 2012).

O RNA genomico é aproximadamente 11 kb de comprimento e € composto
de trés genes que codificam proteinas estruturais: o nucleocapsideo ou a proteina
principal (C), uma proteina associada a membrana (M), uma proteina de envelope
(E), e sete genes de proteinas ndo estruturais (NS). A ordem dos genes é 5’-
CprM( M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’, como para outros
flavivirus (Rice et al., 1985; Deubel et al., 1988; Chambers et al., 1990; Leyssen et

al., 2000).

O DENV tem como seu principal vetor o mosquito A. aegypti, mosquito que

utiliza criadouros artificiais, sendo favorecido pela falta de abastecimento regular
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de agua, auséncia da coleta de residuos solidos e principalmente, pela falta de

mobilizacdo comunitaria (WHO, 2010).

Em 2011, o Estado de Pernambuco registrou os dois primeiros casos de
dengue com o sorotipo 4, ambos em Serra Talhada onde também circula o
sorotipo 1, que estava ausente a 20 anos, o que aumentou o risco de febre
hemorragica da dengue (FHD) (SES-PE, 2015). Em 2015, Pernambuco notificou
146.089 casos, distribuidos em seus 185 municipios. Ao todo confirmaram-se
51.776 casos de dengue, com 31 6bitos. O maior agravante é fato da circulacéo
dos quatro sorotipos do virus, que aumenta a incidéncias das formas mais graves

da doenca (SES - PE, 2016).

2.6 IMUNOPATOLOGIA DA DENGUE

Ao entrar em contato com a pele o DENV, e possivelmente outros virus
transmitidas por artrépodes, pode infectar a pele humana células de Langerhans.
Embora se tenha apenas um uUnico caso descrito de célula dendritica (DC) da pele
infectados por DENV in vivo. Neste caso, a infeccdo de DC por DENV foi
substancialmente mais eficiente do que a infeccdo de macrofagos ou linfocitos, e
ocorreu na auséncia de anticorpo contra DENV, indicando que DCs de pele sdo
provavelmente o alvo inicial da infeccdo por DENV na transmisséo por artropodes

para os seres humanos (Wu et al.,2000).

Estima-se que um terco da populacdo mundial esteja em risco de contrair o
virus da dengue (Umareddy et al., 2008). Muitos sdo os fatores que estéo
relacionados a resposta imune contra o virus dengue (DENV), principalmente o
estado imunolégico do paciente. Além disso, caracteristicas genéticas do

hospedeiro podem interferir diretamente no desenvolvimento da doenca.
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Entretanto, a carga viral in vivo parece ser importante, pois € significantemente
maior em pacientes com FHD/SCD do que naqueles com FD (Libraty et al., 2002;
Vaughn et al., 2000). A andlise epidemioldgica dos focos DENV (1997 e 2001) em
uma area endémica cubana mostrou que pessoas de diferentes racas tém
diferentes morbidades e sintomas apos a infecgcdo DENV (Kouri et al., 1998; De la

C Sierra et al., 2007).

A gravidade ou a frequéncia de uma resposta alterada da dengue depende
de: 1) sequéncia de tipos de virus encontrados pelo individuo; infecces
secundarias com dengue sorotipo 2, envolvido com a prevaléncia de SCD,
resultando em uma maior propor¢cdo de choque para o total de infeccéo
secundéaria do que outros sorotipos de virus, (Halstead et al., 2001) e 2) o
intervalo entre induzir e sensibilizar a infeccdo, provavelmente ocorre a um
minimo de 3 meses e um maximo de 5 anos (Fischer e Halstead, 1970; Halstead,

1965).

Para explicar estas observacdes sobre a patogénese do DENV, tem sido
proposto um processo chamado facilitacdo dependente de anticorpo (ADE)
(Halstead, 1988). Duas outras hipéteses dominantes envolvem reacdo cruzada de
células T memoria e sorotipo (Rothman, 2011) e viruléncia viral (Rico-Hesse,
2007). Estes trés processos ndo mutualmente exclusivos, sdo postulados por
aumentar a carga viral e engatilhar a alta producdo de citocinas e ativacado do
sistema complemento resultando em FHD/SCD. Porém, o mecanismo preciso de
patogénese de FHD/SCD e a relacao entre carga viral, alta producéo de citocinas
e ativacdo do complemento sdo incertos. Além disso, fatores genéticos do
hospedeiro podem influenciar na patogénese da doenca, como o polimorfismo

presente em varios genes de resposta imune de hospedeiros (Coffey et al., 2009).
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De acordo com a hipotese de Halstead (1970), a alteracdo da resposta
imunologica do hospedeiro a um virus com uma maior massa antigénica total ou
complexado com uma gama mais vasta de anticorpos heterélogos de dengue
pode gerar uma reacdo de sensibilizacdo mais alta do que 0s virus sem esses
atributos. De fato, pouco se sabe sobre 0 mecanismo da imunidade anti-DENV, e
a maioria dos estudos tem focado em examinar a funcdo do sistema imune por
meio da interacdo DENV- complemento no contexto da patogénese de FHD/SCD

(Shresta, 2012).

As lesbes do sistema vascular na FHD sdo notaveis por falta de resposta
inflamatodria. Ocasionalmente, é observada necrose do endotélio vascular,
embora, as membranas basais sejam preservadas. Além disso, a infiltracdo
perivascular com células mononucleares ou neutréfilos raramente ocorre. Em
estudos com pacientes da Tailandia, trombos ou trombos de plaquetas sao

observados apenas raramente (Bhamarapravati et al., 1968).

Os mecanismos exatos de conducéo do vazamento vascular profundo que
ocorre em pacientes com SCD ndo séo claros, embora fatores imunoldgicos do
hospedeiro tenham sido repetidamente citados (Rothman, 2004). O realce
anticorpo dependente (ADE) de replicagcdes virais € a explicacdo mais
amplamente aceita para as associacdes entre FHD e anticorpos preexistentes.

(Simmons et al., 2007).

Uma hipotese alternativa propde que a resposta imune inata inicial e em
particular a resposta de interferon tipo | (IFN) pode determinar a subsequente
resposta e inicio clinico (Umareddy et al., 2008). O IFN protege as células de uma
nova infeccdo da dengue, mas néo tem efeito na infeccao estabelecida, indicando

que a replicacao da dengue produz um antagonista de IFN (Diamond et al., 2000).
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Todos estes estudos indicam que a resposta de IFN é de algum modo,
prejudicada, facilitando assim o estabelecimento da infeccdo por dengue no
hospedeiro (Umareddy et al., 2008). No entanto, nos eventos provocados tais
como anticorpos especificos para DENV ou de reacdo cruzada, os linfocitos T, e
um grande namero de citocinas pode nao resultar na protecdo, mas em vez disso
0s resultados patologicos graves que podem participar na patogénese da DENV

(Mathew e Rothman, 2008).

O linfocito T CD8+ como toda célula T citotoxica pode matar células
infectadas pelo DENV (Yauch et al., 2009). Porém, os linfocitos T memoria CD8+
reativos-cruzados de uma infeccdo primaria pode alterar a producédo/atividade das
citocinas e resposta immune do hospedeiro durante a infeccdo secundaria

heter6loga de DENV (Fang et al., 2012).

Desde a existéncia de anticorpos que apareceram na infeccdo primaria do
DENV, a imunoglobulina G (IgG) reativa-cruzada pode ser prontamente detectada

no primeiro dia de uma infec¢@o secundaria de DENV (Fang et al., 2012).

As infeccBes anticorpo-realcadas necessitam de um evento imunoldgico
inicial, chamado sensibilizacdo, que ocorrem de trés maneiras: 1) infeccbes
primarias ocorridas naturalmente por virus heterotopicos do mesmo género (grupo
1), 2) infeccédo por virus que criam diversidade antigénica pela evolugéo rapida de
variantes biolégicos ou antigénicos durante o curso de uma infeccdo crbnica
(grupo 2), e 3) imunizacao que resulta na imunidade protetiva incompleta (grupo
3). Os quatro sorotipos do DENV estao incluidos no grupo 3 (Kimman et al., 2009;

Yoon et al., 1996; Halstead,1982; Tirado e Yoon, 2003).

Em humanos, as infeccdes severas de virus dengue seguem um

estereotipo; sinais tais como anoxia, choque e hemorragia gastrointestinal
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acompanhada de uma rapida perda de fluido dos compartimentos vasculares
devido a permeabilidade capilar (Cohen e Halstead. 1966). Durante os estudos de
mecanismos patogénicos, esforcos consideraveis tem sido direcionados na
afericdo de niveis de citocinas no sangue em pacientes tardios durante a fase

aguda da dengue, apenas antes dos primeiros sinais de choque (Figura 8)(Bethell

et al., 1998).
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Figura 8. Principais mecanismos propostos para descrever este realce: um é a supressao da
resposta antiviral mediada por interferon pela supraregulacéo de reguladores negativos e a outra é
a polarizagdo da citocina tipo Th 2 despertada pela ativacéo de IL-10. A entrada o virus é
detectada pela célula apresentadora de antigeno que estimula as células B a produzir anticorpos
de reagdo cruzada que se ligam aos virus e sdo capturados pelos macrofagos (Boonnak et al.,
2011).

A replicacdo do virus deve ocorrer da seguinte maneira: primeiro o DENV
intracelular libera o seu RNA para sintetizar e produzir novas particulas de DENV.
O antigeno do virus é transportado através do lumen do reticulo endoplasmatico
pelo transportador associado processante de antigeno (TAP), o Udnico
transportador ABC conhecido na membrana do reticulo endoplasmatico (Lorente

et al., 2012).
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2.6.1 Citocinas

As citocinas sao pequenas moléculas proteicas sinalizantes que sao
secretadas por inumeras células e trabalham ativamente na comunicacao
intercelular. As funcdes bioldgicas de citocinas sdo complexas, longas e
sobrepostas (sinergista ou antagonista). Em pacientes com FD, por exemplo, o IL-
la circulante aumentado pode exercer acdes antipiréticas em um esforco para
contra-atacar as concentracdes ja aumentadas de IL-1b. O CXCL10/IP-10 foi
confirmado como um forte marcador pro-inflamatério (De-Oliveira-Pinto et al.,

2012).

Os fatores imunolégicos do hospedeiro atuam na febre hemorragica da
dengue (FHD) e/ou sindrome de choque da dengue (SCD), uma vez que a
doenca severa ocorre mais fequentemente em individuos que experimentam a

infeccdo secundaria pelo virus dengue (Rothman e Ennis, 1999).

Os niveis aumentados no soro de IL-6 e IL-8 sdo positivamente
correlacionados com a dose infecciosa do DENV e tem promovido efeitos no

desenvolvimento inicial de FHD (Huang et al., 2000).

Varios estudos demonstraram que camundongos que ndo possuem tanto o
IFN-a/b como o receptor IFN-c sucumbem na infeccdo primaria de DENV,
engquanto que seus antagonistas do tipo selvagem sobrevivem. O IFN-c tem sido
provado por ser efetivo para ajudar na remocdo do DENV em humanos pela
suprarregulacao da expressdao de moléculas HLA. Ademais, os niveis IFN
sustentaram durante a fase aguda da infeccdo por DENV mostrando funcao

protetora (Figura 9)(Gunther et al., 2011).
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Figura 9. Visdo geral dos eventos imunes chaves apos infeccdo do DENV. O DENV se liga ao
DC-SIGN, o receptor viral na superficie da DCs, para mediar a entrada. Entdo as células NK e
MBL, como defensores iniciais, rapidamente tomam medidas para matar as células infectadas. No
entanto, haveriam algumas células infectadas que escaparam, na qual poliproteinas DENV
sintética podem ser processadas entre peptideso e subsequentemente acessa 0 antigeno
processante e programa a apresentacdo. Depois, o linfécito T CD4+ pode ser ativado e
diferenciado para promover as respostas de Thl e Th2 para exercer seus efeitos complexos
adversos. A migracdo de células Th1l/Th2 pode ser direta ou indiretamente regulada pelo calcitriol
1,25-(OH)2D3 pela ligagdo com nVDR. As células B podem produzir diversos anticorpos com a
ajuda de Th2 relacionados a citocinas. Os anticorpos tem trés tipos de efeitos: ADE, neutralizacdo
e danos a plagquetas (quando ligados com HPA). O mecanismo imune patogénico do DENV aqui
considera estes eventos imunes do hospedeiro para permitir o dano as células endoteliais, o
aumento na permiabilidde vascular e finalmente sintomas hemorragicos. As estrelas azuis
representam moléculas imunes estratégicas na qual o polimorfismo do locus tem sido associado
com a patogenese do DENV (Fang et al., 2012).

Os linfécitos T CD4+ sao usualmente divididos entre dois subconjuntos
antagobnicos, mas reativo-cruzados: as células T helper (Th) 1 e 2. O equilibrio de
células Th1/Th2 é relevante para o surgimento das doencas tais com na infec¢ao

por DENV (Fang et al., 2012).
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2.6.1.1 Interleucina 4 (IL - 4)

Em resposta a patdgenos, as células T CD4+ se diferenciam em células
efetoras Thl e Th2. As células Thl produzem IL-2, IFNy e TNF(, os quais estao
envolvidos nas reacfes inflamatérias mediadas por células. As células Th2
secretam principalmente IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13, os quais mediam a
ativacdo das células B, producdo de anticorpos e regulacdo de respostas de

Thl(Paul e Seder, 1994).

No entanto, o mais efetivo indutor de diferenciacdo de células T CD4+
parecem ser 0s ambientes de citocinas locais. E € evidente que a citocina IL-12
dirige a diferenciacdo para um fendtipo Thl (Hsieh et al., 1993; Seder et al.,
1993), enquanto IL-4 guia a diferenciacdo para um fenotipo Th2 (Le Gros et al.,

1990; Swain e Weinberg, 1990).

As funcdes efetoras de IL-4 sdo importantes na resposta immune para uma
variedade de infec¢cBes e estdo também claramente implicados na patogénese de
doencas atOpicas (Abbas et al., 1996). Nestas condi¢des, as funcdes de IL-4 em
parte por sua habilidade de induzir mudancas em células B classe IgE. O IL-4
também atua na funcéo de baixa regulacédo de resposta imune que conduz a uma
reducdo da rejeicdo de aloenxertos (Davies et al., 1996; Donckier et al., 1995) e
na prevencdo ou melhoria de doenca autoimune experimental (Tominaga et al.,
1998; Calcinaro et al., 1997; Mueller et al., 1997; Mueller et al., 1996; Rabinovitch

et al., 1995; Rapoport et al., 1993).
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2.6.1.2 Interleucina 10 (IL-10)

A interleucina-10 é uma glicoproteina de 18 kDa (Fiorentino et al., 1989;
Moore et al., 1993), inicialmente identificada como um produto de células Th2 e
que tem subsequentemente, sido mostrada por ser produzida por uma ampla
variedade de tipos de células, incluindo células Thl, células Trl, células B,
mondcitos, macrofagos, queratinécitos, e muitas células tumorais (Moore et al.,
1993; Del Prete et al., 1993; O’Garra et al., 1992; de Waal-Malefyt et al., 1991,

Enk e Katz, 1992; Gastl et al., 1993; Groux et al., 1997).

O balanco entre inflamacéo e anti-inflamacéo € critica para o controle de
infeccdo (Couper et al., 2008; Wilson e Brooks, 2011). A IL-10, que foi
originalmente chamada de fator inibidor de sintese de citocina, € uma citocina que
€ produzida por células T helper tipo 2 (Fiorentino et al., 1989). A IL- 10 exibe
propriedade anti-inflamatorias, incluindo a inibicdo de secrecdo de mediador

imune, apresentacao de antigeno e fagocitose (Jung et al., 2004).

Altos niveis de citocinas proinflamatérias e imunomodulatérias, incluindo a
IL-10, estdo associados com doencas severas (Green et al., 1999). Evidéncias
indiretas sugerem que citocinas mediam a permeabilidade vascular do virus
dengue. Infeccdes anticorpo-realcadas sdo um fator de risco para o agravamento
da dengue (Kliks et al., 1989). A viremia realcada tem sido mostrada por ser uma
correlacdo antecipatéria da doenca severa (Libraty et al., 2002; Vaughn et al.,
2000). Recentes estudos de patologia de tecidos humanos, tem estabelecido
firmemente a funcdo central de mondcitos, macréfagos e células dendriticas
madura e imaturas como células alvo infectadas (Balsitis et al., 2009, Durbin et

al., 2008, Jessie et al., 2004; Wu et al., 2000).
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A IL-10 pode inibir uma variedade de funcbes efetoras de macréfagos,
incluindo o6xido nitrico (Gazzinelli et al., 1992) e producdo intermediada de
oxigénio reativo (Cenci e Bogdan, 1991) e expressao de antigenos do principal
complexo de histocompatibilidade classe Il (MHC 1) (de Waal et al., 1991; de

Waal et al., 1991).

Além disso, a sintese de citocinas proinflamatdrias por uma ampla variacao
de células, particularmente mondcitos e macrofagos, é profundamente inibida por

IL-10 (Moore et al., 1993).

As baixas expressfes do fator de transcricdo Th1(T-bet) e maiores niveis
de citocinas (interleucina-10, IL-10) em populacdo do sul de Taiwan estdo

associados com a patogénese de FHD (Chen et al., 2005).

2.6.2 Receptor de quimiocina CCR5

A CCR5 é uma proteina com 352 aminoacidos com uma estrutura basica
que é consistente com outros membros dos sete receptores da superfamilia
transmembrana G proteina-acoplada (GPCR) (Figura 10). Ela consiste de trés
loops (ECL1, ECL2 e ECL3) e o termino N, os quais sao envolvidos na ligagdo em
quimiocina, e trés loops intracelulares e o termino C, os quais participam no sinal
de transducédo proteina-mediada G. (Strizki et al., 2001). Trata-se de um receptor
de quimiocina presente principalmente nas células do sistema imune, tais como
macréfagos e linfécitos T, agindo principalmente na migracdo destas células para
sitios de inflamacao. O nome oficial deste gene € receptor de quimiocina (motivo
C-C) 5 (Chemokine C-C motif receptor 5), mas CCR5 é o simbolo oficial do gene

(GHR, 2008), que esta localizado na regiao p21.3 do cromossomo humano 3,
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formando um grupo com outros genes de receptores de quimiocinas (Liu et al.,

1996).

A CCR5 foi primeiro isolado como um GPCR funcional que é antagonizado
por trés quimiocinas CC (Combadiere et al., 1996; Samson et al., 1996), sendo
uma das ultimas a ser descoberta de véarias outras quimiocinas CC (Blanpain et

al., 1999).

Uma delecdo de 32 pb em CCR5 origina um codon de parada resultando
em uma proteina truncada, ndo expressada na superficie da célula, que é
associada com a resisténcia a infecgcdes em individuos homozigotos e retardo a
progressdo da doenca em individuos heterozigotos. A distribuicdo do alelo e
gendtipo CCR5A32 varia entre diferentes areas geograficas e tem sido relatada
por ser rara na Africa onde a epidemia de HIV-1 exibe um rapido crescimento

(Martinson et al., 1997).

Em Homo sapiens CCR5-deficiente (CCR5-/-) sao representados em 2 a
3% de brancos (O’Brein e Moore, 2000). A falta de expressdo de CCRS5 nestes
individuos € causada pela ocorréncia natural da delecao de 32 pares de bases no
gene CCRS5. Os individuos que sdo homozigotos para o alelo mutante CCR5 sao
altamente resistentes a infeccéo pelo HIV-1. O alelo mutante ndo esta associado
com qualquer fendtipo obvio. Embora a homozigosidade para a mutacdo
CCR5A32 esteja claramente associada com a resisténcia a infecgdo por HIV-1
tem sido relatada em pacientes hemofilicos (O’Brien et al., 1997) e varios
individuos CCR5-/- (Balotta et al., 1997; Biti et al., 1997; Theodorou et al., 1997,
Michael et al., 1998; Kuipers et al., 1999; Gorry et al., 2002; Sheppard et al.,

2002).
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Libert et al. (1998), avaliando a frequéncia alélica de CCR5A32 em 18
populacdes europeias, observou um gradiente Norte-Sul, com frequéncias
maiores nas populacdes Finlandesas (16%) e Mordivianas e menores na
Sardenha 4%). Além disso, propuseram que o alelo CCR5A32 tenha sua origem
em um unico evento de mutacdo no nordeste da Europa a poucos milhares de
anos atrds. Segundo Stephens et al. (1998), uma possivel pressao de selec¢éo,
exercida por patdégenos como Yersinia pestis (0 agente etioldgico da peste
bulbonica), Shigella, Salmonella, e Mycobacterium tuberculosis, ou por alguma
outra infeccao tal como sifilis, variola e gripe, justificaria a alta frequéncia de

CCR5A32 encontrada em Europeus.

Os niveis de expressao de CCR5 podem variar em individuos sem afetar a
funcdo imune (Hogan e Hammer, 2001). Dependendo do numero de receptores
expostos, pois tem sido descritos baixa e alta expressao de CCR5 (Reynes et al.,
2000). Esta variacdo em niveis de expressdao CCR5 entre individuos reflete
fatores genéticos assim como estimulos ambientais, tal como relatado em um
estudo comparativo que observou maiores niveis de expressdo de CCR5 e
ativacdo imune em sujeitos europeus e africanos residentes na Africa —
possivelmente devido a infec¢des parasiticas — mais do que em coorte do mesmo

grupo étnico residindo na Europa (Clerici et al., 2000).
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Figura 10. Estrutura do correceptor de membrana CCRS5, séo indicados os dominios ligantes de
HIV (dominio N-terminal e ECL2) e 0 ECLL1.

2.6.3 Ly-6 (antigeno de linfocito 6)

O complexo principal de histocompatibilidade humana (MHC), localizado no
cromossomo 6p21.3, tem aproximadamente 4 Mb de comprimento. Ele consiste
de trés regides: a classe | e a classe Il, flanqueando a classe Ill central. A regido
da classe Ill tem 0,9 Mb de comprimento e contem 62-64 genes e 2-3
pseudogenes, dependendo do haplétipo (Xie et al., 2003; Milner e Campbell,
2001). Dentre estes, encontra-se os genes da superfamilia do antigeno de
linfécito 6, cuja sigla em inglés é Ly-6.

Os membros da superfamilia Ly-6 s&o ricos em cisteina, geralmente com
GPI ancorados, estas proteinas de superficie celular tem papeis definidos ou
relacionados ao estado imune (Stroncek et al., 2004). Os genes de Ly-6 da regido

da classe Ill de MHC, Ly6g5B e Ly6G6D mostraram um comportamento particular
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na regulacdo de sua expressao, envolvendo um evento de retencdo de intron
(Mallya et al., 2002).

Com relacdo a nomenclatura alfabética dos membros da superfamilia Ly-6,
um novo gene humano recebeu a sigla Ly-6k, Este novo gene € um tipico
membro da familia com as caracteristicas conservadas de Ly-6. Assim como
outros antigenos Ly-6, o Ly6k tem 10 residuos de cisteinas em uma posicao
conservada e ancora uma sequencia que teoricamente determina a ancoragem
de GPI (Dalen et al., 2003).

Estudos anteriores definiram precisamente os padrdes de splicing
alternativos de um grupo de cinco genes da superfamilia de antigeno de linfocito 6
(Ly-6) (Mallya et al., 2002) e caracterizaram a expressdo das proteinas
correspondentes (Mallya et al., 2006).

O gene Ly-6 produz um grupo de aloantigenos relatados primeiramente em
linfécitos de camundongos na década de 1970 (McKenzie et al., 1977). Um
conjunto de dados gerados com anticorpos policlonais e monoclonais contra
proteinas Ly-6 revelaram uma ampla expressdo tecidual em células de origem
hematopoiéticas. Além disso, a expressao de proteinas Ly-6 também tem sido
observada em células nao-hematopoiéticas (Halloran et al., 1981).

Alguns dados recentes sugerem que as proteinas Ly-6 regulem os
processos de sinalizacdo iniciado pelo receptor de antigeno em linfocitos
(Henderson et al., 2002; Stanford et al., 1997). Similarmente, as proteinas Ly-6
também tem sido relatadas por regular a sinalizagcdo em células néo linfoides
através de seu receptor celular tipo-especifico (Choi et al.,, 1998; Chou et al.,
2001; Fischer et al., 2001; Miwa et al., 1999). Um numero de proteinas Ly-6 de
camundongos e humanos participa no processo de adeséo célula-célula (Bamezai

e Rock, 1995; Brakenhoff et al., 1995; Classon e Boyd, 1998; Hanninen et al.,
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1997) pela fixagdo de seus ligantes (Apostolopoulos et al., 2000; Classon, 2001,
English et al., 2000; Pflugh et al., 2002). Algumas proteinas Ly-6 também sao
conhecidas por regular a adesdo de células mediada por integrinas (Hanninen et
al.,, 1997). Ainda é desconhecida a funcdo que a proteina Ly-6 pode exercer em
um estagio desenvolvimental preciso ou de ativacéo de células imunes (Bamezai,
2004).

Embora os antigenos murinos de Ly6 tenha sido originalmente identificados
como marcadores hematopoieticos, a expressdo do gene murino ThB demonstrou
ser maior em queratindcitos do que em linfécitos (Brakenhoff et al., 1995).

Dalen et al. (2003) observaram que muitos dos genes humanos Ly-6 sao
expressos em células esquamosas. Uma funcdo na adesdo de células nos
queratindcitos e sinalizacdo de células, tem sido descrito anteriormente para o
antigeno E48 (Brakenhoff et al., 1995; Schrijvers et al., 1991; Eshel et al., 2000;
Eshel et al., 2002), indicando que os antigenos Ly-6 podem atuar na adeséo e
sinalizacdo de células nos queratinécitos (Dalen et al., 2003).

De acordo com a analise primaria de virus da febre amarela, Ly-6E conferiu
um impressionante aumento de 75% na frequéncia da infeccdo, um fenétipo que
pode correlacionar com estudos de Ly-6E na suscetibilidade de galinhas ao virus
da doenca de Marek (Liu et al., 2003) e de adenovirus de camundongos (Spindler
et al., 2010).

As proteinas Ly-6A e Ly-6C afetam o desenvolvimento de linfocitos,
ativacdo, adesao e retorno ao local de origem (Cray et al., 1990; Hanninen et al.,
1997; Flood et al., 1990; Bamezai et al., 1995). Além disso, a suprarregulagéo de
proteinas Ly-6, em particular, Ly-6C, esta ligada ao aumento de secrecdo de
guimicinas (Flanagan et al. 2008). Finalmente, o antigeno humano de Ly-6, o E48

(altamente homologo ao Ly-6D de camundongos), regula a liberacdo de fatores
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quimioatraentes de células endoteliais da veia umbilical que induz mondcitos a

migrar através de uma camada de células endoteliais (Eshel et al., 2002).

2.7 ESTUDOS DE ASSOCIACOES GENETICAS NA DENGUE

A dengue tem um quadro clinico marcado pela sua variacdo fenotipica
inter-individual, abrangendo desde uma infec¢do assintomatica até uma infeccao
letal (Casanova e Abel, 2007), onde numa mesma area endémica com similar
exposicdo ao patdégeno apresentam diferentes taxas de prevaléncia entre
diferentes grupos étnicos (Beiguelman, 1968; Bucheton et al., 2002; Dolo et al.,
2005). Este fato motiva os estudos de associacdo genética a doencgas infecciosas.

Os estudos de associacdo objetivam encontrar uma associacao
significativa entre um fator (alelo) de exposi¢cdo e um desfecho (forma clinica). Um
dos principais desenhos de estudos de associacdo € o caso-controle (Pacheco e
Moraes, 2009), seguindo duas principais metodologias: genes candidatos, onde o
namero de individuos e marcadores selecionados € bem modesto, ou estudo de
associacdo em todo o genoma (GWAS, do inglés Genome-wide association
studies), onde sdo genotipados um grande nimero de casos e controles para
milhares de marcadores por todo o genoma (Marian, 2012).

Despois de escolhida a metodologia, é importante critérios seguros para a
selecdo dos representantes do grupo caso, bem como do grupo controle. Uma
vez que, os casos devem ser diagnosticados corretamente, usando métodos de
diagnoéstico com alta sensibilidade e especificidade. Enquanto que, a escolha dos
controles pode ser o passo mais dificil durante um estudo caso-controle. O ideal €
que cada controle tenha sido exposto as mesmas condicbes que 0s casos

diferindo apenas no fator que se busca a associacéo, nesse caso a doenca. Além
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disso, deve ser considerado o tamanho amostral, sendo feito calculos a fim de se
obter o nimero minimo de casos e controles necessarios para se encontrar uma
associacao consistente e estatisticamente significativa (Pacheco e Moraes, 2009).

Em seguida selecionam-se os genes candidatos, que podem estar tanto
em regides internas, quanto regides flanqueadoras do gene. Varios polimorfismos
podem ser usados como marcadores genéticos, porém, na maioria das vezes 0s
polimorfismos de base Unica (SNPs) sdo os preferidos devido a sua ampla
distribuicdo no genoma e facil genotipagem (Pacheco e Moraes, 2009).

Alguns genes apresentam um alto nivel de polimorfismo, especialmente os
relacionados a resposta imune. Um exemplo de variacdo genética do sistema
imune é o complexo maior de histocompatibilidade (MHC), que inclui os genes do
locus antigeno leucocitario humano (HLA), locus altamente polimérfico localizado
proximo de muitos outros genes com importantes e conhecidas fungdes
imunologicas, como por exemplo, o fator de necrose tumoral (TNF) e a linfotoxina-
a (LTA). Logo, a diversidade genética do HLA pode ter surgido como uma
estratégia do hospedeiro para conter a diversidade antigénica dos organismos
infecciosos (Kwiatkowski et al., 2000).

Dentre os critérios utilizados para a escolha dos SNPs estdo a sua prévia
associacdo em estudos anteriores com outras doencas ou com a doenca em
questdo. Entretanto, pode-se fazer uso de buscas de tags SNPs em bancos
repositorios de polimorfismos humanos como o Hapmap. Muitos SNPs ou
haplotipos em genes de citocinas/mediadores ja foram associados
suscetibilidade/protecdo a varias doencgas, inclusive a dengue. (Xavier-Carvalho
et al.,, 2013). Tal como o SNP -308 A/G no gene TNF, cuja a forma a alélica do
gene que contém o nucleotideo adenina (A) possui maior afinidade a fatores de

transcricdo resultando em um aumento da sua atividade, quando comparado a
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forma alélica que contém o nucleotideo guanina (G) (Bayley et al., 2004). No caso
da dengue e malaria, por exemplo, a variante alélica que contém a adenina foi
associada a gravidade do quadro clinico (Bayley et al., 2004; Fernandez-Mestre et
al., 2004; Perez et al, 2010). Além dos SNP -308 A/G no gene TNF e do haplétipo
contendo o SNP -819 C/T no gene da IL-10 (Fernandez-Mestre et al;, 2004; Perez
et al., 2010), véarios outros SNPs presentes em genes como DC-SIGN
(Sakuntabhai et al., 2005; Wang et al., 2011), receptor de vitamina D (VDR) (Loke
et al., 2002), lectina ligadora de manose (MBL) (Acioli-Santos et al., 2008),
JAK1(Silva et al., 2010), transportador associado ao processamento antigénico
(TAP-1) (Soundravally e Hoti, 2008), HLA (Appanna et al., 2010; Falcon-Lezama

et al., 2009) foram associados ao desenvolvimento de formas graves de dengue.

2.8 IDENTIFICACAO MOLECULAR DE ESPECIES

A identificacdo e classificacdo das espécies tém sido dominio dos
taxonomistas, proporcionando a base da nomenclatura e um pré-requisito
essencial para numerosos estudos bioldgicos. De fato, a sociedade de hoje tem
de resolver muitas questbes biologicas fundamentais, dentre as quais a
necessidade de se manter a biodiversidade, para garantir biosseguranca, proteger

as espécies e evitar pandemias (Frézal e Leblois, 2008).

As seguintes limitacbes da taxonomia baseada na morfologia foram

mencionadas por Hebert et al., (2003):

e A plasticidade fenotipica nos carateres empregados para

reconhecimento de espécies levam a identificacdo incorreta;
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e As espécies morfologicamente cripticas sao frequentemente

omitidas;

e Ha& uma falta de chaves taxondmicas para identificacdo de

espécimes imaturos de muitas espécies;

e A taxonomia tradicional requer um alto nivel de expertise em

gualquer grupo, sendo restrito a especialistas.

Para ultrapassar estas limitagdes, Hebert et al. (2003) desenvolveram um
marcador molecular universal para identificacdo de metazoarios baseado em uma

regido do gene mitocondrial Citocromo Oxidase.

2.8.1 MARCADOR MITOCONDRIAL CITOCROMO OXIDASE

Desde 2003, esforcos consideraveis tem sido direcionados para o
desenvolvimento de um sistema de identificacdo de animais por meio do DNA,
baseando-se nas analises de diversidade de sequéncias da regido 5 do gene
mitocondrial Citocromo C oxidase subunidade | — COI (Hebert et al., 2003; Hebert

e Gregory, 2005).

Hebert et al. (2003) focaram suas discussdes em propor que um sistema
de “codigo de barras de DNA” para a fauna poderia ser baseada em uma
sequéncia que apresentasse diversidade dentro do gene mitocondrial Citocromo
C Oxidade subunidade | (COIl). Eles observaram que a diversidade nas
sequéncias de amino acidos codificada na secdo 5 deste gene mitocondrial foi
suficiente para identificar categorias taxondmicas superiores (de Filo a ordens),

além de encontrarem a diversidade de sequéncias de nucleotideos que permitia a
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discriminacdo de espécies proximas. Assim surgiu o marcador mitocondrial

Barcode.

2.8.2 MARCADOR MITOCONDRIAL BARCODE

O Barcode baseia-se no postulado de que todas as espécies
provavelmente teriam um cédigo de barras de DNA Unico (de fato, ha 4 x 10°°
possiveis combina¢cdes de ATCG — em comparacao com as cerca de 10 milhdes

de espécies remanescentes a serem descobertas (Wilson, 2004).

A identificacdo molecular através do Barcode tem sido aplicada para uma
ampla variedade de taxons, inclusive insetos da familia Culicidae (Shouche e

Patole, 2000).

De acordo com os autores, as sequéncias do DNA barcode, por serem
Unicas para cada espécie, podem ser interpretadas como verdadeiros "codigos de
barras" genéticos, tendo o potencial para resolver os problemas inerentes ao tipo
de taxonomia praticado até entdo. Deste modo, as identificacBes sao realizadas
rapidamente e a baixo custo, muitas vezes ndo sendo necessaria sequer a
atuacdo de um taxonomista possibilitando a identificacdo dos individuos em

qualquer fase de desenvolvimento.

O “barcoding“ de DNA é um novo sistema desenvolvido para fornecer
identificacdo de espécies de maneira automéatica, precisa e rapida pelo uso de
uma curta regido génica padronizada como uma etiqueta interna das espécies.
Como consequéncia, torna o sistema taxondmico Linneano mais acessivel,
trazendo beneficios para ecologistas, conservacionistas e para as agéncias que

monitoram a diversidade em programas de controle de pestes, espécies invasoras
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e seguranca alimentar. Aléem disso, a nomeacdo de espécimes de espécies
conhecidas é acelerada, pois um taxonomista descobre rapidamente o tipo do
espécime e pelo destaque de taxons divergentes que podem representar novas

espécies ou auxiliando a revelar espécies cripticas (Hebert et al., 2004a, 2004b).

O principal objetivo do “barcoding” de DNA ¢ viabilizar, para a maioria dos
bidlogos ndo taxonomistas, o acesso a informacdo taxonémica diretamente
enquanto permite os profissionais taxonomistas focar na geracdo de mais
conhecimento. Apesar do “barcoding” de DNA n&o criar a “enciclopédia da vida”,
ele gerara um indice e uma tabela de contetdos, promovendo a visdo de um

inventario amplamente acessivel da biodiversidade (Hebert e Gregory, 2005).

Primeiro, para identificar taxonomicamente organismos danificados ou
fragmentos (e.g. bens, extractos alimentares e estdmago). A ferramenta de
“barcoding” DNA é potencialmente util também na industria de alimentos, analise
de dieta, ciéncias forenses e na prevencao do trafico e caca ilegal de espécies
ameacadas de extincdo (e.g. pescado, arvores e de animais selvagens). Em

segundo, a identificacdo de base molecular é necessaria quando ndo existem

meios Obvios para combinar com adultos imaturos (Frézal e Leblois, 2008).

2.9 MARCADORES IMUNOLOGICOS DE RESISTENCIA/SUSCETIBILIDADE

Estudos de expressdo génica representam uma oportunidade para
identificar novos marcadores ligados a imunidade e patogénese da doenca, e uma
oportunidade de classificar os pacientes com dengue de uma maneira que

proporciona maior relevancia bioldgica e utilidade clinica (Fink et al. 2007).

Atualmente, uma das questbes mais relevantes para 0s cientistas em

matéria de sintomatologia da dengue € determinar quais os fatores que tém



60

influéncia no desenvolvimento de FHD. E consenso que a gravidade da dengue
estd associada a aspectos multifatoriais, como carga viral e sorotipo, infeccées

sequenciais e aspectos genéticos do hospedeiro (Simmons et al. 2007).

O sistema sanguineo ABO, assim como outros polimorfismos genéticos,
sao também conhecidos por estarem associados com a predisposicao de alguns
individuos a desenvolver FHD. O gendtipo AB foi recentemente mostrado para ser
associado com um aumento no risco de desenvolver FHD e uma infeccao
secundaria de dengue (Kalayanarooj et al., 2007) apoiando a hipétese de que
polimorfismos genéticos do hospedeiro podem desempenhar papéis importantes

na suscetibilidade de FHD (Acioli-Santos et al., 2008).

As populacdes de origem africana (Goh e Yamazaki, 1987; Shekkhar e
Huat, 1992), assim como as de outros grupos étnicos (Wallace et al., 1980; Goh e
Yamazaki, 1987; Shekkhar e Huat, 1992; Guha-Sapir e Schimmer, 2005)
parecem ser relativamente resistentes. Estudos de associacdo genética tem
também apontado associacbes com 10 mdultiplos loci de HLA e, mais
recentemente, com o polimorfismo no gene codificante CD209 (DC-SIGN)

(Sakuntabhai et al., 2005).

Além disso, os polimorfismos genéticos relacionados com a realizacao de
eventos imunolégicos podem ter um efeito significativo sobre a doenca por causa
da importancia da imunidade do hospedeiro na patogénese do DENV (Fang et al.,

2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral:
Analisar a viabilidade do uso de métodos tradicionais e moleculares no
estudo da epidemiologia da dengue no municipio de Serra Talhada, sertdo de

Pernambuco.

3.2 Especificos:

e Avaliar a relacdo entre numero de casos confirmados, nUmero de ovos e
sua associacdo com o regime de chuvas e temperatura no periodo de 2012 a

2013;
e Desenvolver um método de extracdo de DNA de ovo Unico;

e Identificar os potenciais vetores de dengue que ocorrem em Serra Talhada

por meio do DNAmt (BARCODE);

e Avaliar a frequéncia de marcadores de resisténcia/suscetibilidade a dengue

dos pacientes confirmados no periodo de 2010 a 2014.
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Resumo

A dengue € a arbovirose mais preocupante para a satde publica no mundo transmitida pelo
Aedes aegypti. Portanto é importante 0 monitoramento da populacdo de culicideos é
importante para a manutencdo do ndmero de casos de dengue sobre controle. Para isso,
lanca-se méo de armadilhas de captura de adultos e de ovos. Esta Ultima é conhecida como
ovitrampa. Em Serra Talhada, sertdo de Pernambuco de 2012 a 2013, os indices de
infestacdo apresentaram uma média de 13%, acima dos niveis preconizados pelo
Ministério da Saude. Além disso, 0s 258 casos em 2012 caracterizou surto epidémico, o
mesmo ndo se repetiu no ano de 2013, devido a exposicdo e consequente imunizagao
natural da populacdo no ano anterior. No periodo estudado, houve uma correlacdo positiva
entre 0 numero de casos e 0 numero de ovos do més anterior para 0s 0ito primeiros meses
do ano. Porém, o mesmo ndo ocorreu quando correlacionado a variavel nimero de ovos
com as variaveis climaticas, pluviosidade média e temperatura compensada média. Logo, o
nivel de domiciliagdo e a ineficiéncia dos recursos humanos empregados no
monitoramento e controle de vetores, sdo 0s principais fatores para a ocorréncia de surtos e
altos niveis de infestagcdo no municipio de Serra Talhada.

Palavras - Chave: Aedes aegypti, vetor, dengue.

Introducéo

O virus da dengue é transmitido para humanos pela picada do mosquito vetor
infectado. A febre da dengue e suas formas mais severas, febre da dengue hemorragica e
sindrome do choque da dengue, sdo considerados o principal problema de satde pablica no
mundo, com uma estimativa de 50 milhGes de novos casos por ano (FARRAR et al. 2007),
sendo a principal arbovirose relacionada a muitos casos de morbidade e mortalidade
(KOURI et al. 2007). Os surtos de dengue sdo causados pela interacdo de fatores
ecoldgicos e bioldgicos do patégeno (Virus), hospedeiro (humano) e do vetor (GUZMAN
e KOURI, 2002; HALSTEAD, 2007).

Enquanto ndo ha vacina efetiva contra os quatro sorotipos da dengue, o controle do
seu principal vetor permanece a Unica forma de prevenir a transmissdo desta doenca
(GUZMAN e KOURI, 2002; DEEN, 2004; GUZMAN et al., 2004), pois estratégias

efetivas de controle sdo importantes para reduzir surtos de dengue (TSUZUKI et al., 2013).
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Para o desenvolvimento de tais estratégias, utilizam-se métodos convencionais de
monitoramento e controle de Aedes aegypti L. Estas diferem na eficiéncia e esforco
empregados, tais como aspirador costal (CLARK et al., 1994; MACIEL-DE-FREITAS e
LOURENGCO-de-OLIVEIRA, 2009) e a armadilha BG-Sentinela (MACIEL-de-FREITAS
et al., 2006), que fornecem amostras viaveis. No entanto, ambos requerem uma fonte de
energia e séo altamente laboriosos, gerando um trabalho que dura o dia inteiro para coletar
mosquitos em areas endémicas (FACCHINELLI et al., 2007; FACCHINELLI et al., 2008).

Alternativamente, usa-se material adesivo para capturar as fémeas durante a
oviposicdo em ovitrampas adesivas (GAMA et al., 2007; FACCHINELLI et al., 2007,
FACHINELLI et al.,, 2008) e armadilhas de palhetas duplas (RITCHIE et al., 2003,
CHADEE e RITCHIE, 2010). Estas sdo baseadas nas ovitrampas, as quais Sao
originalmente feitas de um vaso plastico preto para plantas, preenchidos com agua e com
um palheta de madeira na qual as fémeas pdem seus ovos (FAY e ELISON, 1966). As
ovitrampas sdo baratas, simples de fazer e de manusear. Elas sdo amplamente usadas para
obter informacgdes derivados de nimero de ovos postos, e para avaliar a distribuicdo
espacgo-temporal de mosquitos (REITER, 2007; FACCHINELLI et al., 2008).

Além disso, a producdo de mosquitos em diferentes containers é determinada por
multiplos processos que vai da perspectiva ecoldgica a antropologica (WHITEFORD 1997;
BARRERA et al. 2006; PHUANUKOONNON et al. 2006). O uso de material reutilizavel
de baixo custo para construir armadilhas estimula o desenvolvimento de métodos de
monitoramento de adultos de A. aegypti (de SANTOS et al., 2012). Este estudo objetivou
avaliar através da vigilancia entomoldgica por meio de ovitrampas, a relacdo entre A.
Aegypti com o nimero de casos de dengue no periodo de dois anos, no municipio de Serra
Talhada — PE.

Material e métodos

Area de estudo

O municipio de Serra Talhada esta localizado na regido do semiarido do Estado de
Pernambuco (S 07°59'31"; W 38°17'54"), Nordeste do Brasil. Seu clima é semiarido
quente, sua vegetacdo € a caatinga hiperxerofila, possui 79.241 habitantes e uma incidéncia
de pobreza de aproximadamente 49.55 a 44.91% (IBGE, 2010). Possui 16 bairros com
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diferentes indices de infraestrutura no que diz respeito a saneamento e coleta de residuos

sélidos.

Instalacdo das armadilhas

Os procedimentos de inspecdo da vigilancia entomoldgica foram realizados em
conjunto com o Ndcleo de Vigilancia em Saude (NVS) da Secretaria Municipal de Saude
de Serra Talhada. Durante as instalacbes, a metodologia do estudo foi verbalmente
explicada para os moradores. Em seguida, um termo de consentimento livre esclarecido foi
obtido dos residentes ou proprietarios que autorizaram a instalacdo das ovitrampas em suas
propriedades. Foram instaladas 1027 ovitrampas em local sombreado a 1,2 metros de altura
no peridomicilio das casas (area de servico, garagem aberta, etc) que foram monitoradas
semanalmente no periodo de janeiro de 2012 a dezembro de 2013. Apds coleta das
palhetas, as mesmas eram levadas para o Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) do

municipio para serem contados 0s 0vos por meio de um microscopio estereoscopio.

Analise dos dados

Apds dois anos de coleta os dados foram analisados pelo método de série temporal
no programa R, versdo livre, para o intervalo de um ano e meio, pois 0s seis primeiros
meses haviam um menor numero de ovitrampas o que geraria dificuldade para a andlise
estatistica. Entdo, foi realizada a correlacdo de Pearson do nimero de ovos coletados,
pluviosidade e temperatura média ao longo do tempo. Além da analise de correlacdo entre

0 nimero de ovos e numero de casos confirmados de dengue por bairro no mesmo periodo.

Resultados

Desempenho das ovitrampas

Ao longo do estudo foi observado um alta dispersé@o de ovos de Aedes sp. (95% de
ovitrampas positivas) e distribuicdo heterogénea do numero de ovos de um a 3.439
ovos/ovitrampa (média = 441.2 ovos/ovitrampa).

Consequentemente, 0s moradores armazenam agua em recipientes, que se tornam

criadouros em virtude do manejo inadequado. Deste modo, 0s mosquitos se mantem no
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entorno dos domicilios, sem depender de chuvas para novos criadouros ou altas
temperaturas para o desenvolvimento rapido, uma vez que a temperatura média do periodo
foi de 32,5 °C. O bairro do Centro, embora seja 0 mais saneado e que dispde do melhor
servico de coleta de residuos sélidos da cidade, apresenta caixas d’agua abertas, associado

ao alto numero de residéncias, caracteristica que o fez o terceiro mais (tabela 1).



Tabela 1. Distribuicdo do quantitativo de ovos coletados por més para cada bairro de julho de 2012 a dezembro de 2013 em Serra Talhada. Com média ponderada de ovos por
bairro. S. Cris. — Bairro de Sao Cristovao, A. Conc. — Bairro do Alto da Conceicéo, Borb. — Bairro da Borborema, A.B.J. — Bairro do Alto do Bom Jesus, Cen. — Bairro do Centro, Malh.
— Bairro da Malhada, Cx. Eco. — Bairro da Caixa Econémica, V. Mil. — Bairro da Vila Militar, BB. | — Bairro da Bomba |, BB. || — Bairro da Bomba Il, Cax. — Bairro da Caxixola, Coh. —
Bairro da Cohab, Mut. — Bairro do Mutirdo. De acordo com os dados da Secretaria de Obras do Municipio, em vermelho os bairros com baixa qualidade de saneamento basico, em
laranja os bairros de qualidade de saneamento intermediario e em azul, o bairro com saneamento adequado.

Bairro/Ano/Més - A. Con. Borb. - Ipsep A.B.J. AABB

N° de armadilhas 100 100 50 100 75 100 90 30 30 30 32 30 30 30 100 100
2012 Jul 2.488 1.731 192 786 955 387 2.363 = 164 639 882 16 1.402 518 445 1.590
Ago 1.675 428 37 703 467 786 1.710 24 152 122 517 228 685 115 561 1.066
Set 1.407 798 104 1.075 580 800 1.605 464 105 159 407 105 398 593 306 1.124
Out 1.246 1.427 76 1.205 737 419 1.005 505 107 77 333 83 496 166 290 495
Nov 2.019 1.816 12 1.607 316 861 1.495 1.138 338 117 438 146 165 480 390 186
Dez 2.914 2.874 205 1.273 825 686 2.497 786 62 222 1.145 191 271 305 699 704
2013 Jan 764 896 175 389 245 336 1.327 300 124 198 398 229 = 293 261 325
Fev 7.356 3.126 825 2.540 - 2.913 3.239 200 1.555 932 - - 753 1.328 1.825 7.505
Mar 2471 1.012 463 1.388 420 1.449 1.410 369 1.570 688 1.031 708 321 1.280 1.056 2.702
Abr 4.088 1.154 810 3.744 1.485 1.547 4.256 238 378 1.736 2.972 2.794 - 829 1.729 7.529
Mai 8.394 629 2.560 2.617 402 1.553 2.693 249 - 1.713 2.934 826 187 674 3.027 13.472
Jun 4.529 315 730 836 296 - 233 - - 203 1.290 - 108 323 953 2.600
Jul - 1.246 316 560 1.544 3.294 2.793 223 215 109 1.380 1.322 - 312 77 3.034
Ago 7.080 8.123 1.756 3.724 6.906 8.735 6.632 3.651 964 802 3.882 1.569 8 1.303 3.225 12.490
Set 2.127 1.974 617 1.133 2.287 1.183 3.476 685 685 315 1.949 2.557 7 569 938 5.484
Out 4.817 3.770 440 1.676 2.224 4.084 4.803 846 694 1.080 2.693 2.092 144 403 2.903 4.881
Nov 3.795 3.715 310 1.880 3.721 2.940 3.894 1.474 1.215 1.827 2.273 1.291 69 625 3.232 7.943
Dez 3.914 3.694 230 2.514 3.965 2.761 3.650 1.621 1.394 2.107 2.101 1.178 51 732 3.457 9.806
Total 61.084 38.728 9.858 29.650 27.375 34.734 49.081 12.773 9.722 13.046 26.625 15.335 5.135 10.948 26.074 82.936
Média mensal 3.593,2 2.151,5 547,6 1.647,2 1.610,2 2.043,2 2.726,7 798,3 607,6 7247 1.566,2 958,4 342,3 608,2 1.448,5 4.607,5

67
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Ao relacionarmos pluviosidade, temperatura compensada média e nimero total
de ovos por més (tabela 2), ndo encontramos correlacdo entre as variaveis envolvidas.
Uma vez que, seria esperado um aumento no numero de ovos em periodos com alta
pluviosidade e temperatura, certamente pelo grande nimero de depdsitos utilizados
pelos moradores para armazenamento de agua em virtude da forte estiagem. No entanto,
0 numero total de ovos foi maior em meses que apresentaram baixa pluviosidade e
temperaturas que variaram de 25,3 a 28,1 °C. Este fato pode ser explicado pelo alto
nivel de domiciliacdo do A. aegypti, que possui facilidade em se reproduzir em qualquer
criadouro que disponibilize 4gua parada. Deste modo, a popula¢do aumenta o nimero

de reservatdrios e consequentemente, maior nimero de potenciais criadouros.

Tabela 2. Relagdo de pluviosidade e temperatura compensada média com nimero total de ovos
de julho de 2012 a dezembro 2013. Em destaque, 0s maiores valores das variaveis
envolvidas.

DATA Pluv. Total (mm°) Temp. Comp. Média (°C) N° DE OVOS
Julho/2012 5,6 24.44 6.587
Agosto/2012 4,6 24.34 4,096
Setembro/2012 1.4 26.45 4.399
Outubro/2012 0,3 27.63 5.110
Novembro/2012 0,5 29.27 6.631
Dezembro/2012 6,6 29.20 8.775
Janeiro/2013 141.3 27.74 6.260
Fevereiro/2013 11 28.76 34.097
Marco/2013 49.9 28.67 18.338
Abril/2013 89 26.87 35.289
Maio/2013 13.3 26.70 41.930
Junho/2013 1.5 26.16 12.416
Julho/2013 30.5 24.62 17.125
Agosto/2013 0.3 25.30 70.850
Setembro/2013 0 26.94 26.056
Outubro/2013 0.4 28.17 37.550
Novembro/2013 2.7 28.47 32.694

Dezembro/2013 97.4 27.89 43.175
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Figura 1. Heatmap gerado por meio da analise de série temporal pelo programa R,
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relacionando a média de ovos coletados ao longo do periodo de estudo para cada bairro.

Quanto mais verde maior € o nimero de ovos.

Porém, por meio da analise do heatmap gerado pelo programa computacional R,
0S meses que apresentaram maiores correlagdes com os bairros foram janeiro/13,
outubro/12 e agosto/12. Se observarmos do ponto de vista do bairro, aqueles que
apresentaram menores infestagdes foram AABB, Borborema e Malhada (figura 1).

A avaliacdo de correlacdo entre o numero de ovos e numero de casos
confirmados de dengue foi realizada relacionando no nimero de ovos do més anterior
com o numero de casos confirmados de dengue do més seguinte, pois consideramos o
tempo do ciclo de vida do mosquito, o periodo de incubacdo e tempo de confirmacao
laboratorial do exame clinico. A analise de correlacdo apresenta valores que variaram de
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zero a um, sendo mais forte quando mais proximo de um. Por meio desta avaliacao,
foram analisados os dados dos meses de janeiro a agosto, tanto do ano de 2012, como
de 2013. Uma vez que, apos o oitavo més do ano o nimero de casos cai abruptamente
em virtude da mudanca climatica, pois inicia-se o periodo quente e de maior estiagem.
Para esta investigacao, separamos os dados relacionados aos distritos e zonas rurais, dos
dados relacionados a cidade de Serra Talhada. Porém, foram utilizados apenas os
bairros que tiveram coleta de ovos realizada no mesmo intervalo de tempo, uma vez que
alguns estavam sem Agentes de Combate a Endemias (ACE’s). Neste periodo a
correlagéo foi de 0,74 para cidade e 0,17 para zona rural nos primeiros oito meses de
2012. Enquanto que para o mesmo periodo de 2013, 0,52 para cidade e 0,15 para zona
rural (dados ndo mostrados). Segundo a anélise de correlacdo de Pearson, as diferencas
entre as mesmas areas, cidade e zona rural, no que diz respeito a relagdo nimero de
casos e nimero de ovos, para 0s anos estudados ndo foram significativos (p = 0,057),
para o intervalo de confianga de 95%.

Esta diferenca de valores de correlacdo da cidade do ano de 2012 para o ano de
2013, pode ser explicada pelo aumento do nimero de ACE e reducdo do namero de
casos. Ao relacionarmos os valores de correlagcdo da zona rural dos mesmos anos, ndo
encontramos diferenga significativa. Porém, quando comparados os valores de
correlagéo da cidade com a zona rural do seu respectivo ano, observa-se uma diferenca
significativa. Esta diferenca pode ser explicada pela subnotificacdo de registro de casos
de dengue e a cobertura incompleta do monitoramento por ovitrampas.

Ao realizarmos o indice de positividade de ovitrampa, 0 bairro do Centro teve o
maior indice de ovitrampa positiva (POI), no primeiro semestre, no periodo de julho a
novembro de 2012. No segundo semestre, o bairro de Sdo Cristovao, teve maior POl em
trés dos seis meses. E no terceiro semestre, o bairro do Mutirdo, teve 0 maior POI de
agosto a outubro de 2013 (tabela 3).

A partir do indice de densidade de ovos (EDI), o bairro da Malhada apresentou o
maior EDI, no primeiro semestre de estudo, em outubro e novembro de 2012, enquanto
Mutirdo, no segundo semestre de estudo, em fevereiro e maio de 2013 e Mutirdo e

Bomba 11 no terceiro semestre (tabela 3).
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Tabela 3. Bairros com maior indice de densidade de ovos ( EDI) e maior indice de positividade de ovitrampa
(POI) por més de julho de 2012 a dezembro de 2013 em Serra Talhada. S. Cris. — Bairro de Séo Cristovao,

A. Con. — Bairro do Alto da Conceicéo, A.B.J. — Bairro do Alto do Bom Jesus, Cent. — Bairro do Centro,

Malh. — Bairro da Malhada, Cx. Eco. — Bairro da Caixa Econdmica, V. Mil. — Bairro da Vila Militar,

BB. | — Bairro da Bomba I, BB. |l — Bairro da Bomba Il, Cax. — Bairro da Caxixola, Mut. — Bairro do Mutirao

2° Semestre de 2012

Indice  Jul Ago set Out Nov Dez

EDI V.Mil. Mut. Cax. Malh. Malh. Cent.

POI Cent. Cent. Cent. Cent. Cent. A.con.
1° Semestre de 2013

Indice Jan Fev Mar Abr Mai Jun

EDI Cent. Mut. Cx. Eco. V.Mil. Mut. S.Cris.

POI Cent. S.Cris. Cx. Eco. S.Cris. S.Cris. BB i
2° Semestre de 2013

Indice  Jul Ago Set Out Nov Dez

EDI BB Il A.B.J. BB II BB | Mut. Mut.

POI Cent. S.Cris./Mut.  Mut. Mut. BB | BB |

Discussao

Pudemos notar que apesar de haver relacdo entre o nivel de infraestrutura e
infestacdo, bairros que apresentam saneamento e coleta de residuos solidos satisfatorios
também podem apresentar uma alta infestacdo. Isto se deve ao fato de que o periodo de
estudo coincidir com um periodo de seca prolongada e pluviosidade abaixo da média, o
gue consequentemente gera um racionamento de abastecimento de agua potavel a
populacdo. Estes resultados mostram que 0s vetores sdo mais abundantes nos bairros
sem saneamento basico e que passam por longos intervalos de racionamento de agua
como Mutirdo e Sdo Cristovdo. Isto pode ser explicado pelo alto nivel de domiciliacéo
do A. aegypti, que utiliza vérios tipos de criadouros sendo menos atingidos pelas
variacbes sazonais (WATTS et al., 1987), pois os moradores lancam méao de
reservatorios inadequados como toneis e baldes, que por muitas vezes ndo sdo tampados
adequadamente ou de estratégias de controle mecanico e quimico. Logo, o
comportamento dos moradores exerce pressdo de selecdo sobre a populagédo do vetor no
processo de domiciliagio e dispersdo (DONALISIO e GLASSER, 2002).

Segundo Souza et al. (2013), as taxas de infestacdo acima do limiar de 4% séo
usadas para direcionar as unidades de controle de vetor para instituir varias medidas de

controle, somando-se aos esforcos para mobilizar a comunidade para eliminar o0s
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criadouros. Ambos os programas foram baseados no uso de larvicidas e adulticidas no
intra e peri-domicilio. Atualmente a taxa de infestagdo do municipio de Serra Talhada
esta em torno de 13% (dados ndo mostrados) e ndo diminui tanto pela falta de
participacdo efetiva da populacdo, como pela resisténcia aos larvicidas e adulticidas
utilizados para o controle de vetores (ARAUJO et al., 2013).

Em vérios paises, as ovitrampas sdo utilizadas mostrando-se mais eficientes que
as pesquisas larvarias, principalmente em situacdes de indices de infestacdo predial
abaixo de 5%, mas nédo fornece informacdes sobre a distribuicdo e tipos de criadouros
predominantes (DONALISIO e GLASSER, 2002). Em nosso estudo, as ovitrampas
feitas com garrafas PET, além de apresentar um baixo custo, demonstraram um bom
desempenho no monitoramento de vetores, evitando que milhares de novos mosquitos
nascessem. Embora, as ovitrampas ndo possam ser utilizadas como forma de controle,
devemos avaliar a vigilancia de casos de dengue, disperséo de vetores de dengue
(REGIS et al., 2008; MACIEL-de-FREITAS e LOURENCO-de-OLIVEIRA, 2009) e
avaliacdo da efetividade de estratégias de monitoramento de vetores (HONORIO et al.,
2009) nos servicos de saude publica.

Em um estudo realizado em trés cidades do estado da Bahia, todas as
construgdes comerciais e residenciais foram visitadas pelo menos duas vezes no ano
como parte de esforgcos de controle. Durante estas visitas, muitos criadouros potenciais
foram ou eliminados ou tratados com larvicidas. Os proprietarios ou responsaveis pela
area foram orientados sobre o0s riscos de agua estagnada e criadouros (SOUZA et al.,
2013). Isto demonstra que a informagdo, quando bem transmitida se torna
conhecimento, que por sua vez, quando posto em pratica, contribui para a diminuicéo da
infestacdo e consequentemente, ajuda a reduzir o nimero de casos de dengue.

Em nosso estudo, pudemos observar que nos oito primeiros meses dos anos
avaliados, o nimero de casos confirmados de dengue apresentou uma forte correlagdo
com 0 nimero de ovos do més anterior (dados ndo mostrados). Este resultado é
explicado pelo intervalo de tempo que envolvem fatores como periodo de ciclo de vida
do vetor, da fase de ovo até a emergéncia do adulto; periodo de incubacg&o viral apds a
infeccdo do hospedeiro e tempo de realizagdo do exame laboratorial.

A manutencdo da dengue e dos altos niveis de infestacdo em Serra Talhada,

apresentam caracteristicas semelhantes as de outras cidades do Brasil. Um dos fatores é
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a escassez e o0 despreparo dos recursos humanos envolvidos no programa
epidemioldgico das secretarias de satdes municipais. Uma vez que, nos seis primeiros
meses de 2012, muitos bairros e distritos ndo possuiam a cobertura adequada por falta
de Agentes de Combate a Endemias (ACE). Além disso, a falta e o desinteresse por
parte dos gestores com relagdo a cursos de reciclagem e atualizacdo, tornam ineficiente
0 servi¢o prestado a populagdo. De acordo com Halstead (1988), apesar de haver
recursos destinados ao controle do vetor, a implementacdo do programa muitas vezes
ndo alcanca sucesso, em fungdo de fatores como: busca de solucdes faceis, perda de
habilidades técnicas e gerenciais pelo recurso humano disponivel, aumento da dimensao
do problema, desconsideracdo de experiéncias anteriores e expectativa de fracasso,
espelhada em outras experiéncias mal sucedidas no controle de dengue, dentre outras
doencas transmitidas por vetores.

Para avaliarmos a qualidade da nossa inferéncia, fizemos uma anélise classica de
indice de densidade de ovos (EDI) e indice de ovitrampa positiva (POI). O EDI, ndo
corroborou com as analises de correlacdo ou de série temporal, devido a relacdo do
nmero de ovos por ovitrampa, que tende a ser maior nos bairros com menor nimero de
ovitrampas. Enquanto que os resultados de POI, corroboram com os dados analisados
pela analise de serie temporal. Estes indices foram usados satisfatoriamente para analise
de infestacdo em hospital em Cuiaba, Mato Grosso (CARVALHO-LEANDRO et al.,
2010).

Portanto, a vigilancia entomologica do municipio de Serra Talhada deve ser
realizada de acordo com estratégias adequadas para o seu perfil epidemioldgico e suas
peculiaridades no que diz respeito a infestagdo. Logo, as analises realizadas, seja por
correlacdo de numero de casos com o numero de ovos do més anterior, bem como o
método de série temporal contemplam, até entdo, as necessidades informacionais. Deste
modo, deve-se levar em consideracdo o perfil de cada bairro para desenvolvimento de
estratégias especificas.
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ABSTRACT. Aedes aegypti and A. albopictus represent the two most important
species of mosquitoes in relation to dengue virus transmission both in the
Americas and Asia. However, the study of theses species generally requires the
establishment of a colony for the larvae to hatch, or waiting for the adult
development to perform its taxonomic classification, which is time consuming.
Thus, the establishment of new methods aimed at obtaining DNA directly from the
mosquito eggs is relevant. Accordingly, we compared a new approach based on
Chelexe 100 resin with the standard STE method to extract DNA from the eggs of
Aedes spp to molecularly identify these vectors. The Chelexe 100 resin approach
was very efficient, as satisfactory amounts of DNA were obtained, making it
possible to amplify and sequence a mitochondrial DNA barcode region widely
used to identify species. The STE protocol yielded substantial amounts of DNA,
but the 260/280 optical density ratio indicated a low quality, precluding
amplification. This new method proved quite effective in obtaining DNA from
even a single mosquito egg, and it can thus be applied in population genetic
studies of various vector insects to enhance monitoring programs.

Key words: Epidemiologic surveillance; Molecular identification; Aedes spp.

INTRODUCTION

Aedes aegypti and A. albopictus mosquitoes are of great importance regarding dengue
transmission, a disease that affects more than 100 countries. In the Americas, in 2010,
approximately 1.6 million cases were reported, of which 49,000 were considered severe.
In addition, these insects are proven to be involved in the transmission of Chikungunya
and yellow fever viruses (Gubler, 2006; Paupy et al., 2010).

Aedes spp are found mainly in urban areas, and they develop primarily in clean water
reservoirs and small temporary pools (Nelson, 1986). Generally, it is necessary to use
taxonomic keys that describe morphological characteristics of certain phases of the
animal’s life, especially the larval or adult phases, for the identification of the
mosquitoes (Guedes, 2006). However, this process requires ideal water and temperature
conditions and/or waiting for the larvae to reach an ideal stage for identification, which
is time consuming (Cary, 1996). While the maintenance of the environmental conditions
could be regulated, some eggs can exhibit a natural delay in their cycle, or even never
hatch, making it necessary to use auxiliary techniques for larval release (Forattini, 1962;
Charles, 1967; Swartz and Hebert, 1987; Gomes et al., 1995; Chung, 1997). Another
possible approach would be the analysis of the morphological characteristics of the egg
exochorion, which requires an expert in egg morphological analysis, and expensive
equipment (Reinert, 1972).
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In recent decades, researchers have been increasingly more likely to solve taxonomic
problems in certain species using polymorphic genetic markers, also widely used in
phylogenetic studies and population genetics (Yue and Orban, 2001; Aranishi and
Okimoto, 2006). One of the most used genes is mitochondrial cytochrome oxidase |
(CQI), which has high phylogenetic signal and rapid evolutionary rate, which is
important for characterizing populations, subspecies and species (Harrison, 1989).
Therefore, Hebert et al. (2003) proposed that COI should serve as a barcode for
metazoans, making it a universal system for species molecular taxonomy (Miller, 2007).
Accordingly, this study aimed to compare a new method of DNA extraction of Aedes
eggs based on the use of Chelexs 100 resin and the standard STE method to obtain
genomic DNA. The resin method proved extremely efficient since satisfactory amounts
of DNA were obtained, making it possible to amplify and sequence the DNA barcode.

MATERIAL AND METHODS
Egg achievement and DNA extraction

A total of 742 eggs of Aedes mosquitoes were used, of which 636 belonged to Aedes
aegypti and 106 to A. albopictus. Initially, 318 A. aegypti unviable eggs (dry and open)
were screened. The eggs were collected using ovitraps in the city of Serra Talhada
(7°59'31"S, 38°17'54"W) following a protocol described elsewhere (Fantinatti et al.,
2007). Serra Talhada is located in the semi-arid region of the state of Pernambuco,
Northeast Brazil. Viable eggs of the Rockefeller lineage and A. albopictus were
obtained from the insectary of the Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Brazil. DNA was extracted with Chelexs 100 (BioRad, Berkeley, CA,
USA) using viable and unviable A. aegypti eggs in triplicate, in the amounts of 1, 5, 10,
20, 30, and 40 eggs, providing 36 samples. In addition, 36 samples of A. albopictus
were used without replicates.

The method used for individual or grouped eggs followed that of Walsh et al. (1991),
with modifications. Briefly, the eggs were placed in 1.5-mL plastic tubes with 100 pL
5% Chelexs 100 resin. The eggs were then macerated with a pestle until homogenized,
and allowed to stand for 1 h in water bath at 54°C. Subsequently, the mixture was
transferred to a plastic tube and kept at 94°C for 30 min in a Multigene OptiMax
Thermal Cycler TC 9610 (LABNET, Edison, NJ, USA). The solution was then
centrifuged at 13,000 rpm for 6 min, and the supernatant was transferred to a 1.5-mL
plastic tube, and stored at -20°C. In the STE protocol, viable eggs of A. aegypti were
homogenized in STE buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, and 100 mM NacCl),
incubated for 10 min at 95°C and centrifuged at 13,000 rpm for 1 min. Finally, DNA
quantification was carried out in NanoDropTM 1000 spectrophotometer (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA).

Polymerase chain reaction

Cytochrome oxidase I mitochondrial gene, associated with a DNA barcode (Hebert and
Gregory, 2005) was amplified using the primers HCO2198-L (5'-
TAAACTTCWGGRTGWCCAAARAATCA-3") and LCO1490-L (5'-
GGTCWACWAATCATAAAGATATTGG-3') described by (Nelson et al., 2007). In
general, 12.5 uL Mix Go Taq Colorless (Promega, Fitchburg, W1, USA), 7.5 uL
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nuclease-free water, 1.5 mL each primer, and 2 uL template DNA were used. The
amplification reactions were carried out in a Multigene OptiMax Thermal Cycler TC
9610 with the following cycle: initial denaturation at 95°C for 3 min; 35 cycles of de-
naturation at 95°C for 30 s, annealing at 44°C for 1 min, and extension at 72°C for 1
min; and a final extension at 72°C for 7 min. The amplification products were analyzed
by 1% agarose gel electrophoresis for 30 min at 100 V. The electrophoretic gel was
stained with SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and
visualized with a UV transilluminator.

Amplicon purification and sequencing

The amplicon purification was performed using the Wizarde SV Gel and PCR Clean-
Up System kit (Promega), following manufacturer instructions. Subsequently, purified
amplicon sequencing was carried out in an ABI 3500 automated sequencer (Applied
Biosystems, Cleveland, OH, USA). The sequences were then evaluated using the
programs Pregap4 v 1.5 and Gap4 incorporated into the Staden Package (Staden, 1996),
using a Phred value of 30 as a quality cutoff. Similarity searches in GenBank were
performed using Blastn (Altschul et al., 1990). The sequences were deposited at the
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/), under the following accession Nos.
JX456411 to JX456417.

RESULTS AND DISCUSSION

The mean concentrations of DNA ranged from 6.8 to 192.9 ng/uL using Chelex« 100
resin (data not shown). The STE method, consisting of lysis and denaturation steps, is
efficient in extracting genomic DNA. Thus, it is employed in many types of insect
studies where the samples are adult diptera (Dobson and Rattanadechakul, 2001; Pinto
et al., 2013). Using the STE method, the average DNA concentrations obtained using a
single egg were higher (22.8- 92.2 ng/uL) than with the Chelexs 100 resin method, but
DNA quality was significantly lower owing to the impurities not removed in this
method, making the amplification step impossible. All samples obtained using Chelex®
100 resin, were amplified satisfactorily producing a fragment of approximately 708 bp
(negative control was a reaction without DNA, to ensure no contamination) (Figure 1).
These primers were defined for the identification of insects, from the amplification of
the region of the COI gene proposed by Nelson (2003). All sequences showed 99 and
100% similarity with A. aegypti and A. albopictus sequences, respectively.

M 1 2 3 4 5 6 M NC

708 bp
§00 bp
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Figure 1. Electrophoresis gel showing the amplification product of Aedes albopictus DNA barcode
region. Lane M = molecular weight; lane 1 = one single egg; lane 2 =5 eggs; lane 3 =10 eggs; lane 4 =
20 eggs; lane 5 = 30 eggs; lane 6 = 40 eggs; lane NC = negative control.

The results showed that DNA can be obtained from even one single egg of Aedes spp,
regardless of their viability conditions because we also used eggs considered unviable
for larval hatching in the laboratory. Thus, we developed a rapid, efficient and low-cost
method that can be applied to the identification of vector mosquitoes. Traditionally, for
the taxonomic identification of mosquitoes, a colony is necessary to obtain the larval or
adult forms. However, there are a number of parameters that must be controlled, which
otherwise can cause their natural cycle to slow down or even stop. This process could
cause some viable eggs to never hatch under laboratory conditions. Moreover, a
thorough analysis may be required in the egg excision, followed or not by the use of a
larval whitening technique (Forattini, 1962; Charles, 1967; Swartz and Hebert, 1987;
Gomes et al., 1995; Chung, 1997). Another way found for taxonomists to perform the
identification of mosquito eggs is the use of existing morphological structures in the
eggs, which have the potential to assist in the taxonomic identification of some species
of medical interest. However, it is necessary to use a scanning electron microscope,
which requires technical expertise in handling the equipment and in the analysis of the
egg structures (Swartz and Hebert, 1987; Cary, 1996; Giangrande, 2003).

Methods for nucleic acids extraction from samples with cell wall chitin have been pro-
posed as an alternative to the classical taxonomy of species of medical importance. In
previous studies, great difficulty in obtaining DNA from both eggs and larvae has been
reported, due to the presence of lipids in these tissues, which hamper DNA recovery and
PCR (Reinert, 1972). This problem is even more evident when the eggs are degraded
(Briski et al., 2011). Thus, researchers choose to lyse the eggs for release of larvae prior
to DNA extraction using heat shock (Traub et al., 2009), saline (Buathong et al., 2010),
autoclave techniques (Stensvold et al., 2006; Duenngai et al., 2008; Umesha et al.,
2008) or crushing (Sato et al., 2009). Using this new method based on Chelexe 100 resin
described in this study, we could neutralize inhibitors, since regardless of the number of
eggs, all samples were satisfactorily amplified. Furthermore, DNA concentrations and
egg amounts used in this study were consistent. However, there is the possibility of
variation in the DNA concentration due to manual maceration process, which is
considered a critical step in the achievement of good quality DNA for PCR, as observed
by other authors (Yue and Orban, 2001; Desloire et al., 2006).

Another relevant point in our study was that we used the COI gene, since several studies
have been conducted primarily to understand the genetic dynamics of this vector
populations, which is an important aspect for establishing monitoring and control
strategies. That way, the use of DNA barcode in this study was very important because
we can provide the appropriate conditions to differentiate these two species of
mosquitoes. According to Hebert et al. (2003), there must be at least 3% polymorphic
sites between nucleotide sequences, along with the appropriate model of nucleotide
substitution for this molecular marker, for any metazoan species to be distinguished. In
this study, we observed approximately 67 polymorphic sites (Figure 2), representing
approximately 10% of the complete sequence alignment.
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Figure 2. Multiple sequence alignment of Aedes aegypti and A. Albopictus DNA barcode sequences. Two
sequences obtained in this study and two reference sequences from GenBank are compared. The
accession number is displayed. The outlined nucleotide bases are conserved.

Therefore, using an efficient, simple, safe and low-cost method of DNA extraction, we
could obtain DNA from viable or unviable eggs in appropriate quantity and quality for a
good amplification reaction. Associated with this, we suggest the use of this new tool to
study the population dynamics of mosquitoes of medical importance, and possibly to
implement this new approach in programs for monitoring insecticide resistance in
natural populations.
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ABSTRACT. Aedes aegypti and A. albopictus are the two most
important mosquitoes in relation to dengue, chikungunya and zika
virus transmission in the Americas. Aedes albopictus arrived in
Brazil by trade activities of used tires from United States. In 2011,
during monitoring of Aedes aegypti in Serra Talhada — PE, eggs
had individual DNA extracted to following PCR and sequencing
through BARCODE molecular marker. Three eggs of A.
albopictus were confirmed by individual DNA extraction of these,
PCR and sequencing through BARCODE molecular marker.
Despite the occurrence of chikungunya, dengue and zika virus,
entomological surveillance should use molecular taxonomy
technique for effective actions to identify other medically
important vector species, contributing to the development of better
control and monitoring strategies.

Key-words: arboviruses, epidemic, vector.

INTRODUCTION

In recent decades, polymorphic genetic markers have been used to solve
taxonomic problems in certain species, as soon as in phylogenetic studies and
population genetics (Aranishi and Okimoto, 2006). According to Hebert et al. (2003)
Cytochrome Oxidase | (COIl) serves as a barcode for metazoans, making it a universal
system for species molecular taxonomy.

Aedes aegypti arised in north of Africa, dispersing to worldwide by trade and
slave trafic (Forattini and Brito, 2003). It is chikungunya, yellow fever, dengue and
zika virus vector in urban areas in Americas (Brasil, 2015a,b).

Avrising from Southeast Asia, where is an important vector of arboviruses, Aedes
(Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) dispersed significantly worldwide since 1980
(Gomes et al., 1999). It appear to be introduced in Brazil by used tires trade from United
States (Estrada-Franco and Craig, 1995), through Vit6ria habour in Espirito Santo - ES.
Although Consoli and Lourenco-de-Oliveira (1994), believe that has Japanese origin
and dispersed by railway line at VVale do Rio Doce. Its first identification in Brazil was
in the city of Rio de Janeiro in 1986 (Forattini, 1986). At same year, its occurrence was
recorded in S&o Paulo State, in municipality of Areias (Vale do Paraiba) (Brito et al.,
1986). Then, it was referred in municipality of Tremembé (Gomes and Marques, 1988)
and in Sao Paulo city (Soubihe et al., 1992). This species has spread throughout Brazil,
starting from the primarily infested area so that in 1997 have occurred in 14 states and
in 1999, it was reported in Mato Grosso do Sul (Gomes et al., 1999) and Recife — PE
(Albuquerque et al., 2000). Nowadays, A. albopictus is occurring in 24 of the 27
federal units (Carvalho et al., 2014).
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Aedes aegypti and Aedes albopictus are vectors of dengue, yellow fever,
chikungunya and Zika virus, justifying the concern of its dispersion to rural areas wich
autochthones arboviruses occur (Figueiredo, 2007). In addition, it demonstrated
competence to infection and transmission of Aedes albopictus to arbovirus 22 at
laboratory conditions (Moore and Mitchell, 1997), turning its record epidemiologically
important fact. Although it is still nuclear, the effect A. albopictus presence over
transmission dynamics of arbovirus in Americas, its interaction with A. aegypti require
attention, cause both species use similar artificial breeding sites to development in rural,
urban and peri-urban environments (Johnson et al., 2002). Thus, the aim of this study
was identify putative dengue vector by molecular taxonomy.

METODOLOGY

During the begining of Aedes aegypti infestation surveillance, occurred in 2011
in the city of Serra Talhada — PE, 250 ovitraps made by disposable bottles were
installed at peri-domicile four neighborhoods in the period from September to
December. Palettes with eggs were taken to the Laboratério de Bioinformatica e
Biologia Evolutiva (LABBE), UFPE. Of these, 1% were used for molecular
identification. The procedures of individual DNA extraction, Polimerase Chain
Reaction (PCR) and sequencing of BARCODE molecular marker as made for Freitas et
al., (2014).

RESULTS AND DISCUSSION

Among the procedures, were collected a total of 28.966 eggs, between them,
three eggs of A. albopictus were found by BARCODE molecular marker. According to
Hebert et al.(2003), Barcode is a mitochondrial molecular marker wich was suggested to
molecular taxonomy of metazoaries and has been applied to wide variety of taxa,
including Culicidea.

The traditional taxonomy of mosquitoes, require a colony establishment to
obtain the larval or adult forms. However, there are a number of parameters that must be
controlled, which otherwise can cause their natural cycle to slow down, stop or cause
some unviable eggs wich never hatch under laboratory conditions. Moreover, a
thorough analysis may be required in the egg excision, followed or not by the use of a
larval whitening technique (Forattini, 1986; Chung, 1997).

To identify mosquito eggs, traditionals taxonomists use of existing
morphological structures in the eggs, which have the potential to assist in the taxonomic
identification of some species of medical interest. Requiring a scanning electron
microscope, which requires technical expertise in handling the equipment and in the
analysis of the egg structures (Swartz and Hebert, 1987; Giangrande, 2003).

During the collection period the average temperature was at around 34 ° C,
relative humidity of 46% (INMET, 2015) and the vegetation of Caatinga was drought
and is not adequaded to A. albopictus establishment, cause according to Estrada -Franco
and Craig (1995), in a laboratory experiment, it prefers temperatures between 16 and 25
°C and relative humidity 60-70%. This species is known to prefer wild environments
and forested urban areas. However, the eggs were in an ovitrap of Sdo Cristévao
neighborhood.
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Because of its geographical location, Serra Talhada is a very important city due
to trade, it receives more than 100,000 people every month residents of the nearby
towns or Bahia, Paraiba and Ceara States. Thus, it is necessary to monitor alertly way
the A. albopictus presence to new environmental conditions wich it is submitted, once it
increases the urban epidemic risk, due to the increase in vector density, cause larger
vectorial density and dispersion of this species in urbans areas where dengue fever cases
are confirmed. However, just now that the chikungunya virus is occurring in
Pernambuco with ten confirmed cases, it has made a diligent entomological surveillance
for A. albopictus when it was recorded in 36 municipalities in the state (DA Bandeira:
personal communication, 2015).

A. albopictus and A. aegypti can live simpactrilly, sharing the same breeding
site. Reduction or populational displacement of residentes species have been observed
in many countries after A. albopictus introduction (Paupy et al., 2009).

Thus, it is important to reflect about molecular taxonomy technique use to
effective entomological surveillance that can detect the occurrence of other medically
important vector species, contributing to the development of efficients control and
monitoring strategies.
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Resumo:

Background - A dengue é a principal arbovirose de importancia médica no mundo, com quatro
sorotipos distintos, colocando dois tercos da populacdo mundial sobe risco de infeccdo e uma
estimativ de 100 milhdes de novos casos de dengue todos 0s anos.

Methods — Foram analisadas as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos marcadores
moleculares CCR5 e dos SNP’s de IL-4, IL-10, Ly-6 por meio da anélise de associa¢do de
haplotipos com software SNPstat dos casos confirmados de dengue registrados de 2010 a 2014
na cidade de Serra Talhada, Pernambuco, Brasil.

Results — Todos os 101 voluntarios tiveram febre da dengue, ao menos, uma vez. Sendo 70
mulheres e 31 homens, cuja maioria era: branca, faixa etaria entre 42 e 65 anos, renda mensal
média de até dois salarios minimos e escolaridade de ensino médio. Os marcadores IL-4 e I1L-10,
apresentaram desequilibrio de ligacdo por meio do teste exato de Hardy-weinberg. Além disso,
houveram diferencas significativas de frequéncia alélica e genotipica, quando comparadas a
outras populacdes.

Conclusions — A baixa qualidade de informacGes a respeito dos pacientes gerou um reducéao
significativa dos potenciais voluntarios. Além disso, a epidemia de virus Zika e dengue,
dificultou a coleta por um grupo controle, tornando os dados de nossa andlise, parciais em
relagdo ao nosso objetivo.

Keywords: SNP, Febre da dengue Hemorragica, virus.
INTRODUCAO

A dengue é um grande problema da Saude Publica em zonas tropicais e subtropicais,
tratando-se de uma antropozoonose viral, multifatorial, influenciada pela idade, doencas cronicas
pré-existentes, sequéncia de infeccdes de um dos quatro sorotipos do virus dengue (DENV),
sistema imunoldgico e fatores genéticos do individuo (Weiskopf et al., 2014). Clinicamente, esta
patologia varia de um quadro assintomatico, dengue classica, dengue hemorragica ou sindrome
do chogue da dengue (Seneviratne et al., 2006; Weiskopf et al., 2014). Esta diversidade clinica é
influenciada pela resposta imune ao virus da dengue na infecgdo priméria ou secundaria, onde
individuos expostos a primeira vez ao virus apresentam resposta primaria com um discreto e
lento aumento de anticorpos. J& em individuos pré-expostos a producdo de anticorpos é rapida

(Abe et al., 2012). Contudo, na segunda infecgdo viral ha uma diminuicdo na eficacia do sistema
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imune contra o virus (Mongkolsapaya et al, 2003) e exposi¢fes multiplas ao virus geram
producdes em niveis diferentes de citocinas pelos linfocitos e contribuem para a maior gravidade
da doenca (Bashyam et al, 2006; Beaumier et al, 2008, Weiskopf et al., 2014).

Polimorfismos genéticos em genes envolvidos com a resposta imunologica podem ter um
efeito significativo sobre o desenvolvimento clinico da dengue (Fang et al., 2012), pois 0
patrimonio genético de um individuo pode influenciar significativamente nos resultados de uma
infeccdo viral e a identificacdo de genes envolvidos na susceptibilidade ou resisténcia ao virus
tem aumentado a compreensao de muitos processos de doengas virais (Brinton, 2002). Portanto,
pesquisas sobre doencas infecciosas fornecem importantes informacdes a respeito da regulacédo
genética do hospedeiro e a variabilidade fenotipica do quadro clinico (Chapman e Hill, 2012).

Os individuos que sdo homozigotos para o alelo mutante CCR5 sdo altamente resistentes
a infeccdo pelo HIV-1. Embora a homozigosidade para a mutagao CCR5A32 esteja claramente
associada com a resisténcia a infeccdo por HIV-1 e tem sido relatada em pacientes hemofilicos
(O’Brien et al., 1997). Segundo Stephens et al. (1998), uma possivel pressdo de selecéo,
exercida por patdgenos como Yersinia pestis (0 agente etiologico da peste bubénica), Shigella,
Salmonella, e Mycobacterium tuberculosis, ou por alguma outra infec¢do tal como sifilis, variola
e gripe, justificaria a alta frequéncia de CCR5A32 encontrada em Europeus. Porém, ndo ha
estudos que associem este gene com protecdo ao DENV ou piora do quadro clinico.

A Interleucina 4 (IL-4), tem um comprovado efeito hepatoprotetor durante a infeccéo por
dengue (Iseki et al., 2012). Porém seu nivel apresenta-se aumentado em pacientes diabéticos
infectados com DENV (Lee et al., 2013). Em paciente infectados com HIV-1, o SNP de IL-4
rs2243250, localizado na regido promotora, apresentou resultados inconclusivos em caucasianos
(Fellay et al., 2009). Alem disso, a relacdo da variacdo do gene de IL-4 com a suscetibilidade ou
resisténcia ao DENV e suas formas clinicas néo esté clara, uma vez que nao sdo encontrados

estudos a respeito.
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As baixas expressdes do fator de transcricdo Th1(T-bet) e maiores niveis de citocinas
(interleucina-10, 1L-10) em populacéo do sul de Taiwan estdo associados com a patogénese de
febre hemorragica da dengue (FHD) (Chen et al., 2005). Embora nédo se tenha estudos
conclusivos sobre SNP no gene de IL-10 associado a sua participacdo no quadro clinico de
pacientes com dengue.

Os genes Ly-6 sdo genes candidatos particularmente atrativos para a suscetibilidade, pois
eles codificam uma proteina de superficie celular de GPI-ancorado (Bamezai, 2004), um grupo
de aloantigenos relatados primeiramente em linfocitos de camundongos na década de 1970
(McKenzie et al., 1977). Um conjunto de dados gerados com anticorpos policlonais e
monoclonais contra proteinas Ly-6 revelaram uma ampla expresséo tecidual em células de
origem hematopoiéticas. Além disso, a expressdo de proteinas Ly-6 também tem sido observada
em células ndo-hematopoiéticas (Halloran et al., 1981). Embora as proteinas Ly-6 tenham sido
reconhecidas pelo seu uso como antigenos de diferenciacdo por um certo tempo, sua funcéo na
diferenciacéo celular ainda é emergente. Apesar de sua importancia no sistema imunoldgico, nao
se tem informacédo, até entdo, de estudos que demonstrem a associacdo dos diversos genétipos de
Ly-6 com a infeccdo do DENV.

Este estudo objetivou avaliar a relacdo entre os gendtipos dos marcadores CCRS5 e SNP’s
IL-4 (rs 2243250), IL-10 (rs 1800896) e Ly-6 (rs 2572886), com 0s casos de dengue classica,
associando-os a género, local de nascimento e raca declarada, na cidade de Serra Talhada,

Pernambuco.

METODOLOGIA
Desenho de estudo e estratégia de pesquisa

Inicialmente foi feito um levantamento no banco de dados do Nucleo de Vigilancia em
Saude (NVS) da Secretaria de Saude de Serra Talhada — PE, onde foram identificados 518 casos

de dengue confirmados como teste (Elisa IgM), no periodo de diagnostico de 2010 a 2014.
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Critério de incluséo

Os critérios de inclusdo foram: Pessoas de ambos 0s sexos com sorologia positiva para
dengue, faixa etaria de 18 a 65 anos, onde apenas 256 individuos puderam ser enquadrados.
Questdes éticas e coleta do material

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do centro de ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, parecer 870.891. Os
individuos identificados foram convidados a participar, assinaram um termo de consentimento
livre esclarecido (TCLE) e responderam um questionario sobre dados pessoais, socioecondmicos
e estado de saude, de abril a maio de 2015 e em seguida foi coletado 4 ml de sangue periférico
com anticoagulante EDTA.
Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada seguindo a técnica de extracao Mini Salting out (Miller
et al., 1988). Em seguida, o DNA foi quantificado com espectrofotdbmetro NanoDropTM 1000
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e diluido para a concentracdo minima necessaria para
as reacoes de PCR.
Selec@o dos SNP’s

Em virtude de seus respectivos papeis na resposta imunologica a infeccdes virais e
doencas autoimunes e contagiosas, foram selecionados os SNP dos genes Ly-6 (rs2572886), I1L-4
(rs2243250) e IL-10 (rs1800896). O IL- 4 esta localizado na regido promotora -589C>T, IL-10
na-819C>T e Ly-6 na-1089A>G.
Reacdo em Cadeia Polimerase do gene CCR5

As reacgdes de PCR para o gene CCR5 foram realizadas sob as seguintes condigdes:
foram usados 12.5 uLL de Mix Go Taq Colorless (Promega, Fitchburg, WI, USA), 9.5 uL de agua
livre de nuclease, 1 UM de cada primer (Foward 5'-
ATCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTC -3 ' e reverse 5'-

AGTAGCAGATGACCATGACAAGCAGCGG -3" e 1 uL de DNA molde com concentragao
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média de 50 ng. O volume final das reagdes era de 25 pL e foram realizadas em um
termociclador Multigene OptiMax TC 9610 (LABNET, Edison, NJ, USA) com os sequintes
ciclos: 1 ciclo com 94 °C por 5 minutos e 35 ciclos a 56° temperatura de anelamento por 30
segundos; 72 °C por 1 minuto, 72 °C por 7 minutos e por fim 4 °. Em seguida foi realizada a
eletroforese com gel de agarose a 2,5%.
PCR em tempo real (QPCR)

Foram analisados os SNP’s Ly-6, IL-4 e IL-10 em um termociclador Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System. As reacGes foram realizadas segundo o fabricante do equipamento
com adaptacdes, utilizando 0,5 pL da sonda, 3,5 pL. de 4gua livre de DNA, 4,5 de Master mix
tagmam e 1 uL. de DNA molde (50 ng).

Andlise Estatistica

Os dados da genotipagem dos pacientes foram utilizados para analise de comparacédo dos
pacientes “caso” nascido em Serra Talhada e os nascidos em outras cidades, tanto para o

marcador CCRS5 como para os SNP’s.

Anélise de CCR5

Apbs as corridas eletroforéticas as amostras foram classificadas fenotipicamente de
acordo com as bandas apresentadas. Ao apresentar uma Unica banda de 193 pares de base (pb),
foram considerados selvagens (wtccrb/wtccr5), quando apresentaram uma banda de 193 e outra
de 161 pb heterozigotos (wtccrS/CCR5A32) e ao apresentar uma unica banda de 161 pb
homozigoto mutante CCR5A32.

Em seguida, as frequéncias alélicas, genotipicas, equilibrio de Hardy-Weinberg, foram

calculadas através do programa online GENEPOP.
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Analise de SNP’s

Para a analise de comparacao dos dados dos SNPs para IL-4, IL-10 e Ly-6, também
foram analisados frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas, além da correlacdo com a

variavel local de nascimento e sexo, utilizando os programas online SNPStats (Solé et al., 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o banco de dados do Nucleo de Vigilancia em Sadde (NVS) de Serra
Talhada, de 2010 a 2014, foram confirmados, na cidade, 288 casos de dengue com pessoas que
estariam entre 18 e 65 anos de idade no momento da coleta. Destes, 73 tinham informacGes
pessoais incompletas (bairro, logradouro, nimero da residéncia, etc) e por isso ndo puderam ser
localizados, 71 haviam se mudado e 114 foram encontrados. No entanto, 13 pessoas se
recusaram a participar e apenas 101 voluntarios foram incluidos na pesquisa, 0s quais residiam
em 12 bairros (figura 1). Devido limitacdo logistica, 0s casos registrados nos distritos e zonas
rurais ndo foram incluidos.

A auséncia de casos de Febre da Dengue Hemorragica (FDH), no banco de dados do
NVS, gerou dificuldade na analise dos dados. Pois apenas uma pessoa, menor de idade, estava
presente na planilha. No entanto, encontramos dois casos por comunicacdo verbal de outros
envolvidos na pesquisa. Isto se da em virtude da falta de infraestrutura e preparo técnico dos
profissionais de salide que atuam no municipio, que gera transferéncia dos casos mais graves
para outros municipios. Além disso, fatores como: estar enfrentando uma hiperepidemia de
dengue e virus Zika, falta de kit diagnosticos a partir do més de margo de 2015 e alto nivel de
subnotificacdo, dificultaram a busca por controles negativos (pessoas que nunca tiveram
dengue). Ademais, dentre os individuos amostrados, apenas trés tiveram dengue

comprovadamente mais de uma vez. Deste modo, retirou-nos a possibilidade de comparar
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pessoas com infec¢des primarias e pessoas com infec¢Bes secundarias ou terciarias. Portanto,
apenas analises descritivas foram realizadas na populacdo global e em duas subpopulacdes.

Infecgdes secundarias permitem uma maior viremia no soro e um maior risco de doenca
severa comparada com as infec¢des primarias sugerindo fortemente que a imunidade pré-
existente (ndo necessariamente anticorpo) para DENV é um fator de risco para dengue severa
(Wahala et al., 2011).

Em 2010 foram estimados 96 milhdes de casos sintomaticos e 293 milhdes
assintomaticos no mundo (Murray et al.,2013; Bhatt et al.,2013). No entanto, o nimero real de
casos nao poderia ser identificad, uma vez que, ocorrem sub/super-notificacdes ou erros de
diagnostico dos casos (Bahtt et al., 2013; Messina et al., 2014). Existem também outros
elementos, relacionados como os determinantes sociais de saude (DSS’s), os quais sdo fatores
individuais, sociais ou relacionados aos sistemas de satde que influenciam no status de saude de
individuos e da sociedade (Solar e Irwin, 2010; Marmot e Wilkinson, 2003; CSDH, 2008).

Menos de 3% de pacientes de dengue desenvolvem as formas severas (FDH) apds uma
fase aguda normal, caracterizada pelo aumento na permeabilidade capilar e resultando em
extravasamento de plasma que pode levar ao choque circulatério e morte (Oliveira-Pinto et al.,
2012).

A etnia, 0 género e a capacidade de pagar pelo servico de satde também sdo conhecidos
por desempenhar um papel na presenca e manutencgéo da dengue (Guzman e Kouri, 2002; Blas e
Kurup, 2010; Carabali e Hendrickx, 2012; Khun e Manderson, 2008). No entanto, as
informacdes sobre o papel que poderia desempenhar a sindrome de choque da dengue (SCD) na
mortalidade € muito limitada (Carabali et al., 2015). Em nossos estudos, a maioria sdéo mulheres,
se declaram brancas, possuem renda media de até dois salarios minimos e ensino médio. N&o
havendo diferenca significativa do numero de casos para estas variaveis entre os bairros da

cidade de Serra Talhada.
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Por meio da analise de associacéo dos genotipos e o local de nascimento, ambos 0s
critérios apontaram os mesmos modelos para os loci de SNP estudados, tanto o critério de
informacdo de Akaike (AIC), como o critério de informacédo Bayseana (BIC).

Nove haplétipos foram formados para os marcadores utilizados neste estudo, onde o p-
valor, tanto para a associacdo global, como para a associagdo dos haplétipos com o sexo, ndo foi

estatisticamente significativo. Portanto, ndo € um carater ligado nem influenciado pelo sexo.
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1) BTG

Figura 1. Mapa da cidade de Serra Talhada mostrando os bairros de acordo com a Secretaria de Obras do Municipio. Contornados em vermelho, bairros
com situacdo de saneamento bdasico precario, em laranja situacdo de saneamento basico regular e em azul situagéo satisfatoria.
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Caracterizacédo da amostra

Dentre os 101 individuos, 31 eram homens e 70 mulheres; Declararam-se 65 (0,644) individuos brancos, 29 (0,287) pardos e 7 (0,069) negros.
Considerando as subpopulacdes: Serra Talhada: brancos 42 (0,65), pardos 19 (0,29) e negros 3 (0,04); nascidos em outras cidades: brancos 23 (0,62),
pardos 10 (0,27) e negros 4 (0,11), a maioria tinha de 42 a 65 anos de idade, com escolaridade prevalente do ensino médio e renda média de até dois
salarios minimos (tabela 1). Os critérios de classificacdo em relacdo a raca declarada e a renda, seguiram o modelo utilizado pelo censo do Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010).



VARIAVEIS x Centro | A.Conc. | Cagepe | S.Crist. | Caxix. | Bomba | Mut. | Borb. | Cohab | A.B.J. | AABB IPSEP [Total (101)
BAIRRO (26) (08) (08) (08) (02) (01) (02) (04) (09) (08) (15) (10)

GENERO
Masculino (31) 6 2 1 2 2 - 2 - 2 3 5 6 31
Feminino (70) 20 6 7 6 - 1 - 4 7 5 10 4 70
RACA DECLARADA
Brancos 21 3 1 7 1 1 1 2 8 5 11 4 65
Pardos 4 3 5 1 1 - 1 2 1 3 3 5 29
Negros 1 2 2 - - - - - - - 1 1 l
FAIXA ETARIA
18 a 41 10 1 4 3 2 1 2 3 5 5 8 5 49
42 a 65 16 7 4 5 - - - 1 4 3 7 5 52
ESCOLARIDADE
Analfabeto - - - - - - - - 2 - - - 2
Fundamental 1 2 4 4 1 - 1 1 4 4 2 3 27
Ensino Médio 12 2 4 3 1 1 1 2 3 3 4 4 40
Superior 11 3 - 1 - - - 1 - 1 4 2 23
P6s-graduado 2 1 - - - - - - - - 5 1 9
RENDA
Nenhuma 2 1 1 4 - - - 2 4 1 2 2 19
Até 2 SM 10 4 7 2 2 1 1 2 4 4 3 2 42
De 2 a4 SM 8 2 - 1 - - 1 - 1 3 5 5 26
Mais de 4 SM - - - 1 - - - - - - - - 1
Outro 6 1 - - - - - - - - 5 1 13

Tabela 1. Caracterizagdo do grupo caso relacionando os bairros com as variaveis: género, raca declarada, faixa etaria, escolaridade e renda. A.
Conc. — Bairro do Alto da Conceicéo; S.Crist. - Bairro de S&o Cristovao; Mut. - Bairro do Mutirdo; Borb. - Bairro da Borborema; A.B.J. - Bairro do Alto
do Bom Jesus; Centro — Bairro do Centro; Caxix. — Bairro da Caxixola; Bomba — Bairro da Bomba; Cohab — Bairro da Cohab; AABB — Bairro da
AABB; IPSEP - Bairro do IPSEP; Cagepe — Bairro do Cagepe.
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De acordo com a tabela 1, podemos observar que o Bairro do Centro foi 0 que apresentou o0 maior
numero de casos coletados (26), enquanto que os Bairros do Mutirdo e Caxixola, apresentaram o menor
numero, ambos com dois casos coletados. Estes bairros, também foram os Unicos a apresentar sé individuos
do sexo masculino. Com excecao dos Bairros do IPSEP e Cagepe, que apresentaram maior numero de
individuos pardos, todos os outros apresentaram maior ou igual propor¢do de brancos. Em relacdo a faixa
etéria, a distribuicdo de individuos ndo apresentou diferenca significativa. No entanto, no que diz respeito a
escolaridade, o Bairro do Centro e o da AABB, foram os que apresentaram maior nimero de individuos com

ensino superior e pos-graduagdo, consequentemente as maiores rendas médias.

Anélise de CCR5

Apos a corrida eletroforética, os fenotipos foram identificados como 99,98% do tipo 193/193
(wtccerb/wtccer5) homozigoto para o alelo selvagem, 0,02% do tipo 193/161 (wtcerS/CCR5A32) heterozigoto
e ndo foram encontrados individuos homozigotos para CCR5A32 (161/161).

A andlise de frequéncia genotipica de CCR5 pelo software online, GENEPOP 1.2 concluiu que o

locus estd em equilibrio de acordo com Hardy-Weinberg (HW), apresentando p-valor igual a 1 (Tabela 2).

CCR5 (n=101)
193/193 193/161 161/161

Obs 99 2 0
Esp 99,005 1,99 0,005
P-valor =1

Tabela 2. Teste para equilibrio de Hardy-Weinberg.
Obs. — observado; e Esp. - esperado

Dentre os 101 individuos amostrados para anélise, 70 mulheres e 31 homens, apenas dois sdo
heterozigotos para este locus, apresentando alelos com a delecdo CCR5A32 (Tabela 3). Destes, um homem
nascido em Serra Talhada, que desenvolveu febre de dengue hemorréagica (FHD) e uma mulher nascida em

Santa Cruz da Baixa Verde - PE (Tabela 4).

CCRS5 (n=101)

Grupo caso Outras cidades Serra Talhada
Alelo Quantidade Propor¢cdo Quantidade Proporcdo Quantidade Proporcéo
193 200 0.99 73 0.99 127 0.99
161 2 0.01 1 0.01 1 0.01
Genotipo
193/161 2 0.02 1 0.03 1 0.02
193/193 99 0.98 36 0.97 63 0.98

Tabela 3. Frequéncia alélica e genotipica para CCR5.
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Por meio da andlise de interacdo entre o local de nascimento e sexo, observa-se que ndo ha diferenca

significativa para os genotipos para estas variaveis (p-valor = 0,13).

CCR5 (n=101)

F M
Outras cidades  Serra Talhada OR (95% IC) Outras cidades Serra Talhada OR (95% IC)
193/193 27 42 1.00 9 21 1.50 (0.60-3.76)
193/161 1 0 0.00 0 1

P-valor da interagdo: 0.13

Tabela 4. Analise de interacéo por classificacdo cruzada de CCR5 e SEXO. F — fémea; M — macho; OR — Odds
Ratio; e IC —intervalo de confianca.

Outros estudos epidemioldgicos realizados no Brasil, com base no banco de dados do sistema de
Salde Publica, ttm mostrado uma maior incidéncia global de dengue em mulheres, quando todas as formas
clinicas sdo consideradas (de Mattos Almeida et al., 2007; Teixeira et al., 2002; Nunes-Aradujo et al., 2003;
Montenegro et al., 2002; Duarte e Franca, 2006). Portanto, é possivel que as desigualdades de sexo em
cuidados médicos sejam a fonte da tendéncia para o aumento do diagndstico de dengue em mulheres da
populacdo de baixa renda, bem como o éxodo de homens no periodo de longa estiagem e a propor¢édo
naturalmente maior de mulheres. A razdo para a maior incidéncia de dengue hemorragica em mulheres nesta
coorte precisa ser mais estudada (Cordeiro et al., 2007).

Ank et al. (2005), estudando infeccdo experimental com virus da herpes simples tipo 2 (HSV-2),
utilizando ratos CCR5A32/ CCR5A32, que apresentaram maior titulagdes no cérebro do que os controle tipo
selvagem, mas foram capazes de limpar a infeccdo. Lim et al. (2008), obtiveram resultados similares em
estudos de coorte em pacientes infectados por virus do oeste do Nilo, no qual mostrou um risco aumentado
de infecg¢des sintomaticas no homozigoto da CCR5A32. Segundo Telenti (2009), outras infecgdes por
flavivirus, tais como a encefalite do carrapato, uma infeccdo endémica da Europa e Asia, foram encontradas
por estar associadas com os alelos delta 32. Em nossos estudos, até entdo, ndo foram encontrados associacéo
entre 0s genotipos e a ocorréncia de dengue, seja na forma classica, seja nas formas mais graves em virtude

do pequeno nimero de individuos com FHD.
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Analise de SNP’s

De acordo com a analise dos loci IL-4 e IL-10, houve desequilibrio para a populacéo global, bem
como para a subpopulacdo de Serra Talhada, segundo o teste exato para equilibrio de Hardy-Weinberg
(Tabela 5). O que pode ser explicado pela auséncia de uma populacgao controle e/ou nimero pequeno de
amostras. Segundo Clarke et al. (2011), para uma associa¢do seria necessario um grupo controle, pois
ocorrem problemas de qualidade de dados ou de amostragem estatistica, ou por causa de confusdo pela
estratificacdo da populacdo ou da mistura. No entanto, para Ly-6 0 mesmo nédo ocorreu. Certamente pelo
fato de se tratar de uma familia de genes, levando ao aumento da chance de encontrar um dos loci, os alelos

analisados.

IL-4 (n=101)

N11 N12 N22 N1 N2 P-valor
Grupo caso 36 58 7 130 72 0.017
Outras cidades 12 21 4 45 29 0.32

Serra Talhada 24 37 3 85 43 0.025
IL-10 (n=100)
Grupo caso 47 36 17 130 70 0.047

Outras cidades 15 15 6 45 27 0.49

Serra Talhada 32 21 11 85 43 0.047
Ly-6 (n=96)
Grupo caso 70 25 1 165 27 0.69

Outras cidades 25 9 1 59 11 1
Serra Talhada 45 16 0 106 16 0.58

Tabela 5. Teste exato para equilibrio de Hardy-Weinberg
A titulo de referéncia, comparamos 0s nossos resultados com as populagdes globais, para
observarmos semelhancas e diferencas com a mesma; ibérica, em virtude a contribuicdo de nossos ancestrais
vindos desta regido da Europa; africana, devido & contribuicio dos escravos oriundos da Africa e que aqui
ficaram, contribuindo para a nossa miscigenacao; e peruana, por causa de sua composicdo étnica semelhante
a nossa. No entanto, ndo foi possivel utilizarmos dados sobre amerindios, uma vez que esta informacao
ainda nao se encontra disponivel.

Ao analisarmos as frequéncias dos alelos, T e C para o0 SNP IL-4, observamos uma diferenca
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proporcionalmente significativa em relacdo as populacdes global, ibérica, peruana e africana. Porém o
mesmo nao ocorre para os mesmos alelos em SNP IL-10. Para o0 SNP Ly-6, as frequéncias das bases A e G,
sdo semelhantes em relacdo a populacao global, mas apresenta diferenca significativa para populagdes
ibérica, peruana e africana (tabela 6).

No que tange as frequéncias genotipicas, em IL-4 o genétipo CC apresentou valores similares apenas
em relacdo as populacdes globais e peruanas. Enquanto que para os gendtipos CT e TT, as diferencas foram
proporcionalmente significativas em relacdo a todas as populacées utilizadas como referéncia. Em IL-10,
apenas para o Gendtipo TT houve diferenca significativa quando comparada & populacédo Ibérica, que
interessantemente, foi a Unica que apresentou valores semelhantes para os demais genoétipos deste locus.
Para Ly-6 a frequéncia do gendtipo GG foi proporcionalmente significativamente diferente em relacéo a
populacédo africana. Porém, os genétipos AG e AA apresentaram frequéncias proporcionalmente

significativa diferentes em relacdo as populacdes Ibérica, Peruana e Africana (tabela 6).

Marcado Global Ibéricos Peruanos Africanos Grupo Serra Qutras
r * * * * caso Talhada cidades
1L-4

Alelo

T 0,47 0,14 0,48 0,73 0,36 0,34 0,39
C 0,53 0,86 0,52 0,27 0,64 0,66 0,61
Genotip

(0}

CcC 0,361 0,702 0,327 0,076 0,36 0,375 0,324
CT 0,339 0,260 0,490 0,389 0,57 0,578 0,568
TT 0,300 0,038 0,184 0,536 0,07 0,047 0,108
IL-10

Alelo

T 0,73 0,58 0,75 0,69 0,65 0,66 0,625
C 0,27 0,42 0,25 0,31 0,35 0,34 0,375
Genotip

(6]

TT 0,554 0,355 0,576 0,464 0,47 0,500 0,42
CT 0,348 0,458 0,353 0,446 0,36 0,328 0,42
CcC 0,098 0,187 0,071 0,089 0,17 0,172 0,16
Ly-6

Alelo

A 0,15 0,04 0,09 0,223 0,14 0,13 0,16
G 0,85 0,96 0,91 0,777 0,86 0,87 0,84
Genotip

(6]

GG 0,732 0,925 0,823 0,054 0,73 0,74 0,71
AG 0,238 0,065 0,177 0,607 0,26 0,26 0,26
AA 0,03 0,009 - 0,339 0,01 - 0,03

Tabela 6. Comparacgédo das frequéncias alélicas e genotipicas entre: populacdo Global, populagdo da
penisula ibérica, populacdo Peruana, Populagao Africana, Grupo caso, sub-populagdo de Serra Talhada e sub-
populacao dos individuos nascidos em outras cidades.

*Fonte: 1000 genomes Project, disponivel em: www.1000genomes.org/Browser.
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Conforme apresentado na tabela 7, nenhum dos gendtipos apresentaram valores significativos para
0s modelos que melhor representa a analise de associacdo dos genotipos e o local de nascimento. Para estes
critérios os loci IL-4 e Ly-6 sdo melhores representados pelo modelo recessivo, enquanto que 1L-10, pelo

modelo sobredominante.

IL-4 (n=101)
Modelo Genotipo | Outras cidades Serra Talhada P-valor
Codominante C/C 12 (32.4%) 24 (37.5%) 0.5
CIT 21 (56.8%) 37 (57.8%)
T/T 4 (10.8%) 3 (4.7%)
Dominante C/C 12 (32.4%) 24 (37.5%) 0.61
CIT-TIT 25 (67.6%) 40 (62.5%)
Recessivo C/C-CIT 33 (89.2%) 61 (95.3%) 0.25
T/T 4 (10.8%) 3 (4.7%)
Sobredominante | C/C-T/T 16 (43.2%) 27 (42.2%) 0.92
CIT 21 (56.8%) 37 (57.8%)
Log-aditivo 0.35
IL-10 (n=100)
Modelo Gendtipo [ Outras cidades Serra Talhada P-valor
Codominante T/T 15 (41.7%) 32 (50%) 0.66
T/C 15 (41.7%) 21 (32.8%)
C/C 6 (16.7%) 11 (17.2%)
Dominante TIT 15 (41.7%) 32 (50%) 0.42
T/C-C/C 21 (58.3%) 32 (50%)
Recessivo T/T-TIC 30 (83.3%) 53 (82.8%) 0.95
C/C 6 (16.7%) 11 (17.2%)
Sobredominante | T/T-C/C 21 (58.3%) 43 (67.2%) 0.38
T/C 15 (41.7%) 21 (32.8%)
Log-aditivo 0.61
Ly-6 (n=96)
Modelo Gendtipo [ Outras cidades Serra Talhada P-valor
Codominante G/G 25 (71.4%) 45 (73.8%) 0.36
AlIG 9 (25.7%) 16 (26.2%)
AJA 1 (2.9%) 0 (0%)
Dominante G/IG 25 (71.4%) 45 (73.8%) 0.8
AIG-A/A 10 (28.6%) 16 (26.2%)
Recessivo G/G-AIG 34 (97.1%) 61 (100%) 0.15
AJA 1 (2.9%) 0 (0%)
Sobredominante | G/G-A/A 26 (74.3%) 45 (73.8%) 0.96
AIG 9 (25.7%) 16 (26.2%)
Log-aditivo 0.61

Tabela 7. Distribuigcao de genétipos conforme analise dos SNP’s com local de nascimento.
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De acordo com a estimativa de formacao de haplétipos para os marcadores CCR5, 1L-4,
IL-10 e Ly-6, obtivemos nove combinagdes. Segundo a analise de associacdo global de
hapldtipos, as diferencas entre as frequéncias néo foi significativa (p-valor= 0,73). Assim como a
associagao dos hapl6tipos com o sexo (p-valor = 0,18) (dados ndo mostrados). A analise de

associacao dos genotipos e sexo, ndo apresentou diferenca significativa (tabela 8)

Quando analisado o desequilibrio de ligacéo, o parametro D’ (normalizacdo de D), ndo
apresentou valores significativos. Todavia, para o parametro r (coeficiente de corre¢ao), mostrou

valores significativos, embora o p-valor ndo o tenha ratificado.

IL-4 (n= 101)

Sexo Genétipos Outras cidades Serra Talhada OR (95% 1. C.)
CiC 10 14 1.00

F C/IT 17 26 1.09 (0.40-3.02)
T/T 1 2 1.43 (0.11-18.00)
C/C 2 10 1.00

M CIT 4 11 0.55 (0.08-3.68)
T/T 3 1 0.07 (0.00-1.02)

Teste para interacdo natendéncia: 0.24

IL-10 (n= 100)

Sexo Genb6tipos Outras cidades Serra Talhada OR (95% 1. C.)
T/T 11 21 1.00

F T/C 12 15 0.65 (0.23-1.88)
CiC 4 6 0.79 (0.18-3.38)
T/T 4 11 1.00

M T/IC 3 6 0.73 (0.12-4.39)
CiC 2 5 0.91 (0.12-6.72)

Teste para interacdo na tendéncia: 0.99

Ly-6 (n=96)

Sexo Genotipos Outras cidades Serra Talhada OR (95% 1. C.)
G/G 18 31 1.00

F AlIG 7 9 0.75 (0.24-2.35)
A/A 1 0 0.00
GIG 7 14 1.00

M AlIG 2 7 1.75 (0.29-10.74)
A/A 0 0

Teste para interagdo natendéncia: 0.43
Tabela 8. Analise de associagao de gendétipos de SNP’s entre sexos.

IL-4
As funcoes efetoras de IL-4 sdo importantes na resposta immune para uma variedade de

infeccOes e estdo também claramente implicados na patogénese de doencas atdpicas (Abbas et

al., 1996).
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Segundo Fraser et al. (2008), o SNP IL-4 -590 (C>T) apresenta uma marcada tendéncia a
associacdo com pré-eclampsia (x2 = 5.87, P = 0.055), em mulheres do Reino Unido, com maior
proporcéo de mulheres homozigotas para o genotipo TT no grupo pré-eclampsia (95% IC),
estando todos 0s gendtipos investigados em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Chinoy et al. (2007), observou que IL-4 confere suscetibilidade a miopatia idiopatica
inflamatdria (MI11), em populagdes do Reino Unido, encontrando um forte desequilibrio de
ligacdo entre os SNPs, onde a regido codificante para IL-4 ndo apresentou associacéo
significante com suscetibilidade (MI1).

No entanto, os estudos citados anteriormente ndo utilizaram o mesmo SNP que nds
usamos, o IL-4 rs 2243250 , posicdo -589 (C>T). Além disso, ndo ha estudos, até 0 momento,
que relacione este marcador a infeccdo por outro arborirus, como o DENV.

Em um estudo de meta-analise, Cui et al (2013) sugeriram que os SNP’s de IL-4
rs2243250, rs2070874 e rs2227284 podem desempenhar um importante papel na resposta a
vacina de hepatite B, especialmente em populac@es asiaticas. Segundo Lu et al. (2014), o
gendtipo CC do SNP rs2243250, esté associado com hepatite B cronica.

Durante nossos estudos, nao foram encontrados individuos asiaticos ou com hepatite.
Além disso, ndo foi possivel afirmar correlacdo de nenhum dos gendtipos com os casos de FD
em virtude da auséncia de um grupo controle ou com FHD.

No entanto, ao compararmos as frequéncias alélicas e genotipicas de IL-4 com outras
populacdes, observamos uma diferenca significativa em relacdo as populagdes global, ibérica,
peruana e africana para ambos os alelos. Além disso, o gen6tipo CC apresentou valores similares

apenas em relacao as populacgdes globais e peruanas, ocorrendo o contrario para 0s demais.

IL-10
Amre et al. (2009), avaliaram a associagdo de SNPs IL-10, que estavam em alto

desequilibrio de ligacdo (DL) (r* >0.80) com outros SNPs e que eram frequentes (alelo de menor
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frequéncia >10%), utilizando os dados de gendtipos disponiveis para populagdes caucasianas de
descendéncia Europeia. O teste de associacéo alélica revelou que dois SNPs, rs2222202 e
rs1800871 foram significantemente associados com a doenca de Crohn (P-valor 0,03 e 0,05
respectivamente). Para a analise de haplétipos, dos mesmos marcadores, o teste global foi
significante (P = 0,04) e dois haplétipos (TC e CT) foram significantemente associados com
doenca de Crohn. O haplétipo TC foi relacionado por conferir risco, enquanto que o haplotipo
CT foi protetor.

Ainda ndo é bem compreendida a funcéo da producao de IL-10 no complexo imunoldgico
em relacdo a evolucdo clinica da forma severa da infeccdo por DENV, mas pode ser responsavel
pela mudanca observada de linfético T helper 1 (Thl) para Th2 na FDH (Chaturvedi et al.,
1999). Além disso, pontos de mutacao nos promotores de IL-10, na posicdo -1082 A/G, -819
CIT, e -592 C/A, resulta no polimorfismo que diferencia os mondcitos em altos, intermediarios e
baixos produtores de IL-10, respectivamente. A correlacdo destes fendtipos com a severidade da
doenca requer mais investigacdes. Embora seja 0 mesmo gene, nao se trata do mesmo SNP
utilizado em nosso estudo.

Truelove et al. (2008), encontrou uma associacao significativa (P=0,02) do gendétipo CC
com o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em pacientes com infec¢édo crénica do virus
da hepatite tipo B em Afroamericanos nos Estados unidos para o SNP rs1800896. Enguanto que
Vidal et al. (2012), estudando 0 mesmo SNP em pacientes HIV coinfectados com o virus da
hepatite C em caucasianos da Espanha, ndo encontraram nenhuma associagao.

Para Perez et al. (2010), é possivel que uma expressao insuficiente de IL-10 durante a
infeccdo secundéria de dengue, pelo menos na sequéncia de DENV-1/DENV-2, poderia ser
associada com uma regulacao imune ineficiente.

Omrani et al. (2010), baseados nos achados de um estudo de associagdo com rejeicéo de

transplantados renais, concluiu que o polimorfismo do gene da citocina IL-10, dentre outros
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SNPs néo atua na principal funcéo de sobrevivéncia de transplantados renais, e outros fatores
genéticos potenciais deveriam ser considerados.

De acordo com Turner et al. (1997), varios estudos tem mostrado que a capacidade para a
producdo de IL-10 em individuos parece ser influenciados pelo patriménio genético, o que
explicaria o fato de que algumas células tumorais produzam IL-10. Ademais, varios grupos tem
proposto 1L-10 como um gene candidato para suscetibilidade a cancer para o gen6tipo CC
(Zoodsma et al., 2005).

Torres-Poveda et al. (2012), analisando a associacdo de SNP e o risco aumentado de
desenvolvimento de leséo cervical por papilomavirus humano (HPV), mostrou que os individuos
que sao portadores do polimorfismo heterozigoto de 1L-10 -592 C/A tinham o dobro do risco de
desenvolver lesdo cervical (95% I.C.), p = 0.007,quando comparados com o grupo controle, e
que portar duas cépias do alelo A confere o risco aumentado em duas vezes de desenvolver lesdo
cervical (95% CI), p=0.02. O SNP — 592 C/A do promotor de IL-10 pode ser um fator de risco
para o desenvolvimento de lesdo de HPV em mulheres mexicanas, potencialmente associados
com a producéo de altos niveis de IL-10 em nivel sistémico e cervical, o que favorece a
persisténcia viral e o desenvolvimento de lesdo cervical.

Pacientes com FHD tem niveis reduzidos de éxido nitrico (NO) e niveis aumentados de
IL-10 no sangue, quando comparados com os pacientes acometidos com a forma branda. Em
outros estudos, durante a fase aguda da forma severa, sdo notados producdo aumentada de IL-10
e baixa regulacao de multiplos genes regulatorios de IFN (Nguyen et al., 2004; Chen et al, 2006;
Simmons et al., 2007).

Ama et al. (2005), estudando populacgdes japonesas, avaliou a associacao de IL-10 819
T/C com relacéo a idade ou género com a distribuicdo dos genotipos de cada SNP por um teste
quiquadrado convencional, que permaneceu significante apds a analise de regressao logistica
multivariada. Para ademais avaliacGes de associagdes de 1L-10 819 T/T com a idade, os autores

dividiram a populagdo em quatro grupos (duas décadas cada) como segue: 19-40 anos; 41-60
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anos; 61-80 anos; 81-100 anos e a frequéncia de IL-10 819 T/T foi comparado entre estes quatro
grupos. E foi aparentemente aumentada nos grupos de faixa etaria mais alta (61-80 e 81-100)
comparada com grupos de faixa etaria menor (19-40 e 41-60).

Em relacdo a comparacéo da frequéncia alélica de 1L-10 de nossos estudos e das
populacgdes utilizadas como referéncia, ndo houve diferenca significativa. Porém, na comparacao
das frequéncias genotipicas, apenas TT apresentou diferenca significativa quando comparada a
populacéo Ibérica, que interessantemente, foi a Unica que apresentou valores semelhantes para o0s
demais genotipos.

Apesar do alelo IFN-_ (_874) T em combinacdo com a producdo baixa do gendétipo TGF-
_1 ou haplétipo IL-10, também mostraram associacao significante com FHD (Mangada et al.,
2002). Similarmente, os baixos niveis de IL-10/TGF-_ também pode predispor um individuo
produtos de IFN-_ para FHD. A analise de interacdo entre diferentes genes estariam indicando
gue uma resposta exagerada pro-inflamatorias, sem uma regulacdo anti-inflamatorio suficiente
oportuna e estd envolvida no desenvolvimento de doenca grave. Varios distirbios de um Unico
gene tém sido envolvidos na propenséo alterada a sofrer doencas infecciosas. Dengue, como
outras doencas complexas, é provavelmente influenciado por mudancas sutis em varios genes.
Nossos resultados fornecem novas evidéncias sobre a funcéo de citocinas TNF-_, IL-10 e TGF-
_1nadengue (Perez et al., 2010).

Ly-6

Os genes Ly-6 sdo candidatos particularmente atrativos para os estudos de
suscetibilidade, pois eles codificam uma proteina de superficie celular de GPI-ancorado
(Bamezai, 2004).0s membros da familia Ly-6 também tem sido identificados como fatores
importantes do hospedeiro, podendo influenciar na replicagéo viral em varios tipos de virus
causadores de encefalite (Kenzy et al., 1973; Turtle et al, 2012; Wiley et al., 1991; Mims, 1957).
Em camundongos, quatro genes de Ly-6 sdo mais altamente superregulados durante a infec¢ao

por linhagens altamente neuroinvasivas pelo arbovirus do oeste do Nilo do que por linhagens que



111

sd0 menos neuroinvasivas (Venter et al., 2005). Mais recentemente, o Ly-6E humano foi
demonstrado por afetar a infeccdo do virus do Oeste do Nilo (Krishnan et al., 2008).

Além disso, o Ly-6E humano aumenta a replicacéo viral de outros flavivirus, como o
virus da febre amarela (Schoggins et al., 2011) e também foram implicados em duas analises
separadas para fatores de suscetibilidade para HIV (Loeuillet et al., 2008; Brass et al., 2008).
Estes resultados indicam que os genes Ly-6 sdo fatores de suscetibilidde para diversos virus de
RNA e DNA (Hsu et al., 2012).

Para o SNP Ly-6, as frequéncias das bases A e G, sdo semelhantes em relacéo a
populacdo global, mas apresenta diferenca significativa para as demais populacoes referenciadas.
Mas em relacdo a frequéncia genotipica, o genotipo GG foi significativamente diferente em
relacdo a populacdo Africana. Enquanto que os gendtipos AG e AA apresentaram frequéncias
significativamente diferentes em relacdo as populacdes Ibérica, Peruana e Africana.

Um estudo retrospectivo baseado em hospitais foi conduzido no qual a presenca de
sangramento espontaneo, hepatomegalia, sinais de rompimento capilar tais como ascite e efusédo
pleural, leucopenia < 4.000 mm?® e idade menor que cinco anos foram encontrados como sendo
um significante fator de risco de sindrome de choque da dengue (SCD) em pacientes pediatricos
com FHD (Gupta et al. 2011).

A aparente baixa taxa de pacientes infectados na faixa etaria < 15 anos também tem sido
relatado em outros estudos no Brasil (Teixeira et al., 2002; Nunes-Aradujo et al., 2003;
Montenegro et al., 2002) e provavelmente espelha a subestimacao de casos de dengue em
criangas, em quem é mais branda e frequentemente confundida com outras doengas
exantematicas, de acordo com nossos dados de soroprevaléncia preliminares obtidos nessa faixa
etaria (Cordeiro et al., 2007).

Segundo Cordeiro et al. (2007), quando comparada aos casos de FHD na Asia, a taxa
equilibrada entre a infec¢do primaria e secundaria encontrada em criangas e adolescentes até 15

anos de idade com FHD sugere que, neste grupo, algum outro mecanismo, que nao seja
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dependente de anticorpo-realce ou infec¢do sequencial, pode desempenhar um papel modulador
das respostas imunes em alguns pacientes e levar ao desenvolvimento da forma mais grave da
doenca. Entre outras razdes, essas diferencas podem ser causadas pelas caracteristicas
epidemioldgicas distintas de infeccdes de dengue no Brasil.

A razdo para a presenca de baixos indices de casos de FHD/SCD no Brasil ainda precisa
ser mais estudada, considerando a possibilidade de uma alta prevaléncia de genes de resisténcia a
dengue FHD na populacéo brasileira (Cordeiro et al., 2007).

Finalmente, em epidemiologia genética, o grande nimero de marcadores genéticos e
abundancia de caracteristicas clinicas em que estes podem estar relacionados pode ser tratada
corretamente somente por meta-andlise estatistica que fornece uma abordagem quantitativa para
combinar os resultados de varios estudos sobre 0 mesmo tema, e para estimar e explicar a sua
diversidade (loannidis et al., 2001).

Concluséo

A dengue é uma arbovirose endémica em Serra Talhada, se beneficiando da falta de
infraestrutura urbana, de saneamento e despreparo dos recursos humanos envolvidos nos setores
responsaveis pelo controle de doencas. Sendo a ma qualidade da informacéo coletada a respeito
dos pacientes e estratégias equivocadas de controle de vetores, as principais causas dos surtos
epidémicos nos ultimos cinco anos.

A desproporcéo de casos de dengue entre mulheres e homens, pode ser explicada por
questdes ocupacionais, maior proporcao na populacéo geral, questdo cultural e exddo rural por
parte dos homens. Além disso, a maioria dos voluntarios se declarou branco e possuiam renda
média de até dois salarios minimos.

Devido ao surto recente de dengue e virus Zika, ndo foi possivel garantir um grupo
controle que pudesse ter sua genotipagem comparada, uma vez que, seria necessario o uso do
teste ELISA 1gG. Este teste pode detectar no sangue dos voluntarios, infeccdes ocorridas até dez

anos atras, mas nao pode ser realizada por falta de recursos. Além disso, como ndo houve
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registro de pessoas com FDH no banco de dados do NVS, na faixa etaria do estudo, também nao
foi possivel criar um grupo de pacientes com FDH para comparagdo com os pacientes com FD.
O desequilibrio encontrado em IL-4 e IL-10, por meio do teste exato de Hardy-Weinberg,
pode ser resultado da pequena amostragem encontrada e ndo deve ser tomado como definitivo
enguanto ndo houver uma comparagdo com outro grupo de estudo, seja ele de controle negativo,
de grupo de assintomaticos ou de grupo de FDH. Portanto, junto com Ly-6 e CCR5, 0s
resultados devem ser encarados como parciais. Logo, a frequéncia alélica e genotipica
encontrada em nossos estudos podem sofrer alteracdes para os SNP’s estudados, apds o
acréscimo de um grupo comparativo do mesmo local de estudo.
Lista de abreviac6es
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DISCUSSAO GERAL

Varios tipos de armadilhas sdo utilizadas para monitoramento de populacfes de
culicideos. Porém, as ovitrampas sdo utilizadas em diversos paises, mostrando-se
eficientes, principalmente em situacfes de indices de infestacdo predial abaixo de 5%,
apesar de nao fornecam dados sobre distribuicdo e tipos de criadouros (Donalisio e
Glasser, 2002). Em nosso estudo, 1027 ovitrampas feitas com garrafas PET,
apresentaram um bom desempenho no monitoramento, evitando que milhares de
Nnovos mosquitos emerjessem, embora, as ovitrampas nao possam ser utilizadas como
forma de controle (Regis et al., 2008; Maciel-de-Freitas e Lourenco-de-Oliveira, 2009)

De acordo com o estudo de Souza et al. (2013), a vigilancia entomolégica deve
ser realizada visitando todas as constru¢cbes comerciais e residenciais pelo menos
duas vezes no ano como parte de esforcos de controle. Durante as visitas, muitos
criadouros potenciais sao ou eliminados ou tratados com larvicidas. Os proprietarios ou
responsaveis pela area devem ser orientados sobre os riscos de agua estagnada e
criadouros. Assim sendo, a informacdo, quando bem transmitida se torna
conhecimento, que por sua vez, quando posto em pratica, contribui para a diminuicao
da infestac@o e consequentemente, ajuda a reduzir o nimero de casos de dengue.

Em nossas observacgfes de vigilancia entomolégica, o nimero de casos
confirmados de dengue apresentou uma forte correlacdo com o numero de ovos do
més anterior. Pois deve-se levar em consideracdo o intervalo de tempo que envolve
fatores como periodo de ciclo de vida do vetor, da fase de ovo até a emergéncia do
adulto; periodo de incubacao viral apos a infeccdo do hospedeiro e tempo de

realizacdo do exame laboratorial.

A manutencdo dos altos niumeros de casos de dengue e dos altos niveis de
infestacdo em Serra Talhada, apresentam caracteristicas comuns a maioria das 5.585
cidades do Brasil. Pois a escassez e o despreparo dos recursos humanos envolvidos
no programa epidemiolégico das secretarias de saudes municipais, séo fatores
apontados por diversos estudos de epidemiologia da dengue (Lenzi et al., 2000). Uma
vez gue, nos seis primeiros meses de 2012, muitos bairros e distritos ndo possuiam a
cobertura adequada por falta de Agentes de Combate a Endemias (ACE). Ademais, o
desinteresse por parte dos gestores com relagéo a cursos de reciclagem e atualizagéo,

tornam ineficiente o servico oferecido aos contribuintes. Para Halstead (1988), apesar
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de haver recursos, a implementagdo dos programas de controle muitas vezes néao
alcanca sucesso, devido a: busca de solucdes faceis, perda de capacidades técnicas e
gerenciais pelo recurso humano disponivel, aumento da dimensdo do problema,
desconsideracdo de experiéncias anteriores e expectativa de fracasso, espelhada em
outras experiéncias mal sucedidas no controle de dengue.

Depois do estudo de vigilancia entomoldgica, desenvolvemos um método de
extracdo de DNA de ovo Unico, uma vez que nao dispunhamos de insetario para seguir
0 processo de taxinomia classica conforme os métodos convencionais baseados nos
instares larvais. Nossos resultados mostram que as médias de concentracfes de DNA
variou de 6.8 a 192.9 ng/uL usando resina Chelex® 100 (dados ndo mostrados). Ja o
método STE, é eficiente na extracdo de DNA gendmico, sendo empregado em muitos
estudos de insetos adultos (Dobson e Rattanadechakul, 2001; Pinto et al., 2013).
Porém, a qualidade do DNA ¢ inferior devido as impurezas n&do removidas, tornando a
etapa de amplificacdo impossivel. Para avaliar a qualidade do método de extracao com
a resina Chelex® 100, primers do gene COI foram utilizados, amplificando um frag-
mento de aproximadamente 708 bp (o controle negativo foi uma reacdo sem DNA, para
ter certeza que ndo houve contaminacéo) (Nelson et al., 2007). Em seguida a etapa de
sequenciamento as sequéncias, compararamo-nas ao banco de dados do Genbank,
demostrando 99 e 100% de similaridade com sequencias de A. aegypti e A. albopictus,
respectivamente.

Os resultados demonstraram que o DNA pode ser obtido até mesmo de um ovo
anico de Aedes spp, seja com ovos viaveis ou inviaveis (secos ou abertos). Enquanto
gue para a identificagdo taxonémica de mosquitos, é necessaria uma colénia para obter
as formas larvais e adultas, o método por nés desenvolvido € rapido, eficiente e de
baixo custo, podendo ser aplicado para identificacdo de mosquitos vetores.
Tradicionalmente a identificacdo de ovos de mosquitos é por meio do uso de estruturas
morfoldgicas existentes nos ovos, as quais tem o potencial de auxiliar na identificacao
taxondmica de algumas espécies de interesse médico. No entanto, € necessario o uso
de um microscopio eletrdnico, o qual requer um especialista técnico para o0 manuseio
do equipamento e na analise das estruturas dos ovos (Swartz e Hebert, 1987; Cary,
1996).

Usando este novo método baseado na resina Chelex® 100 descrito neste
estudo, nés poderiamos neutralizar inibidores, independente do nimero de ovos, todas

as amostras amplificaram satisfatoriamente. Além disso, as concentracdes de DNA e
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guantidade de ovos usados neste estudo foram consistentes. Embora, haja a
possibilidade de variagdo na concentracdo de DNA devido ao processo manual de
maceracao, o qual é critico para uma boa qualidade de DNA para PCR, com observado
por outros autores (Yue e Orban, 2001; Desloire et al., 2006).

Outro ponto relevante em nosso estudo foi que nés usamos o gene COI, pois
varios estudos tem sido realizados para intender a dindmica genética de populacdes de
vetores, 0 qual € um aspecto importante para estabelecer estratégias de controle e
monitoramento. Logo, o uso de DNA barcode neste estudo forneceu condi¢bes
apropriadas para diferenciar espécies de mosquito que segundo Hebert et al. (2003),
deve apresentar, pelo menos, 3% de sitios polimoérficos entre sequéncias de
nucleotideos. Neste estudo, nés observamos aproximadamente 67 sitios polimérficos
sites, representando aproximadamente de 10% do alinhamento completo da sequencia.
Portanto, usando um método eficiente, simples, seguro e de baixo custo para extracdo
de DNA, ndés obtivemos DNA de ovos viaveis e invidveis em quantidade e qualidade
apropriada para uma boa reacdo de amplificacéo.

Durante o monitoramento de infestacao por Aedes aegypti no ano de 2011, na
cidade de Serra Talhada - PE, foram instaladas 250 ovitrampas confeccionadas com
garrafas PET no peri-domicilio de residéncias de quatro bairros, no periodo de
setembro a dezembro, as paletas eram contadas semanalmente no Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ), recolhnendo um total de 28.966 ovos. As paletas com ovos foram
levadas para o Laboratorio de Bioinformatica e Biologia Evolutiva (LABBE), UFPE.
Destes, 1% foram utilizados para a identificacdo molecular, encontrando trés ovos de
A. albopictus confirmados ap6s a extracdo de DNA individual dos mesmos, com
subsequente sequenciamento por meio do marcador molecular BARCODE, segundo
Freitas et al. (2014).

O municipio de Serra Talhada é muito importante, localmente, devido ao
comércio, recebe mais de 100 mil pessoas todos os meses residentes das cidades
préximas ou até dos Estados da Paraiba, Ceard e Bahia. Dessa forma, faz-se
necessario que se acompanhe de maneira vigilante a evolugcdo da presenca de A.
albopictus as novas condicfes em que estd submetido, pois aumenta o risco de uma
epidemia urbana. Infelizmente, somente agora que o virus chikungunya esta ocorrendo
em Pernambuco com dez casos confirmados, se tem feito uma vigilancia entomoldgica
assidua para A. albopictus, ja sendo registrado em 36 municipios do estado (Bandeira,

2015 — comunicagéao pessoal).
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Portanto, € importante refletir sobre o uso da técnica de taxonomia molecular
para uma vigilancia entomoldgica efetiva que possa detectar a ocorréncia de outras
espécies de vetores de importancia medica e possivelmente utilizar esta abordagem
nos programas de monitoramento de resisténcia a inseticida em populacfes naturais.

Em virtude da falta de casos de Febre de Dengue Hemorragica no banco de
dados do NVS, tivemos dificuldade na andlise de dados. Uma vez que, apenas uma
pessoa, menor de idade, estava presente na planilha. No entanto, encontramos dois
casos por comunicacao verbal de outros envolvidos na pesquisa. Esta situacéo, se da
em virtude da falta de infraestrutura e preparo técnico dos profissionais de saude, que
gera transferéncia dos casos mais graves para outros municipios, retirando seus
nomes do sistema. Ademais, durante o processo de amostragem, a cidade enfrentava
uma hiperepidemia de dengue e virus Zika, que por falta de kit diagnostico gerou alto
nivel de subnotificacdo, dificultaram a busca por controles negativos (pessoas que
nunca tiveram dengue). Todavia, dentre os individuos amostrados, apenas trés tiveram
dengue comprovadamente mais de uma vez, fator que poderia ser usado na analise
genotipica dentro do grupo caso. Portanto, apenas analises descritivas foram
realizadas na populacao global e em duas subpopulacgdes.

InfecgBes secundérias permitem uma maior viremia no soro e um maior risco de
doenca severa comparada com as infec¢cdes primarias sugerindo fortemente que a
imunidade pré-existente (ndo necessariamente anticorpo) para DENV € um fator de
risco para dengue severa (Wahala et al., 2011).

Em 2010 foram estimados 96 milhdes de casos sintomaticos e 293 milhdes
assintomaticos no mundo (Murray et al.,2013; Bhatt et al.,2013). No entanto, o nUmero
real de casos ndo poderia ser identificado, uma vez que, ocorrem sub/super-
notificacdes ou erros de diagnéstico dos casos (Bahtt et al., 2013; Messina et al.,
2014).

Existem também outros elementos, relacionados como os determinantes sociais
de saude (DSS’s), os quais sao fatores individuais, sociais ou relacionados aos
sistemas de saude que influenciam no status de saude de individuos e da sociedade
(Solar e Irwin, 2010; Marmot e Wilkinson, 2003; CSDH, 2008). Menos de 3% de
pacientes de dengue desenvolvem as formas severas (FHD) apés uma fase aguda
normal, caracterizada pelo aumento na permeabilidade capilar e resultando em
extravasamento de plasma que pode levar ao choque circulatério e morte (Oliveira-
Pinto et al., 2012).
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Por meio da analise dos gendétipos e o local de nascimento, ambos o0s critérios
apontaram os mesmos modelos para os loci de SNP estudados. tanto o AIC, como
BIC. Enquanto que a analise de associacdo formou nove haplotipos para 0s
marcadores utilizados neste estudo, onde o p-valor, tanto para a associag¢ao global,
como para a associagdo dos haplétipos com o sexo, ndo foi estatisticamente
significativo.

A etnia, 0 género e a capacidade de pagar pelo servico de saude também sao
conhecidos por desempenhar um papel na presenca e manutencdo da dengue
(Guzman e Kouri, 2002; Blas e Kurup, 2010; Carabali e Hendrickx, 2012; Khun e
Manderson, 2008). No entanto, as informacdes sobre o papel que poderia
desempenhar a sindrome de choque da dengue (SCD) na mortalidade € muito limitada
(Carabali et al., 2015). Em nossos estudos, a maioria sdao mulheres, se declaram
brancos, possuem renda média de até dois salarios minimos e ensino médio. Nao
havendo diferenca significativa do nimero de casos para estas varidveis entre 0s
bairros da cidade de Serra Talhada.

Outros estudos epidemiolégicos realizados no Brasil, com base no banco de
dados do sistema de saude publica, ttm mostrado uma maior incidéncia global de
dengue em mulheres, quando todas as formas clinicas sdo consideradas (Teixeira et
al., 2002; Montenegro et al., 2002; Nunes-Araujo et al., 2003; Duarte e Franca, 2006;
de Mattos Almeida et al., 2007;).

Portanto, é possivel que as desigualdades de sexo em cuidados médicos sejam
a fonte da tendéncia para o aumento do diagnéstico de dengue em mulheres da
populacao de baixa renda. A razdo para a maior incidéncia de dengue hemorragica em
mulheres nesta coorte precisa ser mais estudada (Cordeiro et al., 2007).

Ank et al. (2005), estudando infeccdo experimental com virus da herpes simples
tipo 2 (HSV-2), utilizando ratos CCRS5A32/ CCRS5A32, que apresentaram maior
titulacbes no cérebro do que os controle tipo selvagem, mas foram capazes de limpar a
infecgdo. Lim et al. (2008), obtiveram resultados similares em estudos de coorte em
pacientes infectados por virus do oeste do Nilo, no qual mostrou um risco aumentado
de infecgdes sintomaticas no homozigoto da CCR5A32. Segundo Telenti (2009), outras
infecgdes por flavivirus, tais como a encefalite do carrapato, uma infeccdo endémica da
Europa e Asia, foram encontradas por estar associadas com os alelos delta 32. O que

nao foi possivel concluir em nossos estudos com casos posistivos de dengue.
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De acordo com a andlise dos loci IL-4 e IL-10, houve desequilibrio para a
populacao global, bem como para a subpopulagdo de Serra Talhada, segundo o teste
exato para equilibrio de Hardy-Weinberg. O que pode ser explicado pela auséncia de
uma populacdo controle e/ou nimero pequeno de amostras. Segundo Clarke et al.
(2011), associacdes espurias podem ocorrer como consequéncia de problemas de
qualidade de dados ou de amostragem estatistica, ou por causa de confusdo pela
estratificacdo da populagcdo ou da mistura. No entanto, para Ly-6 o mesmo nao
ocorreu. Certamente pelo fato de se tratar de uma familia de genes, levando ao
aumento da chance de encontrar um dos loci dos alelos analisados.

Como referéncia, comparamos 0s nossos resultados com as populacées globais,
para observarmos semelhancas e diferencas com a mesma; ibérica, em virtude a
contribuicdo de nossos ancestrais vindos desta regido da Europa; africana, devido a
contribuicdo dos escravos oriundos da Africa e que aqui ficaram, contribuindo para a
nossa miscigenacgdo; e peruana, por causa de sua composi¢cao étnica semelhante a
nossa. No entanto, ndo foi possivel utilizarmos dados sobre amerindios, uma vez que
esta informacé&o ainda néo se encontra disponivel.

De acordo com o0s nossos resultados para o SNP IL-4, as frequéncias das
bases, T e C, apresentaram uma diferenca significativa em relacdo as populacdes
global, ibérica, peruana e africana. O mesmo ndo ocorre para as mesmas bases no
SNP IL-10. Para o SNP Ly-6, as frequéncias das bases A e G, foram semelhantes em
relacdo a populacdo global, mas apresenta diferenca significativa para populacdes
ibérica, peruana e africana.

A respeito das frequéncias genotipicas, em IL-4 o gendétipo CC apresentou
valores similares apenas em relacdo as populacdes globais e peruanas. Enquanto que
para os genotipos CT e TT, as diferencas foram significativas em relacdo a todas as
populacées utilizadas como referéncia. Em IL-10, apenas para o Geno6tipo TT houve
diferenca significativa quando comparada a populacdo Ibérica, que interessantemente,
foi a Unica que apresentou valores semelhantes para os demais genétipos deste locus.
Para Ly-6 a frequéncia do gendtipo GG foi significativamente diferente em relagéo a
populacdo africana. Porém, os genoétipos AG e AA apresentaram frequéncias
significativamente diferentes em relagcéo as populacdes Ibérica, Peruana e Africana.

A IL-4 tem funcdes efetoras importantes na resposta immune para uma
variedade de infeccdes e estdo também claramente implicados na patogénese de

doencas atopicas (Abbas et al., 1996).
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Para Fraser et al. (2008), o SNP IL-4 -590 (C>T) apresenta uma marcada
tendéncia a associacdo com pré-eclampsia (x2 = 5.87, P = 0.055), em mulheres do
Reino Unido, com maior proporcdo de mulheres homozigotas para o gendtipo TT no
grupo pré-eclampsia (95% IC), estando todos os gendtipos investigados em equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Segundo Chinoy et al. (2007), observou que IL-4 confere suscetibilidade a
miopatia idiopatica inflamatéria (MIl), em popula¢gdes do Reino Unido, encontrando um
forte disequilibrio de ligacdo entre os SNPs, onde a regido codificante para IL-4 néo
apresentou associacao significante com suscetibilidade (Mll).

Porém, os estudos citados anteriormente ndo utilizaram o mesmo SNP que nés
usamos, o IL-4 rs 2243250 , posicao -589 (C>T). Além disso, ndo ha estudos, até o
momento, que relacione este marcador a infeccao por outro arborirus, como o DENV.

De acordo com Cui et al. (2013), os SNP’s de IL-4 rs2243250, rs2070874 e
rs2227284 podem desempenhar um importante papel na resposta a vacina de hepatite
B, especialmente em populacdes asiaticas. Segundo Lu et al. (2014), o genétipo CC
do SNP rs2243250, esta associado com hepatite B cronica.

Durante nossos estudos, ndo foram encontrados individuos asiaticos ou com
hepatite. Além disso, ndo pudemos avaliar correlacdo de nenhum dos gendtipos com
os casos de FD devido a auséncia de um grupo controle ou grupo comparativo (FHD
ou infeccdo secundaria). Quando compararmos as frequéncias alélicas e genotipicas
de IL-4, observamos uma diferenca significativa em relacdo as populacdes global,
ibérica, peruana e africana para ambos os alelos. Enquanto que o gendtipo CC
apresentou valores similares apenas em relacdo as populacées globais e peruanas,
ocorrendo o contrario para os demais.

Em relacéo a IL-10, Amre et al. (2009), avaliaram a associa¢do de SNPs, com
alto desequilibrio de ligacdo (DL) (r* 20.80) com outros SNPs e que eram frequentes
(alelo de menor frequéncia 210%), utilizando os dados de gendtipos disponiveis para
populacdes caucasianas de descendéncia Europeia. O teste de associacdo alélica
revelou que dois SNPs, rs2222202 e rs1800871 foram significantemente associados
com a doenca de Crohn (P-valor 0,03 e 0,05 respectivamente). Para a analise de
haplétipos, dos mesmos marcadores, o teste global foi significante (P = 0,04) e dois
haplotipos (TC e CT) foram significantemente associados com doenca de Crohn. O

haplétipo TC foi relacionado por conferir risco, enquanto que o haplétipo CT foi protetor.
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Para Chaturvedi et al. (1999), ainda ndo € bem compreendida a funcédo da
producdo de IL-10 no complexo imunoldgico em relagdo a evolugao clinica da forma
severa da infeccdo por DENV, mas pode ser responsavel pela mudanca observada de
linfético T helper 1 (Thl) para Th2 na FHD. Além disso, pontos de mutacdo nos
promotores de IL-10, na posicdo 1082 A/G, 819 C/T, e _592 CJ/A, resultam no
polimorfismo que diferencia os mondcitos em altos, intermediérios e baixos produtores
de IL-10, respectivamente. A correlacdo destes fenotipos com a severidade da doenca
requer mais investigacdes. Embora seja o0 mesmo gene, ndo se trata do mesmo SNP
utilizado em nosso estudo.

Segundo estudos realizados por Truelove et al. (2008), ha associacao
significativa (p=0,02) do gendtipo CC com o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular em pacientes com infeccdo crbnica do virus da hepatite tipo B em
Afroamericanos nos Estados unidos para o SNP rs1800896. Ja Vidal et al. (2012),
estudando o mesmo SNP em pacientes HIV coinfectados com o virus da hepatite C em
caucasianos da Espanha, ndo encontraram nenhuma associacao.

De acordo com Forte et al. (2009), nenhum dos gendétipos estudados de IL-10
teria associacdo com infeccao por Rickttesia, em caucasianos na Itélia.

Para Perez et al. (2010), é possivel que uma expressao insuficiente de IL-10
durante a infeccdo secundaria de dengue, pelo menos na sequéncia de DENV-
1/DENV-2, poderia ser associada com uma regulacdo imune ineficiente.

Turner et al. (1997), salienta que varios estudos tem mostrado que a capacidade
para a producdo de IL-10 em individuos parece ser influenciados pelo patrimoénio
genético, o que explicaria o fato de que algumas células tumorais produzam IL-10.
Além disso, varios grupos tem proposto IL-10 como um gene candidato para
suscetibilidade a cancer para o genétipo CC (Zoodsma et al., 2005).

Em uma andlise de associacio de SNP e o risco aumentado de
desenvolvimento de lesdo cervical por papilomavirus humano (HPV), Torres-Poveda et
al. (2012), mostrou que os individuos que séo portadores do polimorfismo heterozigoto
de IL-10 -592 C/A tinham o dobro do risco de desenvolver lesdo cervical (95% I.C.), p =
0.007,quando comparados com o grupo controle, e que portar duas copias do alelo A
confere o risco aumentado em duas vezes de desenvolver lesao cervical (95% IC), p =
0.02. O SNP - 592 C/A do promotor de IL-10 pode ser um fator de risco para o

desenvolvimento de lesdo de HPV em mulheres mexicanas, potencialmente
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associados com a producdo de altos niveis de IL-10 em nivel sistémico e cervical, 0
gue favorece a persisténcia viral e o desenvolvimento de leséo cervical.

Pacientes com FHD tem niveis reduzidos de oxido nitrico (NO) e niveis
aumentados de IL-10 no sangue, quando comparados com 0s pacientes acometidos
com a forma branda. Em outros estudos, durante a fase aguda da forma severa, séo
notados producdo aumentada de IL-10 e baixa regulacdo de mdultiplos genes
regulatérios de IFN (Nguyen et al., 2004; Chen et al., 2006; Simmons et al., 2007).

Em relacdo a comparacao da frequéncia alélica de IL-10 de nossos estudos e
das populagbes utilizadas como referéncia, ndao houveram diferencas significativas.
Porém, na comparacao das frequéncias genotipicas, apenas TT apresentou diferenca
significativa quando comparada a populacao Ibérica, que interessantemente, foi a tnica
gue apresentou valores semelhantes para os demais genotipos.

De acordo com Bamezai (2004), os genes Ly-6 sdo candidatos particularmente
atrativos para o estudos de suscetibilidade, pois eles codificam uma proteina de
superficie celular de GPIl-ancorado. Além disso, os membros da familia Ly-6 também
tem sido identificados como fatores importantes do hospedeiro, podendo influenciar na
replicacdo viral em varios tipos de virus causadores de encefalite (Kenzy et al., 1973;
Turtle et al., 2012; Wiley et al.,, 1991; Mims, 1957). Estudos realizados em
camundongos, descobriu quatro genes de Ly-6 altamente superregulados durante a
infeccdo por linhagens altamente neuroinvasivas pelo arbovirus do oeste do Nilo
(Venter et al., 2005). Mais recentemente, o Ly-6E humano foi demonstrado por afetar a
infeccdo do virus do Oeste do Nilo (Krishnan et al., 2008).

Além disso, o Ly-6E humano aumenta a replicacdo viral de outros flavivirus,
como o virus da febre amarela (Schoggins et al., 2011) e também foram implicados em
duas analises separadas para fatores de suscetibilidade para HIV (Loeuillet et al., 2008;
Brass et al., 2008). Estes resultados indicam que os genes Ly-6 sdo fatores de
suscetibilidde para diversos virus de RNA e DNA (Hsu et al., 2012).

Para o SNP Ly-6, as frequéncias das bases A e G, sdo semelhantes em relacdo
a populagéo global, mas apresenta diferenca significativa para as demais populagfes
referenciadas. Mas em relagcdo a frequéncia genotipica, o genotipo GG foi
significativamente diferente em relacdo a populacdo Africana. Enquanto que o0s
genotipos AG e AA apresentaram frequéncias significativamente diferentes em relagéo

as populacdes Ibérica, Peruana e Africana.
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Um estudo retrospectivo baseado em hospitais foi conduzido no qual a presenca
de sangramento espontéaneo, hepatomegalia, sinais de rompimento capilar tais como
ascite e efusdo pleural, leucopenia < 4.000 mm?® e idade menor que cinco anos foram
encontrados como sendo um significante fator de risco de sindrome de choque da
dengue (SCD) em pacientes pediatricos com febre hemorragica da dengue (FHD)
(Gupta et al. 2011).

A aparente baixa taxa de pacientes infectados na faixa etaria < 15 anos também
tem sido relatado em outros estudos no Brasil (Teixeira et al., 2002; Nunes-Araujo et
al., 2003; Montenegro et al., 2002) e provavelmente espelha a subestimacdo de casos
de dengue em criangcas, em gquem € mais branda e frequentemente confundida com
outras doencas exantematicas, de acordo com nossos dados de soroprevaléncia
preliminares obtidos nessa faixa etéaria (Cordeiro et al., 2007).

Segundo Cordeiro et al. (2007), quando comparada aos casos de FHD na Asia,
a taxa equilibrada entre a infeccdo primaria e secundaria encontrada em criancas e
adolescentes até 15 anos de idade com FHD sugere que, neste grupo, algum outro
mecanismo, que ndo seja dependente de anticorpo-realce ou infec¢cdo sequencial,
pode desempenhar um papel modulador das respostas imunes em alguns pacientes e
levar ao desenvolvimento da forma mais grave da doenca. Entre outras razdes, essas
diferencas podem ser causadas pelas caracteristicas epidemiologicas distintas de
infeccbes de dengue no Brasil.

A razdo para a presenca de baixos indices de casos de FHD/SCD no Brasil
ainda precisa ser mais estudada, considerando a possibilidade de uma alta prevaléncia
de genes de resisténcia a dengue FHD na populacéo brasileira (Cordeiro et al., 2007).

Finalmente, em epidemiologia genética, o grande numero de marcadores
genéticos e abundancia de caracteristicas clinicas relacionadas pode ser tratada
corretamente somente por meta-anadlise estatistica que forneca uma abordagem
quantitativa para combinar os resultados de varios estudos sobre o0 mesmo tema, e

para estimar e explicar a sua diversidade (loannidis et al., 2001).
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados nos quatro capitulos, concluimos

que:

Os indices de infestacao ndo variaram, significativamente, conforme as variaveis
climaticas (temperatura e pluviosidade), em virtude do alto nivel de domiciliacéo;

O numero de casos estava relacionado com o nimero de ovos do més anterior
no mesmo bairro, nos oito primeiros meses do periodo de 2012 a 2013;

No municipio de Serra Talhada, apenas Aedes aegypti e Aedes albopictus
tiveram, até entdo, suas ocorréncias relatadas;

O método desenvolvido para a identificacdo de culicideos por meio de extracéao
de DNA de ovo Unico, associado ao marcador BARCODE, pode contribuir para uma
vigilancia entomoldgica mais eficiente;

A dengue é uma arbovirose endémica em Serra Talhada, se beneficiando da
falta de infraestrutura urbana, de saneamento e despreparo dos recursos humanos
envolvidos nos setores responsaveis pelo controle de doencas;

A ma qualidade da informacédo coletada a respeito dos pacientes e estratégias
equivocadas de controle de vetores, sdo as principais causas dos surtos epidémicos
nos ultimos cinco anos;

A desproporcdo de casos de dengue entre mulheres e homens, pode ser
explicada em virtude da ocupacédo, habito relacionado ao género, maior propor¢cao na
populacao e exddo rural por parte dos homens;

A maioria dos voluntarios se declarou branca, que segundo a literatura tem
quatro vezes mais suscetibilidade a dengue do que negros;

O grupo caso estudado possuia renda média de até dois salarios minimos, mas
como ndo houve um grupo controle, ndo podemos afirmar se em Serra Talhada, estas
variaveis tem uma correlacao positiva;

Devido ao surto recente de dengue e virus Zika, ndo foi possivel garantir um
grupo controle que pudesse ter sua genotipagem comparada, uma vez que, seria
necessario o uso do teste ELISA IgG;

O desequilibrio encontrado em IL-4 e IL-10, por meio do teste exato de Hardy-

Weinberg, deve ser resultante da pequena amostragem encontrada.
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Os resultados relativos aos marcadores de resisténcia/ susceptibilidade, néo
devem ser tomados como definitivos enquanto ndo houver uma comparagao com outro
grupo de estudo, seja ele de controle negativo, de grupo de assintomaticos ou de grupo
de FHD;

Logo, a frequéncia alélica e genotipica encontrada em nossos estudos podem
sofrer alteragbes para os SNP’s estudados, apdés o acréscimo de um grupo

comparativo do mesmo local de estudo.
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ANEXO I - NORMAS DA REVISTA DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA
TROPICAL

INSTRUCOES AOS AUTORES
Escopo e politica

Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz € uma revista multidisciplinar que publica pesquisas
originais relativas aos campos da medicina tropical (incluindo patologia, epidemiologia de
campo e estudos clinicos), parasitologia médica e veterinaria (protozoologia, helmintologia,
entomologia e malacologia) e microbiologia médica (virologia, bacteriologia e micologia). A
revista aceita, especialmente, pesquisas bésicas e aplicadas em bioquimica, imunologia, biologia
molecular e celular, fisiologia, farmacologia e genética relacionada a essas areas. Comunicagoes
breves sdo também consideradas. Artigos de revisdo somente através de convite. A revista
publica oito nimeros regulares, constituindo um por ano. Ocasionalmente, trabalhos
apresentados em simpdsios ou congressos sao publicados como suplementos.

Os artigos apresentados devem ser escritos em inglés. Inglés de baixa qualidade € a principal
causa de atraso na publicacédo; entdo, sugerimos aos autores que tenham inglés como lingua
estrangeira submeterem seus manuscritos a verificacdo de alguém com o inglés como lingua
nativa e, preferencialmente, seja um cientista da area.

A submissdo de um manuscrito as Memorias requer que este ndo tenha sido publicado
anteriormente (exceto na forma de resumo) e que néo esteja sendo considerado para publicacao
por outra revista. A veracidade das informacdes e das citacdes bibliograficas é de
responsabilidade exclusiva dos autores.

Os manuscritos serdo analisados por pelo menos dois pareceristas; a aprovacgado dos trabalhos
seré baseada no conteudo cientifico e na apresentacdo do material.

Somente serdo aceitas submissdes eletrénicas dos artigos no seguinte
link:http://mc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo

Com este servigo, vocé poderd submeter manuscritos e verificar o contetdo de sua submisséo.
Os arquivos eletronicos serdo usados para avaliacdo editorial e arbitragem online. Além disso, a
decisdo editorial do manuscrito sera comunicada diretamente a vocé.

Usando o servico de submisséo eletronica, vocé vai garantir rapidez e seguranca no envio de seu
manuscrito e agilizar o processo de avaliacao.

Produtos naturais

Enfatizamos que artigos sobre Produtos Naturais e Investigaces farmacoldgicas devem
satisfazer 0s seguintes requisitos.

1. Qualquer extrato natural, fracdo ou composto deve ser totalmente caracterizado e a
informacdo relacionada a origem, localizagdo e periodo/ano que foi coletado, deve ser
fornecida. Especialmente, o extrato em estudo, deve ser fracionado e as substancias ativas
deste produto natural devem ser identificadas.

2. Técnicas de isolamento e purificacdo devem ser descritas em detalhes.


http://mc04.manuscriptcentral.com/mioc-scielo
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Autores devem declarar em seus artigos que o material em estudo € livre de endotoxinas.

3.
4

10.

Ensaios de Citotoxicidade com células normais devem ser apresentados

Materiais de plantas (assim como de outros organismos) devem ser devidamente
identificados. O nome cientifico deve aparecer (em italico), o autor deste nome e 0 nome
de familia devem ser fornecidos; mencionar quem identificou o material. O manuscrito
deve incluir referencias aos espécimes da planta (depositada em herbéario regional) ou ao
material examinado;

Artigos que tratam de vigilancia bioldgica de séries de extratos descaracterizados de
plantas ou outros organismos nédo serdo considerados para publicacdo nas Memorias.
Investigagdes farmacolodgicas de extratos requerem detalhamento na caracterizagdo do
extrato. O perfil cromatografico (e.g., HPLC com de sinais identificados) deve ser
realizado, ou a informacdo qualitativa e quantitativa em componentes ativos e tipicos
deve ser fornecida;

Artigos meramente descritivos ndo serdo aceitos. As Memarias s6 consideram
manuscritos em que conclusdes sdo baseadas em estatisticas adequadas. Em cada caso 0s
controles positivos (substéancias ativas de referéncia) devem ser utilizados e a
dependéncia da dose/atividade devem ser demonstrada;

Qualquer estudo envolvendo individuos deve ser apresentado Aprovacdo do Conselho de
Etica Institucional. NGmero de protocolo deve ser informado;

Trabalhos experimentais com animais, referéncias devem ser feitas aos principios de
cuidados com os animais de laboratério ou regulamentos semelhantes e a aprovacéo do
comité de ética local;

Estudos que envolvem plantas da Biodiversidade brasileira devem ter autorizacdo para
acesso a recursos genéticos, e se for o caso, acesso também a associacao de
conhecimento tradicional. O nimero da autorizacdo deve ser informado.

Submisséo de Sequencias

Informacdes sobre sequencias genéticas relatadas no manuscrito, devem ter seu nimero de
acesso GeneBank mencionadas no manuscrito.

O manuscrito deve ser preparado de acordo com as instrucdes aos autores.

Os autores que submetem um manuscrito a apreciacdo compreendem que, se aceito para
publicacdo, transferem o direito exclusivo do manuscrito as Memorias, incluindo o de
reproducdo em todas as formas e meios de comunicacdo. A revista ndo recusara aos autores
solicitacdo razoavel de permissao para reproduzir qualquer contribuicéo.

No caso de ensaios clinicos a obrigatoriedade de informar o nimero do registro na
Plataforma REBEC.

Informamos que os trabalhos submetidos as Memorias sdo encaminhados a uma triagem
para detecgédo de Plagio atraves do uso de um software. Ferramenta utilizada na
prevencédo de plagio profissional e outras formas de ma conduta académica.

Todos os autores devem assegurar e garantir que as pesquisas relatadas ndo sao
resultados de ma conduta tais como dados produzidos, falsificacdo, plagio ou
duplicidade. No caso de confirmacao de méa conduta na pesquisa, emitiremos uma
notificacdo de retratacdo para corrigir o registro cientifico. Favor consultar o Singapore
Trabalhos que envolvem animais experimentais devem fazer referéncia aos principios de
cuidados com animais de laboratorio, ou regulamentos semelhantes e aprovagédo do
comité de etica local.
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e Manuscritos submetidos as Memorias serdo submetidos a revisao de Inglés “Premium
Editing” pela empresa Ameican Journal Experts que propdem sugestdes.

« Declaracdo de que os dados/resultados do manuscrito ndo sdo plagio e ndo foram
publicados em qualquer outro meio previamente.

« Para maiores informacdes sobre o formato e o estilo da revista, favor consultar um
namero recente da Revista ou consultar a home-page (http://memorias.ioc.fiocruz.br/) ou
entrar em contato com a Editoria Cientifica pelos telefones (+55-21-2562.1222), ou e-
mail (memorias@fiocruz.br / memorias@ioc.fiocruz.br)

o Statement em: http://www.singaporestatement.org/statement.html.

« Todos os estudos que envolvem seres humanos de ter a aprovacio do Conselho de Etica
Institucional. Numero do Protocolo deve ser fornecido.

Formato e estilo

O manuscrito deve ser preparado em um software para edi¢do de textos, em espacgo duplo, fonte
12, paginado, figuras legendadas e referéncias. As margens devem ser de pelo menos 3 cm. As
figuras deverdo vir na extensdo tiff, com resolu¢do minima de 300 dpi. Tabelas e legendas de
figuras devem ser submetidas juntas em Unico arquivo. Somente figuras deverdo ser
encaminhadas como arquivo suplementar.

O MANUSCRITO DEVE SER ORGANIZADO NA SEGUINTE ORDEM:

Titulo resumido: com até 40 caracteres (letras e espacos)

Titulo: com até 250 caracteres

Autores: sem titulos ou graduacoes

Afiliacdo institucional: nome do autor, se¢do, departamento, laboratério, instituicdo e
localizagdo geografica (cidade, estado e pais); endereco completo somente do autor
correspondente.

Resumo: com até 200 palavras (100 palavras no caso de comunicag6es breves). Deve enfatizar
novos e importantes aspectos do estudo ou observacdes.

Palavras-chave: devem ser fornecidos de 3 a 6 termos, de acordo com a lista Medical Subject
Headings (Mesh) do Index Medicus.

Fonte de financiamento: Indicar as fontes de apoio financeiro e a mudanca de endereco.
Introducao: deve determinar o prop6sito do estudo, oferecer um breve resumo (e ndo uma
revisao de literatura) dos trabalhos anteriores relevantes, além de especificar quais novos
avancos foram alcancados através da pesquisa. A introducdo ndo deve incluir dados ou
conclus@es do trabalho em referéncia.

Materiais e Métodos: deve oferecer, de forma breve e clara, informagdes suficientes para
permitir que o estudo seja repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas bastam ser
referenciadas.

Etica: ao descrever experimentos relacionados a temas humanos, indicar se os procedimentos
seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do comité responsavel por experimentos
humanos (institucional ou regional) e de acordo com a Declaracdo de Helsinki de 1975, revisada
em 2008. Ao relatar experimentos em animais, indicar se diretrizes de conselhos de pesquisa
institucionais ou nacionais ou qualquer lei nacional relativa aos cuidados e ao uso de animais de
laboratério foram seguidas.

Resultados: devem oferecer uma descri¢ao concisa das novas descobertas, com 0 minimo
julgamento pessoal. Nao repetir no texto todos os dados contidos em tabelas e ilustragdes.
Discussdo: deve limitar-se ao significado de novas informacdes e relacionar as novas
descobertas ao conhecimento existente. Somente as citagbes indispensaveis devem ser incluidas.
Agradecimentos: devem ser breves e concisos e se restringir ao absolutamente necessario.
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Referéncias: devem ser precisas. Somente as citacdes que aparecem no texto devem ser
referenciadas. Trabalhos ndo publicados, a ndo ser os j& aceitos para publicacéo, ndo devem ser
citados. Trabalhos aceitos para publicacdo devem ser citados como "in press”; nesse caso, uma
carta de aceitacdo da revista devera ser fornecida. Dados néo publicados devem ser citados
somente no texto como "unpublished observations"; nesse caso, uma carta com a permissao do
autor deve ser fornecida. As referéncias ao final do manuscrito devem ser organizadas em ordem
alfabética, de acordo com o sobrenome do primeiro autor.

NO TEXTO USE O SOBRENOME DOS AUTORES E A DATA:
Lutz (1910) ou (Lutz 1910)

Com dois autores, é:

(Lutz & Neiva 1912) ou Lutz and Neiva (1912)

Quando ha mais de dois autores, somente o primeiro é mencionado:
Lutz et al. (1910) ou (Lutz et al. 1910).

Os titulos dos periddicos devem ser abreviados de acordo com o estilo usado no Index
Medicus. Consultar: http://www2.bg.am.poznan.pl/czasopisma/medicus.php?lang=eng

Ao final do trabalho, use os seguintes estilos de referéncias:

REVISTAS

1. Artigo de periddico padréo

1.1. Impresso

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL 2002. Solid-organ transplantation in HIV-infected patients. N
Engl J Med 25: 284-287.

1.2. On line
Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL 2002. Solid-organ transplantation in HIV-infected patients. N
Engl J Med 25: €12140307.

1.3. DOI

Zhang M, Holman CD, Price SD, Sanfilippo FM, Preen DB, Bulsara MK 2009. Comorbidity and
repeat admission to hospital for adverse drug reactions in older adults: retrospective cohort
study. BMJ doi: 10.1136/bmj.a2752.

2. Organizagdo como autor

Diabetes Prevention Program Research Group 2002. Hypertension, insulin and proinsulin in
participants with impaired glucose tolerance. Hypertension 40: 679-686.

3. Autores pessoais e organiza¢cdo como autor

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorselaar RJ, Alf-One Study Group 2003. Sexual
dysfunction in 1,274 European men suffering from lower urinary tract symptoms. J Urol 169:
2257-2261.

4. Volume com suplemento

Geraud G, Spierings EL, Keywood C 2002. Tolerability and safety of frovatriptan with short and
long-term use for treatment of migraine and in comparison with sumatriptan. Headache 42
(Suppl. 2): S93-S99.
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5. Artigo com errata publicada
Malinowski JM, Bolesta S 2000. Rosiglitazone in the treatment of type 2 diabetes mellitus: a
critical review. Clin Ther 22: 1151-1168. Erratum in Clin Ther 2001 23: 309.

6. Artigo publicado eletronicamente antes da verséo impressa
Yu WM, Hawley TS, Hawley RG, Qu CK 2002. Immortalization of yolk sac-derived precursor
cells. Blood Nov 15 100: 3828-3831. Epub 2002 Jul 5.

LIVROS E OUTRAS MONOGRAFIAS

1. Autor pessoal
Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA 2002. Medical microbiology, 4th ed.,
Mosby, St. Louis, 255 pp.

2. Capitulo em um livro

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM 2002. Chromosome alterations in human solid tumors. In B
Vogelstein, KW Kinzler (eds.), The genetic basis of human cancer, McGraw-Hill, New York, p.
03-113.

3. Anais de Conferéncias
Harnden P, Joffe JK, Jones WG 2002. Germ cell tumours. Proceedings of the 5th Germ Cell
Tumour Conference, 2001 Sep 13-15, Leeds, UK, Springer, New York, 102 pp.

4. Dissertacdo e Tese
Borkowski MM 2002. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans, PhD
Thesis, Central Michigan University, Michigan, 78 pp.

MATERIAIS NAO PUBLICADOS

1. No prelo
Tian D, Araki H, Stahl E, Bergelson J, Kreitman M 2002. Signature of balancing selection in
Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci USA, in press.

2. CD-ROM
Anderson SC, Poulsen KB 2002. Anderson's electronic atlas of haematology [CD-ROM].
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia.

3. Artigo de periodico na Internet

Abood S 2002. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory
role. Am J Nurs [Internet] [cited 2002 Aug 12] 102. Available from:
nursingworld.org/AJN/2002/june/Wawatch.htmArticle.

ILUSTRACOES

figuras e tabelas devem ser compreensiveis sem a necessidade de referéncia ao texto.
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Figuras: as fotografias devem ser bem nitidas, com alto contraste, ampliadas em preto e branco
em papel brilhante, se apresentadas laminas, as figuras devem ser numeradas consecutivamente
em algarismos arabicos. As escalas devem ser indicadas por uma linha ou barra na figura, e
referenciadas, se necessario, na legenda (por exemplo, bar = 1 mm etc.). Laminas e gréaficos
devem ajustar-se tanto em uma coluna (8 cm) como na largura completa (16.5 cm) da pagina, e
devem ser menores que a pagina para permitir a incluséo da legenda. As letras e nimeros nas
figuras devem ter tamanho legivel apos a reducdo ou a impresséo. llustracdes coloridas somente
podem ser aceitas se 0s autores assumirem os custos. Como uma fotografia colorida ilustra a
capa de cada fasciculo de Memadrias, 0s autores sdo convidados a submeter para consideracdo da
revista ilustracbes com legendas de seus manuscritos que poderao vir a ilustrar a capa.

Tabelas devem complementar, e ndo duplicar, o texto. Elas devem ser numeradas em algarismos
romanos. Um titulo breve e descritivo deve constar no alto de cada tabela, com quaisquer
explicacOes ou notas (identificadas com letras a, b, ¢ etc.) colocadas abaixo.

OUTROS FORMATOS E ESTILOS DE ARTIGOS

Notas Técnicas: Notas Técnicas devem comunicar sucintamente novas técnicas individuais ou
avancos técnicos originais. A nota inteira deve ocupar no maximo trés paginas impressas,
incluindo figuras e/ou tabelas (que significa em torno de 10 laudas em espaco duplo). O texto
ndo deve ser dividido em secdes. Assim, o estado da arte deve ser muito brevemente apresentado
e resultados devem ser ligeiramente apresentados e discutidos ao mesmo tempo. Tabelas e
figuras complementares poderdo ser publicadas como dados complementares. Referéncias
devem ser limitadas as essenciais e citadas no final da nota, com o mesmo formato, como em
artigos completos. Devem ser apresentados um resumo breve e trés palavras-chave.

Comunicac0es breves: devem ser breves e diretas. Seu objetivo é comunicar com rapidez
resultados ou técnicas particulares. As comunica¢des ndo devem ocupar mais do que trés paginas
impressas, incluindo figuras e/ou tabelas. Nao devem conter referéncias em excesso. As
referéncias devem ser citadas no final do texto, com o mesmo formato usado em artigos
completos. Um resumo breve e trés palavras-chave devem ser apresentados.

Formato alternativo: os manuscritos podem ser submetidos seguindo os "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals” produzidos pelo International
Committee of Medial Journal Editors, também conhecidos como Vancouver Style. Nesse caso,
0s autores devem seguir as diretrizes da quinta edi¢do (Annals of Internal Medicine 1997; 126:
36-47, ou no website http://www.acponline.org/journals/resource/unifreqr/htm), sendo
responsaveis por modificar o manuscrito onde diferir das instru¢Ges aqui apresentadas, se 0
manuscrito for aceito para publicacdo. Os autores também deverdo seguir os Uniform
Requirements para quaisquer outras diretrizes omitidas nestas instrugdes.

No caso de ensaios clinicos, é obrigatorio informar o nimero de inscri¢do da plataforma
REBEC.

Os autores tambem devem fornecer uma declaracéo de que os dados/resultados do manuscrito
ndo sdo plagio e ndo foram publicados anteriormente.

Uma vez que um trabalho seja aceito para publicacéo, os autores devem enviar:
1. uma declaracéo de affidavit fornecida pela producéo editorial da revista e assinada por todos
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0s autores. Autores de diferentes paises ou instituicbes podem assinar em diferentes folhas que
contenham a mesma declaracdo;

2. uma declaracdo de copyright fornecida pela producéo editorial da revista, assinada pelo autor
correspondente;

3. Taxas: a revista ndo cobra taxas para publicacao;

4. Provas: serdo enviadas provas tipogréficas aos autores para a correcao de erros de impressao.
As provas devem retornar para a Producdo Editorial na data estipulada. Outras mudancas no
manuscrito original ndo serédo aceitas nesta fase.
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ANEXO II - NORMAS DA REVISTA GENETICS AND MOLECULAR RESEARCH

Genetics and Molecular Research (GMR) publica revisdo de livro, nota breve, relato de caso,
Comentério, Correcao, Errata, Homenagem, In Memoriam, Carta ao Editor, metodologia, mini-revisao,
Obituario, conclusdes, Ponto de vista de Investigacao, retracao, revisao, Artigo, Comunicacéo Curta e
Tese abstrato, no que diz respeito a genética, evolugéo, biologia molecular e bioinformatica. Os artigos
de revisdo sdo normalmente recebidos somente pelo convite. Se vocé gostaria de enviar um artigo de
revisdo, por favor, consultar o editor em primeiro lugar; enviar uma proposta de titulo, uma breve
descrigdo e uma lista de documentos relevantes para a revisdo publicada pelo autor (es). GMR é uma
revista exclusivamente online.

A revista € mantida pela fundagao cientifica sem fins lucrativos Ribeirdo Preto

Fundacéo de Pesquisa Cientifica (FUNPEC-RP) e os artigos sdo de acesso aberto. A

taxa por apresentacdo aceito € de R $ 1.780,00 para autores brasileiros e US $ 1.060,00 para
autores de outros paises. O montante em doélar reflete a atual aproximada taxa de cambio e estao
sujeitas a alteragcdes. Esta taxa cobre parte das despesas para lingua final e revisdo técnica, para
configuracdo de pagina, e para a publicacéo online.

O pagamento da taxa de publicacdo deve ser feita pelos autores somente apds receber uma carta de
aceitacao preliminar. Apds o pagamento é recebido por nosso escritério, 0 manuscrito sera tratados
posteriormente para publicacdo, dependendo da aprovacéo final do Conselho Editorial.

O pagamento, tanto de dentro ou fora do Brasil, deve ser feito por transferéncia bancéaria (Banco do
Brasil ou City Bank).

* InstrucBes para pagamento (Brasil) .

* InstrucBes para pagamento (Fora do Brasil) .

Entre em contato com o escritorio editorial [gmr@geneticsmr.com] se vocé tiver quaisquer perguntas.
Todos os artigos GMR devem atender aos mais altos padrdes de qualidade cientifica, tanto em termos
de originalidade e importancia, quanto os resultados da investigacéo relatados devem fazer substanciais
avancos. Como é um jornal que serve uma comunidade cientifica ampla e variada, artigo sumarios,
introducdes e conclusbes devem ser compreensiveis para 0 ndo-especialista, sublinhando quaisquer
implicagbes mais amplas do estudo. No entanto, os artigos ndo devem comprometer no rigor cientifico e
detalhe exigido por uma revista de pesquisa internacional. A amplitude de leitores que GMR atrai d4 uma
oportunidade aos autores para transmitir para um grande publico, como bem como para os especialistas,
a importancia da sua investigacdo. A revista esta indexada em mais de 64 servicos; ver
[http://www.geneticsmr.com].

As contribui¢cdes devem ser enviadas por e-mail como anexos para [gmr@geneticsmr.com].

E condigéo fundamental que manuscritos submetidos ndo tenham sido previamente

publicados e nao sera publicado simultaneamente em outros lugares. Com a aceitacéo, os editores
adquirem direitos de autor pleno e exclusivo para todas as linguas e paises. A utilizagao das
denominacgdes registradas, marcas, etc., nesta publicagdo ndo implica, mesmo na auséncia de uma
declaragédo especifica, que tais nomes estejam isentos das leis de protecao pertinentes e regulamentos
e, portanto, livres para uso geral.

Todos os trabalhos devem ser preparados em Inglés dos EUA. Uma primeira avaliacdo da lingua vai ser
feita apds o recebimento de cada manuscrito. Aqueles que sao considerados inadequados para
avaliacdo inicial sera devolvido ou enviado para a corre¢do, a critério do autor. O manuscrito sera
considerado recebido oficialmente quando a versao corrigida estiver pronta para ser enviada para 0s
arbitros.

Antes de aceitagéo final, a carta de encaminhamento com o titulo do artigo, nhomes e

assinaturas de todos os autores devem ser enviadas por e-mail a gmr@geneticsmr.com. Provas de
impresséao sera enviado em formato "pdf" via e-mail para a reviséo final. Todos os autores séo co-
responsaveis pela sua fundamentos e eles devem fazer todos os esforcos para verificar o papel antes de
este passo final para evitar reformatacéo caro e eventual introducdo de novos erros.

Artigos GMR né&o tém restricdes rigidas de comprimento. Eles devem conter detalhe técnico suficiente
para um leitor especialista entender e avaliar os métodos e resultados. N&do ha limite de paginas para
artigos GMR, mas os autores devem ainda ser concisos, por duas razdes principais. Primeiro, nosso
sistema de arbitragem eletronica depende de e-mail, arquivos muito grandes podem, ocasionalmente,
causar problemas. Em segundo lugar, longos manuscritos podem ser complicados para ler e estudar.
Arbitros tendem a néo gostar deles, e eles levam mais tempo para processar. Além disso, os leitores de
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revistas eletrénicas, muitas vezes imprimem artigos para lé-los. Lembre-se que um artigo de 10.000
palavras leva cerca de 11 paginas. Quantas paginas vocé estaria disposto a ler na tela ou imprimir?

Politicas editoriais: GMR é uma revista arbitrada. Somente serdo considerados para publicacéo
manuscritos originais. Os trabalhos serédo analisados por pelo menos dois avaliadores independentes
antes de uma deciséo é feita sobre a publicacdo. Todo o processo € realizado eletronicamente para
acelerar o progresso e a publicacéo final. Os trabalhos serdo publicados (colocado em linha), uma vez
que foram totalmente processados.

Papers

Aceitam-se na sua forma final de 1 janeiro - 31 marc¢o constituem a primeira edicdo de cada volume, e
assim por diante. H4 quatro edic¢des por ano.

Manuscritos (em Inglés dos EUA), juntamente com uma carta de apresentagdo do autor responsavel
pela toda a correspondéncia, deve ser submetido ao Editor no [gmr@geneticsmr.com] em formato
eletrénico como arquivos .doc guardado no Microsoft Word 97 para Windows ou versao posterior. Nao
use formatacdo, como "titulo” ou "folhas de estilo" do Word. Ortografia, pontuacéo, estrutura de
sentenca, espacamento, comprimento, e consisténcia do uso em forma e descri¢cdes devem ser
verificados antes do envio. Por favor, também verificar referéncias de preciséo. Certifique-se de que
todas as figuras e tabelas sdo mencionadas no texto, e que todos referéncias sao citadas no texto.
Arquivos das figuras e tabelas (ver abaixo) devem ser separadas.

Informacé&o de Envio

Autores séo obrigados a fornecer as seguintes informacdes com 0s seus envios eletrénicos: Autor de
submeter o artigo; titulo do artigo; autores (lista completa); tipo de artigo e sesséo; estatuto de artigo (por
exemplo, novo, revisto, etc.); enderec¢o postal; endereco de e-mail; nimero de telefone; fax nimero;
nomes e tipos de arquivos enviados.

Autores brasileiros ndo deve traduzir seus enderec¢os institucionais. Estes devem
permanecer nalingua original (Portugués).

As versdes revistas: Autores que apresentam uma versao revisada de um artigo, devem incluir uma
lista de altera¢gBes, bem como as respostas aos arbitros (ou editor técnico). Todos os arquivos, hdo
apenas aqueles revistos, para a versao final do documento devem ser enviado.

Reconhecimento de envios eletrbnicos: recep¢cdo bem sucedida e processamento de

Segundo o autor sera reconhecido por e-mail quando o manuscrito submetido tiver sido verificado. Se
nenhuma resposta foi recebida dentro de uma semana, o autor deve entrar em contato com o editor em
[omr@geneticsmr.com].

Revisado: Os artigos séo revisados anonimamente por &rbitros independentes. Os autores séo
encorajados para sugerir nomes dos revisores especialistas, mas a selecéo continua a ser prerrogativa
dos editores. Para facilitar o processo de revisdo, os autores podem enviar material suplementar, como
citado aceites, mas ainda néo trabalhos, que podem ser importantes para a avaliacdo do manuscrito
publicado.

Um artigo de revisdo deve conter: um resumo de 250 palavras ou menos, ndo mais do que seis chave
palavras, um titulo de corrida e ndo mais de 60 referéncias. Deve ser dividido em se¢8es com titulos e
legendas apropriados.

Preparacdo do manuscrito

Ordenar as sec¢des compreendendo o manuscrito da seguinte forma: titulo, correndo titulo, autor,
endereco, resumo, palavras-chave, introducdo, material e métodos, resultados, discusséo, reco-
edgments e referéncias.

Titulo da pagina: A pagina de titulo deve incluir o titulo do artigo, nomes dos autores (nomes e as
iniciais (apenas) pensar em servi¢cos de indexacéo), e afiliacdo dos autores. A afiliacdo deve
compreendem o departamento, instituicdo (geralmente universidade ou empresa), cidade e estado (ou
nacao). A pagina de titulo deve incluir o nome e endereco completo, nimero de telefone, nUmero de fax
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e endereco do autor designados para analisar provas e-mail. A running titulo de nenhum deve ser
fornecido mais de 60 caracteres (incluindo espagos).

Resumo: Um resumo de até 250 palavras, espacamento simples, é exigido de artigos de pesquisa e
relatérios e devem ser organizados em um paragrafo. A informacéo seguinte (sem cabeca- Seres)
devem ser incluidos: finalidade, métodos, resultados (por favor informe os dados numéricos (média +
SE) para resultados significativos), e conclusfes. Os artigos de revisao também exigem um resumo, que
nao precisam incluir todos esses itens.

Palavras-chave: A lista de palavras-chave ou termos de indexacao (até seis) deve ser incluido.

Formatacdo do texto: Os titulos devem ser ousados, e as primeiras letras mailsculas e alinhado a
esquerda. Todo o texto deve ser definido em fonte Times New Roman, tamanho 12, alinhado a
esquerda, espacamento simples. Nao justificam a margem direita. Deixar apenas um (1) espaco apos
periodos. Os paragrafos ndo devem ser recuados; a ndo ser que haja linhas em branco entre eles. Use
linha somente no final de paragrafos. Ndo se deve usar tabulacfes ou espacos para criar travessoes.
Use a fonte Symbol para simbolos e caracteres especiais.

Nao use editores de equacao ou notas utilitarias de rodapé. Salvar equa¢des como imagens. As
equacgdes devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arébicos entre parénteses no lado
direito da péagina.

Notas de rodapé: As notas de rodapé devem ser evitados. Quando a sua utilizagdo é absolutamente
necessario, febre notas devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e devem ser
colocados na parte inferior da pagina a que se referem. Inserir uma linha acima da nota, de modo que é
ajustado fora a partir do texto.

Deve ser tomado cuidado especial para assegurar que todas as tabelas sdo corretamente:

Quadros / Gréaficos formatados. Simbolos cientificos utilizados devem estar em simbolo ou
Times New Roman. As tabelas devem estar em uma pagina separada, numeradas
consecutivamente (em algarismos arabicos), referida pelo nimero no texto e projetado para caber
na coluna ou pagina tamanho do artigo. Use tabelas com células a colunas separadas. N&o utilize
espacos, listas ou linhas verticais. Esquerda justificar o titulo acima da tabela. Indicar a
localizacdo de cada tabela dentro do manuscrito.

llustrag@es: llustragcbes / figuras (fotografias, desenhos, diagramas e graficos) devem

cada um, ser em um Unico arquivo, numerados de uma série consecutiva de nimeros arabes na ordem
em que elas sédo citadas no texto. As ilustragdes devem ser submetidas em arquivos separados. Todas
as ilustracdes séo para ser fornecidas em formato JPEG (jpg) em cores ou preto e branco. As imagens
devem ser salvas como separado, autbnomo arquivos. A resolucdo da imagem deve ser de 300 dpi. Nao
inclua imagens em o arquivo de texto. Indicar a localizagdo de cada figura dentro do texto. Nao se
esqueca de enviar a lenda em uma pégina separada. Os autores também deve enviar, por correio, uma
versdo impressa das figuras. Estes devem ser de pelo menos 10 x 15 cm, até US tamanho carta, de
modo que os dados podem ser digitalizados (no caso de o arquivos figura ndo sdo adequadas) para
garantir uma boa qualidade para a publicagédo online.

Abreviaturas: Tente usar abreviaturas no texto com moderagdo. Escreva abreviaturas

na totalidade antes de a primeira vez que sdo usadas no texto. Utilize o sistema métrico para todos os
momentos sem periodos (cm, ml, s). Defina todos os simbolos usados nas equacdes e férmulas. Nao
abreviar a palavra "Figura" ou "Tabela" em titulos ou texto.

Agradecimentos: Todos os reconhecimentos (incluindo aqueles para concesséao e financeira apoio)
devem ser digitados em um paragrafo precedente diretamente a se¢do de referéncia. Autores de
manuscritos submetidos a GMR deveréo indicar a fonte de todo o financiamento que permitiu a pesquisa
descrita a empreender.

Referéncias: As referéncias no texto devem incluir o nome do autor e o ano
entre parénteses, por exemplo (Searle, 1961) ou (Rei e Wilson, 1975). Quando uma referéncia com mais
de dois autores é citado, apenas o primeiro autor € nomeado, por exemplo (Comstock et al., 1958). As
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referéncias devem ser citadas no texto em ordem cronolégica, por exemplo (Ideber, 2001; Uetz, 2002;
Ottavai, 2004). Referéncias a "resultados néo publicados” e "trabalhos submetidos" deve aparecer no
texto em parénteses apds o nome do (s) individuo (s). Exemplo: (KS Pereira, Martins e PK TM Silva,
resultados néo publicados).

N&o mais do que 40 referéncias devem ser citadas em um artigo, 20 referéncias em uma
comunicagédo de curto e 60 referéncias em um artigo de revisdo.

Referéncias, sob o titulo "Referéncias”, devem incluir apenas obras referidas no texto. Esta secéo deve
ser organizada em ordem alfabética, o sobrenome do primeiro autor.

As referéncias devem ser citadas as seguintes: os papéis do jornal - nomes e iniciais dos quatro
primeiros autores (Depois o uso et al.), Ano, titulo do periddico abreviado de acordo com a PubMed ou
Web of Science, nUmero do volume, nimero primeira e Ultima pagina; livros - nomes dos autores, ano,
titulo completo, edicao, editores, endereco (cidade); artigos publicados em simpdsios - nomes dos
autores, ano, titulo completo do livro, nome (s) do editor (s) entre parénteses, editor, endereco (cidade),
primeiro e Gltimos nimeros de pagina.

As referéncias devem consistir principalmente de artigos de periddicos indexados. Referéncias
para as técnicas que sao essenciais para a compreensao ou a repeticdo dos métodos devem
estar sempre acessiveis (indexados).

Estilo de referéncia: A lista de referéncias no final do artigo deve seguir o formato

solicitado pela GMR. O link abaixo pode ser acessado para ver como as referéncias devem aparecer.
Exemplos de estilo de referéncia

Informacdes gerais de estilo GMR
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ANEXO Il = NORMAS DA REVISTA BMC INFECTIOUS DISEASE

Instructions for authors
Research articles

Assistance with the process of manuscript preparation and submission is available from BioMed
Central customer support team. See 'About this journal' for information about policies and the
refereeing process. We also provide a collection of links to useful tools and resources for
scientific authors on our page.

Criteria

Research articles should report on original primary research, but may report on systematic
reviews of published research provided they adhere to the appropriate reporting guidelines which
are detailed in our Editorial Policies. Please note that non-commissioned pooled analyses of
selected published research will not be considered.

Submission process

Manuscripts must be submitted by one of the authors of the manuscript, and should not be
submitted by anyone on their behalf. The submitting author takes responsibility for the article
during submission and peer review.

Please note that BMC Infectious Diseases levies an article-processing charge on all accepted
Research articles; if the submitting author's institution is a BioMed Central member the cost of
the article-processing charge may be covered by the membership (see About page for detail).
Please note that the membership is only automatically recognised on submission if the
submitting author is based at the member institution.

To facilitate rapid publication and to minimize administrative costs, BMC Infectious Diseases
prefers online submission.

Files can be submitted as a batch, or one by one. The submission process can be interrupted at
any time; when users return to the site, they can carry on where they left off.

See below for examples of word processor and graphics file formats that can be accepted for the
main manuscript document by the online submission system. Additional files of any type, such
as movies, animations, or original data files, can also be submitted as part of the manuscript.

During submission you will be asked to provide a cover letter. Use this to explain why your
manuscript should be published in the journal, to elaborate on any issues relating to our editorial
policies in the 'About BMC Infectious Diseases' page, and to declare any potential competing
interests. You will be also asked to provide the contact details (including email addresses) of
potential peer reviewers for your manuscript. These should be experts in their field, who will be
able to provide an objective assessment of the manuscript. Any suggested peer reviewers should
not have published with any of the authors of the manuscript within the past five years, should
not be current collaborators, and should not be members of the same research institution.
Suggested reviewers will be considered alongside potential reviewers recommended by the
Editorial team, Editorial Advisors, Section Editors and Associate Editors.
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Assistance with the process of manuscript preparation and submission is available from BioMed
Central customer support team.

We also provide a collection of links to useful tools and resources for scientific authors on our
Useful Tools page.

File formats
The following word processor file formats are acceptable for the main manuscript document:

e Microsoft word (DOC, DOCX)

o Rich text format (RTF)

o Portable document format (PDF)

o TeX/LaTeX (use BioMed Central's TeX template)
o DeVice Independent format (DVI)

TeX/LaTeX users: Please use BioMed Central's TeX template and BibTeX stylefile if you use
TeX format. During the TeX submission process, please submit your TeX file as the main
manuscript file and your bib/bbl file as a dependent file. Please also convert your TeX file into a
PDF and submit this PDF as an additional file with the name 'Reference PDF'. This PDF will be
used by internal staff as a reference point to check the layout of the article as the author intended.
Please also note that all figures must be coded at the end of the TeX file and not inline.

If you have used another template for your manuscript, or if you do not wish to use BibTeX, then
please submit your manuscript as a DVI file. We do not recommend converting to RTF.

For all TeX submissions, all relevant editable source must be submitted during the submission
process. Failing to submit these source files will cause unnecessary delays in the publication
procedures.

Publishing Datasets

Through a special arrangement with LabArchives, LLC, authors submitting manuscripts to BMC
Infectious Diseases can obtain a complimentary subscription to LabArchives with an allotment
of 100MB of storage. LabArchives is an Electronic Laboratory Notebook which will enable
scientists to share and publish data files in situ; you can then link your paper to these data. Data
files linked to published articles are assigned digital object identifiers (DOIs) and will remain
available in perpetuity. Use of LabArchives or similar data publishing services does not replace
preexisting data deposition requirements, such as for nucleic acid sequences, protein sequences
and atomic coordinates.

Instructions on assigning DOIs to datasets, so they can be permanently linked to publications,
can be found on the LabArchives website. Use of LabArchives’ software has no influence on the
editorial decision to accept or reject a manuscript.

Authors linking datasets to their publications should include an Availability of supporting data
section in their manuscript and cite the dataset in their reference list.

Preparing main manuscript text

General guidelines of the journal's style and language are given below.
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Overview of manuscript sections for Research articles

Manuscripts for Research articles submitted to BMC Infectious Diseases should be divided into
the following sections (in this order):

Title page
Abstract
Keywords

Background
Methods

Results and discussion
Conclusions

List of abbreviations used (if any)
Competing interests

Authors' contributions

Authors' information
Acknowledgements

Endnotes

References

Illustrations and figures (if any)
Tables and captions

Preparing additional files

The Accession Numbers of any nucleic acid sequences, protein sequences or atomic coordinates
cited in the manuscript should be provided, in square brackets and include the corresponding
database name; for example, [EMBL:AB026295, EMBL:AC137000, DDBJ:AE000812,
GenBank:U49845, PDB:1BFM, Swiss-Prot:Q96KQ7, PIR:S66116].

The databases for which we can provide direct links are: EMBL Nucleotide Sequence Database
(EMBL), DNA Data Bank of Japan (DDBJ), GenBank at the NCBI (GenBank), Protein Data
Bank (PDB), Protein Information Resource (PIR) and the Swiss-Prot Protein Database (Swiss-
Prot).

For reporting standards please see the information in the About section.

Title page
The title page should:

o provide the title of the article
o list the full names, institutional addresses and email addresses for all authors
 indicate the corresponding author

Please note:

« the title should include the study design, for example "A versus B in the treatment of C: a
randomized controlled trial X is a risk factor for Y: a case control study"

« abbreviations within the title should be avoided

« if acollaboration group should be listed as an author, please list the Group name as an
author. If you would like the names of the individual members of the Group to be
searchable through their individual PubMed records, please include this information in
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the “acknowledgements” section in accordance with the instructions below. Please note
that the individual names may not be included in the PubMed record at the time a
published article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to
code this information.

Abstract

The Abstract of the manuscript should not exceed 350 words and must be structured into
separate sections: Background, the context and purpose of the study; Methods, how the study
was performed and statistical tests used; Results, the main findings; Conclusions, brief
summary and potential implications. Please minimize the use of abbreviations and do not cite
references in the abstract. Trial registration, if your research article reports the results of a
controlled health care intervention, please list your trial registry, along with the unique
identifying number (e.g. Trial registration: Current Controlled Trials ISRCTN73824458).
Please note that there should be no space between the letters and numbers of your trial
registration number. We recommend manuscripts that report randomized controlled trials follow
the CONSORT extension for abstracts.

Keywords
Three to ten keywords representing the main content of the article.
Background

The Background section should be written in a way that is accessible to researchers without
specialist knowledge in that area and must clearly state - and, if helpful, illustrate - the
background to the research and its aims. Reports of clinical research should, where appropriate,
include a summary of a search of the literature to indicate why this study was necessary and what
it aimed to contribute to the field. The section should end with a brief statement of what is being
reported in the article.

Methods

The methods section should include the design of the study, the setting, the type of participants
or materials involved, a clear description of all interventions and comparisons, and the type of
analysis used, including a power calculation if appropriate. Generic drug names should generally
be used. When proprietary brands are used in research, include the brand names in parentheses in
the Methods section.

For studies involving human participants a statement detailing ethical approval and consent
should be included in the methods section. For further details of the journal's editorial policies
and ethical guidelines see 'About this journal'.

For further details of the journal's data-release policy, see the policy section in 'About this
journal'.

Results and discussion

The Results and discussion may be combined into a single section or presented separately.
Results of statistical analysis should include, where appropriate, relative and absolute risks or
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risk reductions, and confidence intervals. The Results and discussion sections may also be
broken into subsections with short, informative headings.

Conclusions

This should state clearly the main conclusions of the research and give a clear explanation of
their importance and relevance. Summary illustrations may be included.

List of abbreviations

If abbreviations are used in the text they should be defined in the text at first use, and a list of
abbreviations can be provided, which should precede the competing interests and authors'
contributions.

Competing interests

A competing interest exists when your interpretation of data or presentation of information may
be influenced by your personal or financial relationship with other people or organizations.
Authors must disclose any financial competing interests; they should also reveal any non-
financial competing interests that may cause them embarrassment were they to become public
after the publication of the manuscript.

Authors are required to complete a declaration of competing interests. All competing interests
that are declared will be listed at the end of published articles. Where an author gives no
competing interests, the listing will read "'The author(s) declare that they have no competing
interests'.

When completing your declaration, please consider the following questions:
Financial competing interests

« Inthe past three years have you received reimbursements, fees, funding, or salary from
an organization that may in any way gain or lose financially from the publication of this
manuscript, either now or in the future? Is such an organization financing this manuscript
(including the article-processing charge)? If so, please specify.

« Do you hold any stocks or shares in an organization that may in any way gain or lose
financially from the publication of this manuscript, either now or in the future? If so,
please specify.

« Do you hold or are you currently applying for any patents relating to the content of the
manuscript? Have you received reimbursements, fees, funding, or salary from an
organization that holds or has applied for patents relating to the content of the
manuscript? If so, please specify.

« Do you have any other financial competing interests? If so, please specify.

Non-financial competing interests
Are there any non-financial competing interests (political, personal, religious, ideological,

academic, intellectual, commercial or any other) to declare in relation to this manuscript? If so,
please specify.
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If you are unsure as to whether you, or one your co-authors, has a competing interest please
discuss it with the editorial office.

Authors' contributions

In order to give appropriate credit to each author of a paper, the individual contributions of
authors to the manuscript should be specified in this section.

According to ICMJE guidelines, An "author" is generally considered to be someone who has
made substantive intellectual contributions to a published study. To qualify as an author one
should 1) have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or
analysis and interpretation of data; 2) have been involved in drafting the manuscript or revising it
critically for important intellectual content; 3) have given final approval of the version to be
published; and 4) agree to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions
related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and
resolved. Each author should have participated sufficiently in the work to take public
responsibility for appropriate portions of the content. Acquisition of funding, collection of data,
or general supervision of the research group, alone, does not justify authorship.

We suggest the following kind of format (please use initials to refer to each author's
contribution): AB carried out the molecular genetic studies, participated in the sequence
alignment and drafted the manuscript. JY carried out the immunoassays. MT participated in the
sequence alignment. ES participated in the design of the study and performed the statistical
analysis. FG conceived of the study, and participated in its design and coordination and helped to
draft the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

All contributors who do not meet the criteria for authorship should be listed in an
acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a person
who provided purely technical help, writing assistance, a department chair who provided only
general support, or those who contributed as part of a large collaboration group.

Authors' information

You may choose to use this section to include any relevant information about the author(s) that
may aid the reader's interpretation of the article, and understand the standpoint of the author(s).
This may include details about the authors' qualifications, current positions they hold at
institutions or societies, or any other relevant background information. Please refer to authors
using their initials. Note this section should not be used to describe any competing interests.
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contributions to conception, design, acquisition of data, or analysis and interpretation of data, or
who was involved in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual
content, but who does not meet the criteria for authorship. Please also include the source(s) of
funding for each author, and for the manuscript preparation. Authors must describe the role of
the funding body, if any, in design, in the collection, analysis, and interpretation of data; in the
writing of the manuscript; and in the decision to submit the manuscript for publication. Please
also acknowledge anyone who contributed materials essential for the study. If a language editor
has made significant revision of the manuscript, we recommend that you acknowledge the editor
by name, where possible.
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The role of a scientific (medical) writer must be included in the acknowledgements section,
including their source(s) of funding. We suggest wording such as "We thank Jane Doe who
provided medical writing services on behalf of XYZ Pharmaceuticals Ltd.'

If you would like the names of the individual members of a collaboration Group to be searchable
through their individual PubMed records, please ensure that the title of the collaboration Group
is included on the title page and in the submission system and also include collaborating author
names as the last paragraph of the “acknowledgements” section. Please add authors in the format
First Name, Middle initial(s) (optional), Last Name. You can add institution or country
information for each author if you wish, but this should be consistent across all authors.

Please note that individual names may not be present in the PubMed record at the time a
published article is initially included in PubMed as it takes PubMed additional time to code this
information.

Authors should obtain permission to acknowledge from all those mentioned in the
Acknowledgements section.

Endnotes

Endnotes should be designated within the text using a superscript lowercase letter and all notes
(along with their corresponding letter) should be included in the Endnotes section. Please format
this section in a paragraph rather than a list.

References

All references, including URLs, must be numbered consecutively, in square brackets, in the
order in which they are cited in the text, followed by any in tables or legends. Each reference
must have an individual reference number. Please avoid excessive referencing. If automatic
numbering systems are used, the reference numbers must be finalized and the bibliography must
be fully formatted before submission.

Only articles, clinical trial registration records and abstracts that have been published or are in
press, or are available through public e-print/preprint servers, may be cited; unpublished
abstracts, unpublished data and personal communications should not be included in the reference
list, but may be included in the text and referred to as "unpublished observations™ or "personal
communications™ giving the names of the involved researchers. Obtaining permission to quote
personal communications and unpublished data from the cited colleagues is the responsibility of
the author. Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted. Journal abbreviations follow
Index Medicus/MEDLINE. Citations in the reference list should include all named authors, up to
the first six before adding ‘et al."..

Any in press articles cited within the references and necessary for the reviewers' assessment of
the manuscript should be made available if requested by the editorial office.

An Endnote style file is available.
Examples of the BMC Infectious Diseases reference style are shown below. Please ensure that

the reference style is followed precisely; if the references are not in the correct style they may
have to be retyped and carefully proofread.
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All web links and URLSs, including links to the authors' own websites, should be given a
reference number and included in the reference list rather than within the text of the manuscript.
They should be provided in full, including both the title of the site and the URL, as well as the
date the site was accessed, in the following format: The Mouse Tumor Biology Database.
http://tumor.informatics.jax.org/mtbwi/index.do. Accessed 20 May 2013. If an author or group
of authors can clearly be associated with a web link, such as for weblogs, then they should be
included in the reference.

Authors may wish to make use of reference management software to ensure that reference lists
are correctly formatted. An example of such software is Papers, which is part of Springer
Science+Business Media.

Examples of the BMC Infectious Diseases reference style

Article within a journal
Smith JJ. The world of science. Am J Sci. 1999;36:234-5.

Article within a journal (no page numbers)

Rohrmann S, Overvad K, Bueno-de-Mesquita HB, Jakobsen MU, Egeberg R, Tjenneland A, et
al. Meat consumption and mortality - results from the European Prospective Investigation into
Cancer and Nutrition. BMC Medicine. 2013;11:63.

Article within a journal by DOI
Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production. Dig J Mol
Med. 2000; doi:10.1007/s801090000086.

Article within a journal supplement
Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic activity by
bone marrow scan. Blood 1979;59 Suppl 1:26-32.

Book chapter, or an article within a book

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In: Bourne GH,
Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology. London: Academic; 1980. p.
251-306.

OnlineFirst chapter in a series (without a volume designation but with a DOI)
Saito Y, Hyuga H. Rate equation approaches to amplification of enantiomeric excess and chiral
symmetry breaking. Top Curr Chem. 2007. doi:10.1007/128 2006_108.

Complete book, authored
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management of common
illness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Online document

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their effects. Royal
Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of subordinate document. Accessed 15
Jan 1999.

Online database
Healthwise Knowledgebase. US Pharmacopeia, Rockville. 1998. http://www.healthwise.org.
Accessed 21 Sept 1998.
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Supplementary material/private homepage
Doe J. Title of supplementary material. 2000. http://www.privatehomepage.com. Accessed 22
Feb 2000.

University site
Doe, J: Title of preprint. http://www.uni-heidelberg.de/mydata.html (1999). Accessed 25 Dec
1999.

FTP site
Doe, J: Trivial HTTP, RFC2169. ftp://ftp.isi.edu/in-notes/rfc2169.txt (1999). Accessed 12 Nov
1999.

Organization site
ISSN International Centre: The ISSN register. http://www.issn.org (2006). Accessed 20 Feb
2007.

Dataset with persistent identifier

Zheng L-Y, Guo X-S, He B, Sun L-J, Peng Y, Dong S-S, et al. Genome data from sweet and
grain sorghum (Sorghum bicolor). GigaScience Database. 2011.
http://dx.doi.org/10.5524/100012.

Preparing illustrations and figures

Ilustrations should be provided as separate files, not embedded in the text file. Each figure
should include a single illustration and should fit on a single page in portrait format. If a figure
consists of separate parts, it is important that a single composite illustration file be submitted
which contains all parts of the figure. There is no charge for the use of color figures.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising the quality
of your figures.

Formats

The following file formats can be accepted:

o PDF (preferred format for diagrams)

e« DOCX/DOC (single page only)

e PPTX/PPT (single slide only)

e EPS

e PNG (preferred format for photos or images)
e TIFF

e JPEG

« BMP

Figure legends

The legends should be included in the main manuscript text file at the end of the document,
rather than being a part of the figure file. For each figure, the following information should be
provided: Figure number (in sequence, using Arabic numerals - i.e. Figure 1, 2, 3 etc); short title
of figure (maximum 15 words); detailed legend, up to 300 words.
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Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from the
copyright holder to reproduce figures or tables that have previously been published
elsewhere.

Preparing tables

Each table should be numbered and cited in sequence using Arabic numerals (i.e. Table 1, 2, 3
etc.). Tables should also have a title (above the table) that summarizes the whole table; it should
be no longer than 15 words. Detailed legends may then follow, but they should be concise.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

Smaller tables considered to be integral to the manuscript can be pasted into the end of the
document text file, in A4 portrait or landscape format. These will be typeset and displayed in the
final published form of the article. Such tables should be formatted using the "Table object' in a
word processing program to ensure that columns of data are kept aligned when the file is sent
electronically for review; this will not always be the case if columns are generated by simply
using tabs to separate text. Columns and rows of data should be made visibly distinct by ensuring
that the borders of each cell display as black lines. Commas should not be used to indicate
numerical values. Color and shading may not be used; parts of the table can be highlighted using
symbols or bold text, the meaning of which should be explained in a table legend. Tables should
not be embedded as figures or spreadsheet files.

Larger datasets or tables too wide for a portrait page can be uploaded separately as additional
files. Additional files will not be displayed in the final, laid-out PDF of the article, but a link will
be provided to the files as supplied by the author.

Tabular data provided as additional files can be uploaded as an Excel spreadsheet (.xls ) or
comma separated values (.csv). As with all files, please use the standard file extensions.

Preparing additional files

Although BMC Infectious Diseases does not restrict the length and quantity of data included in
an article, we encourage authors to provide datasets, tables, movies, or other information as
additional files.

Please note: All Additional files will be published along with the article. Do not include files
such as patient consent forms, certificates of language editing, or revised versions of the main
manuscript document with tracked changes. Such files should be sent by email to
editorial@biomedcentral.com, quoting the Manuscript ID number.

Results that would otherwise be indicated as "data not shown" can and should be included as
additional files. Since many weblinks and URLSs rapidly become broken, BMC Infectious
Diseases requires that supporting data are included as additional files, or deposited in a
recognized repository. Please do not link to data on a personal/departmental website. The
maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-scanned on
submission.

Additional files can be in any format, and will be downloadable from the final published article
as supplied by the author. We recommend CSV rather than PDF for tabular data.
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Certain supported files formats are recognized and can be displayed to the user in the browser.
These include most movie formats (for users with the Quicktime plugin), mini-websites prepared
according to our guidelines, chemical structure files (MOL, PDB), geographic data files (KML).

If additional material is provided, please list the following information in a separate section of
the manuscript text:

o File name (e.g. Additional file 1)

« File format including the correct file extension for example .pdf, .xls, .txt, .pptx
(including name and a URL of an appropriate viewer if format is unusual)

o Title of data

o Description of data

Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be referenced
explicitly by file name within the body of the article, e.g. 'An additional movie file shows this in
more detail [see Additional file 1]'.

Additional file formats

Ideally, file formats for additional files should not be platform-specific, and should be viewable
using free or widely available tools. The following are examples of suitable formats.

« Additional documentation
o PDF (Adode Acrobat)
e Animations
o SWEF (Shockwave Flash)
e Movies
o MP4 (MPEG 4)
o MOV (Quicktime)
o Tabular data
o XLS, XLSX (Excel Spreadsheet)
o CSV (Comma separated values)

As with figure files, files should be given the standard file extensions.
Mini-websites

Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that they will be
browsable from within the full text HTML version of the article. In order to do this, please
follow these instructions:

1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the root.

2. Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-folders.

3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg” rather than "/images/picture.jpg"
or "http://yourdomain.net/images/picture.jpg" or "C:\Documents and
Settings\username\My Documents\mini-website\images\picture.jpg™) and no link is
longer than 255 characters.

4. Access the index.html file and browse around the mini-website, to ensure that the most
commonly used browsers (Internet Explorer and Firefox) are able to view all parts of the
mini-website without problems, it is ideal to check this on a different machine.
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5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that index.html
is in the root of the ZIP, and that the file has .zip extension, then submit as an additional
file with your article.

Style and language
General

Currently, BMC Infectious Diseases can only accept manuscripts written in English. Spelling
should be US English or British English, but not a mixture.

There is no explicit limit on the length of articles submitted, but authors are encouraged to be
concise.

BMC Infectious Diseases will not edit submitted manuscripts for style or language; reviewers
may advise rejection of a manuscript if it is compromised by grammatical errors. Authors are
advised to write clearly and simply, and to have their article checked by colleagues before
submission. In-house copyediting will be minimal. Non-native speakers of English may choose
to make use of a copyediting service.

Language editing

For authors who wish to have the language in their manuscript edited by a native-English
speaker with scientific expertise, BioMed Central recommends Edanz. BioMed Central has
arranged a 10% discount to the fee charged to BioMed Central authors by Edanz. Use of an
editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for publication. Please
contact Edanz directly to make arrangements for editing, and for pricing and payment details.

Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please visit our
page on Writing titles and abstracts for scientific articles.

Tim Albert has produced for BioMed Central a list of tips for writing a scientific manuscript.
American Scientist also provides a list of resources for science writing. For more detailed
guidance on preparing a manuscript and writing in English, please visit the BioMed Central
author academy.

Abbreviations

Abbreviations should be used as sparingly as possible. They should be defined when first used
and a list of abbreviations can be provided following the main manuscript text.

Typography

o Please use double line spacing.

o Type the text unjustified, without hyphenating words at line breaks.

e Use hard returns only to end headings and paragraphs, not to rearrange lines.

« Capitalize only the first word, and proper nouns, in the title.

« All lines and pages should be numbered. Authors are asked to ensure that line numbering
is included in the main text file of their manuscript at the time of submission to facilitate
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peer-review. Once a manuscript has been accepted, line numbering should be removed
from the manuscript before publication. For authors submitting their manuscript in
Microsoft Word please do not insert page breaks in your manuscript to ensure page
numbering is consistent between your text file and the PDF generated from your
submission and used in the review process.

o Use the BMC Infectious Diseases reference format.

« Footnotes are not allowed, but endnotes are permitted.

e Please do not format the text in multiple columns.

o Greek and other special characters may be included. If you are unable to reproduce a
particular special character, please type out the name of the symbol in full. Please ensure
that all special characters used are embedded in the text, otherwise they will be lost
during conversion to PDF.

Units

Sl units should be used throughout (liter and molar are permitted, however).
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Curriculum Lattes

Nome

Plinio Pereira Gomes Junior®”
Nome em cita¢gdes bibliogréaficas
GOMES JUNIOR, P. P.

Formacdo Complementar

2013 - 2013
Metagenomas. (Carga horaria: 3h).
Sociedade Brasileira de Genética.

2012 - 2012
Basic Course of travel medicine. (Carga horaria: 4h).
Sociedad Latinoamericana de medicina del viajero.

2011 - 2011
Atualizacao Didatico Pedagogica. (Carga horaria: 75h).
Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE, Brasil.
Projetos de pesquisa

2011 - 2011

Conhecimento da Populacao Sobre Dengue, Seus Vetores e Medidas de Controle em
Serra Talhada, Pernambuco.

Descricao: A dengue é uma doenca causada por virus, que possui 4 sorotipos distintos.
Esta doenca € transmitida pelas fémeas dos mosquitos do Género Aedes spp. Este
vetor utiliza-se de depositos de agua limpa, cristalina e parada para deposi¢ao dos

oV0s, 0S quais tém uma alta capacidade de resistir a dessecacao. Ele vive
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preferencialmente dentro de domicilios ou no peridomicilio. A Dengue é uma tematica
importante a ser abordada, porquanto seu conhecimento, sua identificacéo precoce, a
tomada de deciséo e implementacdo de medidas de maneira oportuna constituem
acOes primordiais para evitar 0bitos. Para o controle de endemias, a saude publica
conta com acdes de diversas naturezas, que visam o impacto direto nas relacdes
causais, e com campanhas informativas para a instru¢cao da populacédo quanto aos
cuidados e prevencado. Como a vacinacao ainda nao estéo disponivel, resta como
alternativa a reducéo ou eliminacao dos criadouros de mosquitos existentes nas
residéncias e em seus arredores. Avaliar o grau de conhecimento da populagcédo sobre
o ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. € de suma importancia para desenvolver
uma campanha contextualizada na realidade local. Portanto, optar-se-a pelo uso de
guestionarios semi-estruturado na coleta de dados da pesquisa. Serdo amostrados 20
domicilios em cada bairro do Municipio de Serra Talhada, a distribuicdo sera feita por
guarteirdo tendo no minimo 1 domicilio para cada quarteirdo existente e os
guestionarios serdo aplicados apenas com pessoas maiores de 21 anos, com o devido
consentimento. Além da area urbana, a area rural também ser& analisada com visita de
2 domicilios por comunidade..

Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagao: (2) .

Projetos de extensao
2013 - 2013

Aplicacéo da Educacédo Ambiental nas escolas publicas para o combate a Dengue no
municipio de Serra Talhada - PE
Situacdo: Concluido; Natureza: Extensao.

Alunos envolvidos: Graduacao: (6).
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Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador.

2013 - 2013
Aplicacédo da Educacdo Ambiental nas escolas publicas para o combate a
Leishmaniose no municipio de Serra Talhada - PE
Situacdo: Concluido; Natureza: Extensao.
Alunos envolvidos: Graduagéao: (6) .
Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador.

2013 - 2013

| jogos da integracdo UAST

Situacédo: Concluido; Natureza: Extensao.

Alunos envolvidos: Graduacao: (9) .

Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador / Dario Rocha Falcon -
Integrante / Demacio Costa de Oliveira - Integrante / Dennis Willian Abdala - Integrante
/ Fabiana Maria da Silva - Integrante / José Feliciano S. Filho - Integrante / Carla

Evilane Santana de Almeida - Integrante.

2012 - 2012

Aplicacao da Educacdo Ambiental nas escolas publicas para o combate a Dengue no
municipio de Serra Talhada - PE

Situacdo: Concluido; Natureza: Extensao.

Alunos envolvidos: Graduacao: (6) .

Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador.
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2012 - 2012
Aplicacdo da Educacdo Ambiental nas escolas publicas para o combate a
Leishmaniose no municipio de Serra Talhada - PE
Situacdo: Concluido; Natureza: Extensao.
Alunos envolvidos: Graduacao: (6) .
Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador.

2011 - 2011

AVALIACAO DOS METODOS DE PREVENCAO DE CANCER DE PELE EM SERRA

TALHADA - PE

Descricao: Trata-se de uma campanha de conscientizacdo sobre a¢des preventivas
contra o cancer de pele voltada a questdes ocupacionais, no que diz respeito ao
conhecimento do trabalhador rural e mototaxistas, sobre o risco que correm devido a
profissao estar diretamente ligada a exposicao ao sol em horarios criticos e de que
forma os mesmos podem minimizar os riscos por meio de cuidados simples..
Situacédo: Concluido; Natureza: Extensao.

Alunos envolvidos: Graduacao: (2) .

Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador.

2010 - 2011

Saberes e fazeres das parteiras tradicionais: uma abordagem domiciliar rural - projeto
parteiras tradicionais pernambucanas
Situacdo: Concluido; Natureza: Extensao.

Alunos envolvidos: Graduagao: (1) .
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Integrantes: Plinio Pereira Gomes Junior - Coordenador / Luciana Leite Batista Matos -
Integrante.

Producdes

Artigos completos publicados em periédicos

1. Freitas, M.T.S., GOMES-JUNIOR, P.P., Batista, M.V.A., Leal-Balbino, T.C., Araujo,
A.L., Balbino, V.Q. Novel DNA extraction assay for molecular identifiation of Aedes spp

eggs. Doi 10.4238/2014.

2. GOMES JUNIOR, P. P. ; Silva, T. A.; Silva, S. I. . Notas Etnobotanicas Sobre Flora
Apicola em Fragmentos de Mata Atlantica Inseridos nas Comunidades Circunvizinhas a
Reserva Florestal de Dois Irmaos, Recife -PE. REB: Revista Eletronica de Biologia, v.

5, p. 77-91, 2012.

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

1. SILVA, A. P. A. ; Xavier, Morgana do Nascimento ; SANTOS, L. H. A.; SILVA, R. F.
: GOMES JUNIOR, P. P. ; Barbosa, Rosangela Maria Rodrigues . AVALIACAO
SAZONAL DA EFICIENCIA DA ARMADILHA BR-OVT ADESIVA NO SEMIARIDO
PERNAMBUCANO. In: 51° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
2015, Fortaleza -CE. AVALIACAO SAZONAL DA EFICIENCIA DA ARMADILHA BR-

OVT ADESIVA NO SEMIARIDO PERNAMBUCANO, 2015.

2. SILVA, A. P. A.; SILVA, R. F. ; SANTOS, L. H. A. ; GOMES JUNIOR, P. P.;
Barbosa, Rosangela Maria Rodrigues . VIGILANCIA DE CULICIDEOS POR MEIO
DE ASPIRADOR EM SERRA TALHADA - PE. In: 51° Congresso da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, 2015, Fortaleza -CE. VIGILANCIA DE

CULICIDEOS POR MEIO DE ASPIRADOR EM SERRA TALHADA - PE, 2015.
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3. GOMES JUNIOR, P. P. ; Lima, F.T. ; Oliveira, C.K.S. . A proposition of pratic
activity: the use of didatic models of neuroscience to teach genetics. In: 59°
Congresso Brasileiro de Genética, 2013, Aguas de Linddia - SP. 59° Congresso

Brasileiro de Genética, 2013. v. 59.

4. Lima, F.T. ; Bezerra, H.M.S. ; GOMES JUNIOR, P. P. . Aula Pratica de genética de
populacdes ajudando a compreender conceitos. In: XIX Encontro de Genética do
Nordeste - | Simpdsio de Genética Humana e Médica do Nordeste, 2012, Petrolina/

Juazeiro. XIX Encontro de Genética do Nordeste, 2012.
Resumos publicados em anais de congressos

1.CRUZ,D. L. V.; LIMA,F. L. S.; GOMES JUNIOR, P. P. . Levantamento das familias
de insetos acidentais encontrados em armadilhas aéreas durante a estacao chuvosa
em areas de semiarido. In: IV Simpdsio de Entomologia Aplicada, 2015, Recife - Pe.
Levantamento das familias de insetos acidentais encontrados em armadilhas aéreas

durante a estacdo chuvosa em areas de semiarido, 2015.

2. TERTO, W.D. S.; SILVA, K. D. N. ; PEREIRA, P. R. ; Bezerra, H.M.S. ; GOMES
JUNIOR, P. P. . Frequéncias fenotipicas e genotipicas dos sistemas: ABO e RH em
uma populacdo da cidade de Serra Talhada - PE. In: XIl Jornada de Ensino, Pesquisa e
Extensao, 2012, Serra Talhada - PE. Xll Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo,

2012.

3. Lima, F.T. ; Oliveira, C.K.S. ; Bezerra, H.M.S. ; Ferreira, A.P. ; Nascimento, J.M. ;
Barbosa, Ma. E. O. ; GOMES JUNIOR, P. P. . Positive relationship between socio-
enviromental condition and number of dengue cases in municipality districts of Serra

Talhada, Pernambuco, Brazil. In: XVIII International Congress for Tropical Medicine and
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Malaria, 2012, Rio de Janeiro - RJ. XVIII International Congress for Tropical Medicine

and Malaria, 2012.

4. Paiva, W.V.M. ; Paiva, S.S.L. ; GOMES JUNIOR, P. P. . Developmental Variation of
Larvae of Aedes aegypti to differents wavelength of light. In: XVIII International
Congress for Tropical Medicine and Malaria, 2012, Rio de Janeiro - RJ. XVIII

International Congress for Tropical Medicine and Malaria, 2012.

5. Araujo, A.L. ; Aragédo, N.C. ; Cardoso, M.V. ; Batista, M.V.A. ; Balbino, V.Q. ; GOMES
JUNIOR, P. P. . The use of ovitraps in monitoring of Aedes aegypti populations in Serra
Talhada city, Pernambuco, Brazil. In: XVIII International Congress for Tropical Medicine
and Malaria, 2012, Rio de Janeiro - RJ. XVIII International Congress for Tropical

Medicine and Malaria, 2012.

6. Oliveira, C.K.S. ; LIMA, Dayse Aline Araujo ; GOMES JUNIOR, P. P. . Preparacoes
histol6gicas com extrato de cochonilha-de-carmim (dactylopius ceylonicus) utilizado
na folha da Jibdia (epipremnum aureum). In: XI Jornada de Ensino, Pesquisa e
Extensao, 2011, Serra Talhada - PE. Xl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo,

2011.

7. BARBOZA, Vanessa Renata Sousa ; CARVALHO, Fernanda Leticia Nascimento ;
LIMA, Dayse Aline Araujo ; GOMES JUNIOR, P. P. . Avaliacao do grau de
conhecimento sobre os raios ultravioleta e cancer de pele, dos alunos diurnos da
Unidade Académica de Serra Talhada - UFRPE. In: 10 CNBio - 9a SEMBIO, 2010,

Paulo Afonso. 10 Congresso Nordestino de Biologia, 2010.

8. Florentino, T.M2.M. ; Cavalcante, S.T.R. ; Lima, L.K.A. ; Souza, L.P. ; Costa, E.F. ;
Souza, L. P. ; GOMES JUNIOR, P. P. . Construcdo de modelos didaticos para o estudo
do desenvolvimento embrionario. In: X Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo, 2010,

Serra Talhada - PE. X Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo, 2010.
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9. BARBOZA, Vanessa Renata Sousa ; CARVALHO, Fernanda Leticia Nascimento ;
Miranda, A.F.J. ; Nunes, A.C.F. ; Sa, V.J. ; Biase, R.C.C.G. ; GOMES JUNIOR, P. P. ..
Conhecimento dos estudantes universitarios, a cerca dos fatores de risco causadores
do cancer de boca no municipio Serra Talhada - Pe. In: X Jornada de Ensino, Pesquisa
e Extensédo, 2010, Serra Talhada - PE. X Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensao,

2010.
Apresentacdes de Trabalho

1. Aragjo, A.L. ; Freitas, M.T.S. ; Batista, M.V.A. ; Balbino, V.Q. ; GOMES JUNIOR, P.
P. . An efficient method of DNA extraction of single egg of Aedes aegypti. 2012.

(Apresentacao de Trabalho/Congresso).

1. GOMES JUNIOR, P. P. . Técnicas de microscopia em Citologia. 2011. (Curso de

curta duracao ministrado/Outra).

Bancas

Monografias de cursos de aperfeicoamento/especializacéo

1. SILVA, L. F.; GOMES JUNIOR, P. P.; LIMA, M. M.. Participacdo em banca de
José Vagner Delmiro Nogueira. Analise da percepcdo ambiental e sanitaria dos
moradores do bairro Clube zona urbana do municipio de Manaira - PB. 2014.
Monografia (Aperfeicoamento/Especializacdo em Educacédo Ambiental e

Sustentabilidade no semiarid) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
Trabalhos de concluséo de curso de graduacao

1. LIMA, I. C. A. E.; EVANGELISTA JUNIOR, W. S.; GOMES JUNIOR, P. P..

Participacdo em banca de Idalina Carla Angelo e Lima. Uso de atrativos alimentares na
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captura de moscas das frutas (diptera: tehritidae) em goiabeira.. 2015. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Agronomia) - Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

2. Nascimento, H.; Lima, M.M2.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de
Almery Pereira Ferreira.Avaliacdo do conhecimento da populacéo da cidade de Tabira -
Pe sobre Hanseniase. 2013. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacédo em Ciéncias

Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

3. Clementino, R.H.; SILVA, A. L.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de
Carla Katiane Santos Oliveira.Perfil epidemiolégico dos casos positivos e dengue entre
0s anos de 2010 a 2012, no municipio de Serra Talhada - PE. 2013. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural

de Pernambuco.

4. Lima, M.M&; Lima, A.L.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de Felipe
Teixeira Lima.Conhecimento da populacéo sobre Dengue, Seus vetores e medidas de
controle em Serra Talhada, Pernambuco. 2013. Trabalho de Conclusdo de Curso

(Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

5. SILVA, A. L.; Evangelista-Junior, W.S.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em
banca de Maria Eugénia de Oliveira Barbosa.Diptero como vetor mecéanico de
patégenos a saude publica em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil. 2013. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacgdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural

de Pernambuco.

6. Honorato, R.M2.; Evangelista-Janior, W.S.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participagédo em
banca de Leandro de Padua Souza.Insetos-praga e predadores associados a cultura
do feijao-caupi. 2013. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduagdo em Ciéncias

Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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7. Lima, M.M&,; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de Isabeli Nogueira
Morais.A esquistossomose no municipio de Tuparetama - PE. 2013. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural

de Pernambuco.

8. GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de Aline Cristina Ferreira.Maturidade
gonadal (macroscoépica e microscopica) de Goyazana castelnaui H. Milne-Edwards,
1853 (Brachyura, Trichodactylidae). 2011. Trabalho de Concluséo de Curso

(Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

9. GOMES JUNIOR, P. P.; FALCON, D. R.; MELO, H. F.. Participacdo em banca de
Claudeni Marques Santos.Saude Publica de Serra Talhada: Doencas e Areas
Problematicas. 2011. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacédo em Ciéncias

Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

10. GUSMAO, Caéssia Lima Silva; SILVA, A. L.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacéo
em banca de Vanessa Renata de Sousa Barboza.Conhecimento sobre cancer de boca
na populacdo de Serra Talhada - PE. 2011. Trabalho de Conclusao de Curso

(Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

11. SILVA, A. L.; GUSMAO, Céssia Lima Silva; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacéo
em banca de Dayse Aline Araujo Lima.Avaliacdo do conhecimento dos trabalhadores
rurais dos distritos de Serra Talhada - Pernambuco, quanto a prevencao do cancer de
pele. 2011. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduacgédo em Ciéncias Bioldgicas) -

Universidade Federal Rural de Pernambuco.

12. Lima, A.L.; Clementino, R.H.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de
Angela Monick Ramos Barbosa.Levantamento de plantas utilizadas por parteiras e
suas utilidades. 2011. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao em Ciéncias

Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.
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13. Rocha, L.L.; Clementino, R.H.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacdo em banca de
Janicléa de Sa Aquino.Avaliacdo do conhecimento de parteiras sobre plantas
potencialmente abortivas. 2011. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacdo em

Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco.

14. GUSMAO, Cassia Lima Silva; SILVA, A. L.; GOMES JUNIOR, P. P.. Participacéo
em banca de Ana Maria de Oliveira Paiva.Analise dos niveis de antigeno prostatico
especifico (PSA) de homens da cidade de Tavares - PB. 2011. Trabalho de Concluséo
de Curso (Graduacédo em Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

Outras participacdes

1. SILVA, A. L,; Lima, M.M2,; GOMES JUNIOR, P. P.. Comissdo Examinadora da
Selecédo Simplificada para Professor Substituto. 2013. Faculdade de Formacéao de

Professores de Serra Talhada.

Eventos

1. 4° Congresso Internacional de Tecnologia para o meio ambiente. Conhecimento dos
alunos da Universidade Federal Rural de Pernambuco em Serra Talhada sobre a

relagdo da saude ambiental e a dengue. 2014. (Congresso).

2. 4° Congresso Internacional de Tecnologia para o meio ambiente. Conhecimento dos

professores da rede municipal de Serra Talhada sobre Dengue. 2014. (Congresso).

3. 4° Congresso Internacional de Tecnologia para o meio ambiente. Uso do
Georreferenciamento para diagndéstico da infraestrutura relacionadas com a Saude

Publica da cidade de Serra Talhada. 2014. (Congresso).
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4. 4° Congresso Internacional de Tecnologia para o meio ambiente. Avaliagcdo dos
alunos universitarios da Universidade Federal Rural de Pernambuco em Serra Talhada

sobre Leishmaniose. 2014. (Congresso).

5. 4° Congresso Internacional de Tecnologia para o meio ambiente. Conhecimento dos
Professores da rede municipal de ensino de Serra Talhada - PE sobre Leishmaniose.

2014. (Congresso).

6. 59° Congresso Brasileiro de Genética. A proposition of pratic activity: the use of

didatic models of neuroscience to teach genetics. 2013. (Congresso).

7. XX congresso de nutricdo parenteral e enteral. Avaliacdo do estado nutricional de

escolares do municipio de Triunfo - PE. 2013. (Congresso).

8. XX congresso de nutricdo parenteral e enteral. Analise alimentar de escolares do

municipio de Triunfo - PE. 2013. (Congresso).

9. XXIII Congresso Brasileiro de Parasitologia e Il Encontro de Parasitologia do
Mercosul. Perfil enteroparasitologico de escolares do municipio de Triunfo - PE. 2013.

(Congresso).

10. | congresso Internacional de Ciéncias Biologicas. Diversidade parasitolégica

carreada em dipteros em regids do semiarido Pernambucano. 2013. (Congresso).

11. I congresso Internacional de Ciéncias Biologicas. Analise da diversidade

entomoldgica por meio de diferentes armadilhas CDC. 2013. (Congresso).

12. Xl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo. Avaliacao da glicemia de pacientes
do laboratério municipal José Paulo Terto, de maio a dezembro de 2012. 2013.

(Congresso).
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13. Xl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extenséo. Prevaléncia dos parasitas
encontrados em exames parasitoldgicos de fezes realizados na rede publica de saude.

2013. (Congresso).

14. Xl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo. Avaliacdo dos exames
parasitologicos realizados no Laboratério José Paulo Terto em Serra Talhada no

periodo de Janeiro a dezembro de 2012. 2013. (Congresso).

15. VII Simpadsio Integrado de Ciéncias da Saude e Bioldgicas, Vi congresso de ensino
pesquisa e extensdao e lll seminario de educacéo inclusiva CAV-UFPE
e.Comportamento sexual entre estudantes universitarios e seus respectivos fatores de

risco.. 2013. (Simpdsio).

16. VII Simpdsio Integrado de Ciéncias da Saude e Bioldgicas, Vi congresso de ensino
pesquisa e extensdao e Ill seminario de educacéo inclusiva CAV-UFPE e.Perfil

higiénico-sanitario de escolares do municipio de Triunfo-PE. 2013. (Simpdsio).

17. Xll Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo. Frequéncias fenotipicas e genotipicas
dos sistemas: ABO e RH em uma populacdo da cidade de Serra Talhada - PE. 2012.

(Congresso).

18. XVIII Internacional Congress for Tropical Medicine and Malaria. Developmental
variation of larvae of Aedes aegypti exposed to differents wavelength of light. 2012.

(Congresso).

19. XVIII Internacional Congress for Tropical Medicine and Malaria. The use of ovitraps
in monitoring of Aedes aegypti populations in Serra Talhada city, Pernambuco, Brazil.

2012. (Congresso).
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20. XVIII Internacional Congress for Tropical Medicine and Malaria. Positive relationship
between socio-enviromental condition and number of dengue cases in municipality

districts of Serra Talhada, Pernambuco, Brazil. 2012. (Congresso).

21. XVIII Internacional Congress for Tropical Medicine and Malaria. An efficient method

of DNA extraction of single egg of Aedes aegypti. 2012. (Congresso).
22. 11l Latin American Congress of Travel Medicine. 2012. (Congresso).

23. XIlI Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensédo. Levantamento dos casos de dengue
ocorridos no municipio de Serra Talhada de janeiro de 2011 a setembro de 2012. 2012.

(Congresso).

24. XIX encontro de genética do Nordeste.Aula préatica de genética de populacdes,

ajudando a compreender conceitos. 2012. (Encontro).

25. XI Jornada de Ensino, Pesquisa e Extensdo. Preparacdes histoldgicas com extrato
de cochonilha-de-carmim (Dactylopius ceylonicus) utilizado na folha da Jibdia

(Epipremnum aureum). 2011. (Congresso).

26. AGROSERTAO. 2011. (Seminario).

1. BAPTISTA, W. S. ; GOMES JUNIOR, P. P. . Feira do aluno empreendedor UAST.

2015. .

2. GOMES JUNIOR, P. P. ; OLIVEIRA, D. C. ; FALCON, D. R.; SILVA, F. M. ;

ABDALA, D. W. ; S. FILHO, J. F. . | jogos da integragdo UAST. 2013. (Outro).

3. GOMES JUNIOR, P. P. . XIIl Jornada de Ensino, Pesquisa e Extens&o. 2013.

(Congresso).
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4. SILVA, A. L. ; GUSMAO, Caéssia Lima Silva ; COSTA, Cynthia Maria Carneiro
; GOMES JUNIOR, P. P. . | simpésio de biologia aplicada ao semiarido. 2011.

(Congresso).

5. SILVA, Ana Luiza ; GUSMAO, Cassia Lima Silva ; COSTA, Cynthia Maria Carneiro
; GOMES JUNIOR, P. P. . lll semana de Biologia da Unidade Académica de Serra

Talhada. 2011. (Congresso).

6. GOMES JUNIOR, P. P. ; COSTA, Cynthia Maria Carneiro ; SILVA, A. L. ; GUSMAO,
Céssia Lima Silva ; GARCIA, J. E. . Ambiente em Foco: de Charles Darwin ao Caos

Climéatico. 2011. (Exposicao).

Orientacdes

Trabalho de concluséo de curso de graduacéao

1. Ariadja Monique de Sa Vanderlei. Avaliacdo do comportamento sexual entre
estudantes universitarios e seus respectivos fatores de risco na cidade de Serra
Talhada. 2015. Trabalho de Concluséo de Curso. (Graduagdo em Ciéncias Biologicas)

- Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

2. Luiz Henrigue Alexandre dos Santos. Avaliacdo do Conhecimento dos Profissionais
de Saude sobre Dengue e Andlise Estatistica dos casos de Dengue de 2007 a 2013.
2015. Trabalho de Concluséo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Biologicas) -

Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

3. Hudson Mateus da Silva Bezerra. Avaliacdo do Crescimento de Larvas de Aedes
aegypti submetidas a diferentes concentracdes de Avicennia schaueriana. 2015.
Trabalho de Concluséao de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Biologicas) - Universidade

Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.
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4. Sinthia Millena dos Santos Pereira. Analise estatistica dos casos de doenca de
Chagas correlacionados a diversidade dos seus vetores em Pernambuco de 2009 a
2012. 2015. Trabalho de Conclusédo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) -

Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

5. Joelma Machado do Nascimento. AVALIACAO DOS CASOS DE DENGUE NAS
PRINCIPAIS CIDADES PERNAMBUCANAS, DE 1996 A 2012.. 2014. Trabalho de
Concluséo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal Rural

de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

6. Felipe Teixeira Lima. Conhecimento da populacdo sobre dengue, seus vetores e
medidas de controle em Serra Talhada, Pernambuco. 2013. Trabalho de Concluséo de
Curso. (Graduacédo em Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal Rural de

Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

7. Almery Pereira Ferreira. Avaliacdo do conhecimento da populacdo da cidade de
Tabira - PE, sobre hanseniase. 2013. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacao
em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador:

Plinio Pereira Gomes Junior.

8. Carla Katiane dos Santos de Oliveira. Perfil epidemiolégico dos casos positivos de
dengue no municipio de Serra Talhada - PE no periodo de 2010 a 2012. 2013.
Trabalho de Conclusao de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade

Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

9. Maria Eugénia de Oliveira Barbosa. Diptero como vetor mecanico de patdégenos a
saude publica em Serra Talhada, Pernambuco, Brasil. 2013. Trabalho de Conclusao de
Curso. (Graduacéao em Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal Rural de

Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.
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10. Walquiria Vieira Monteiro Paiva. Avaliacdo do desenvolvimento da fase jovem do
Aedes aegypti L. sob a acdo da radiacdo luminosa em diferentes comprimentos de
onda. 2012. Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) -

Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

11. Maria das Gracas de Oliveira Ferreira. ANALISE DO PERFIL SOCIAL DAS MAES
ADOLESCENTES DO BAIRRO MUTIRAO, SERRA TALHADA - PE. 2012. Trabalho de
Concluséo de Curso. (Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural

de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

12. Vanessa Renata de Sousa Barboza. Avaliacdo do conhecimento dos trabalhadores
rurais sobre as formas de prevencao do cancer de boca no municipio de Serra Talhada
- Pernambuco. 2011. Trabalho de Concluséo de Curso. (Graduacdo em Bacharelado
em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco - Unid

Académica de Serra Talhada. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

13. Dayse Aline Araujo Lima. Avaliacédo das formas de prevencéao e nivel de
conhecimento dos trabalhadores rurais dos distritos de Serra Talhada - Pernambuco a
respeito do cancer da pele. 2011. Trabalho de Concluséo de Curso. (Graduacdo em
Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio

Pereira Gomes Junior.

14. Angela Monick Ramos Barbosa. Levantamento etnoboténico de plantas utilizadas
como medicinais por parteiras no municipio de Serra Talhada - PE. 2011. Trabalho de
Concluséo de Curso. (Graduacédo em Ciéncias Biologicas) - Universidade Federal Rural

de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira Gomes Junior.

15. Janicléa de Sa Aquino. Plantas potencialmente abortivas conhecidas pelas

parteiras de Serra Talhada - PE. 2011. Trabalho de Concluséao de Curso. (Graduacao
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em Ciéncias Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador:

Plinio Pereira Gomes Junior.

16. Ana Maria de Oliveira Paiva. Analise dos niveis de PSA da populacdo masculina de
Tavares - PB. 2011. Trabalho de Conclusédo de Curso. (Graduacao em Ciéncias
Bioldgicas) - Universidade Federal Rural de Pernambuco. Orientador: Plinio Pereira

Gomes Junior.

Educacéo e Popularizacdode C & T

1. GOMES JUNIOR, P. P. . Técnicas de microscopia em Citologia. 2011. (Curso de

curta duracao ministrado/Outra).

1. GOMES JUNIOR, P. P. ; COSTA, Cynthia Maria Carneiro ; SILVA, A. L. ; GUSMAO,
Céssia Lima Silva ; GARCIA, J. E. . Ambiente em Foco: de Charles Darwin ao Caos

Climéatico. 2011. (Exposicao).



