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RESUMO

As sindromes febris dengue, chikungunya e zika sdo consideradas arboviroses que podem ser
transmitidas pelo mesmo vetor em regides tropicais e subtropicais do mundo. O Dengue virus
(DENV) e Zika virus (ZIKV) pertencem ao mesmo género Flavivirus, possuem em sua
estrutura genébmica um RNA envelopado, em sentido positivo e de fita simples.
Adicionalmente, o Chikungunya virus (CHIKV) é um RNA virus envelopado, em senso
positivo e de cadeia simples, pertencente ao género Alphavirus. No Brasil o DENV circula
desde a década de 80, com surtos anuais facilitado pela circulacdo de quatro sorotipos (DENV1-
4) com infecBes, geralmente, sintomaticas podendo evoluir para manifestacbes hemorragicas
ou neuroldgicas fatais. O CHIKV foi inserido em 2014 causando epidemias e surtos, de uma
doenca debilitante podendo cursar em intensa artralgia, enquanto que o ZIKV ficou bastante
conhecido depois do surto brasileiro em 2015, estando associado as consequéncias mais graves
da infeccdo pelo virus, com a Sindrome de Guillain-Barré e varios casos registrados de
microcefalia em neonatos no surto. No estado do Acre hé circulacdo simultanea dos trés virus,
com predominancia dos sorotipos DENV1-2, e foram registrados alguns casos de coinfecgéo.
Diante deste desafio a satde publica, este estudo objetivou verificar o diagnostico clinico e
molecular destas sindromes febris atendidas em uma Unidade de Pronto Atendimento de Rio
Branco no estado do Acre, no periodo de dezembro de 2017 a abril de 2018. Foram coletadas
61 amostras de plasma de pacientes com suspeita de infeccdo por estes arbovirus,
posteriormente, foram extraidas e analisadas pela técnicas de RT-rPCR em tempo real,
utilizando iniciadores (primers) e sondas que que amplificam a regido dos genes de interesse.
As manifestacdes clinicas mostraram que 32 dos 61 pacientes eram do sexo masculino, com
mediana de idade de 31 anos, residiam em zona urbana na cidade de Rio Branco. Os sintomas
mais frequentes observados nos pacientes foram febre, cefaleia e dor retro orbitaria, néo
houveram sinais de alarme e acometimentos hemorragicos ou neuroldgicos. Na observacéo dos
resultados soroldgicos para DENV, 29 amostras foram analisadas para pesquisa de AgNS1 6
foram positivas, 20 amostras foram analisadas para deteccdo de IgM 10 foram positivas. Para
CHIKV a pesquisa de IgM 4 amostras foram testadas 1 foi positiva. Houve 1 amostra com
coinfeccdo, e 12 amostras ndo foram realizadas por inconclusivas. Ndo foi realizado teste
soroldgicos para ZIKV. Nos testes moleculares do total de 61 amostras analisadas 10 foram
positivas para deteccdo de DENV (alcance de 0 a 6 dias), ndo havendo positividade para
CHIKYV e ZIK (alcance de 0 a 9 dias). O Conjunto de um diagnéstico clinico imediato e um
diagnostico molecular com resultados em um tempo razoavel, poderiam auxiliar a vigilancia
epidemioldgica na prevencéo e controle de potenciais agravos na comunidade.

Palavras-chave: Dengue virus, Chikungunya virus, Zika virus, RT-rPCR.



ABSTRACT

The febrile syndromes dengue, chikungunya and zika are considered arboviruses that can be
transmitted by the same vector in tropical and subtropical regions of the world. The Dengue
virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) belong to the same genus Flavivirus, have in their
genomic structure an enveloped RNA, positive sense and simple tape. In addition, the
Chikungunya virus (CHIKV) is an enveloped, positive-sense and single-stranded RNA
belonging to the Alphavirus genus. In Brazil, DENV has circulated since the 1980s, with annual
outbreaks facilitated by the circulation of four serotypes (DENV1-4) with infections, usually
symptomatic, which can progress to fatal hemorrhagic or neurological manifestations. The
CHIKYV was inserted in 2014 causing epidemics and outbreaks, from a debilitating disease that
could lead to intense arthralgia, whereas the ZIKV became well known after the Brazilian
outbreak in 2015, associated with the most serious consequences of the virus infection, with the
Syndrome of Guillain-Barré and several reported cases of microcephaly in neonates in the
outbreak. In the state of Acre there is simultaneous circulation of the three viruses,
predominantly DENV1-2 serotypes, and some cases of coinfection have been reported. Faced
with this challenge to public health, this study aimed to verify the clinical and molecular
diagnosis of these febrile syndromes treated at a Rio Branco Emergency Care Unit in the state
of Acre, from December 2017 to April 2018. A total of 61 samples were collected from Plasma
from patients suspected of infection by these arboviruses were subsequently extracted and
analyzed by Real-time RT-rPCR techniques using primers and probes that amplify the region
of the genes of interest. The clinical manifestations showed that 32 of the 61 patients were
males, with a median age of 31 years, living in an urban area in the city of Rio Branco. The
most frequent symptoms observed in the patients were fever, headache and retro orbital pain,
there were no signs of alarm and hemorrhagic or neurological complications. In the observation
of the serological results for DENV, 29 samples were analyzed for AgNS1 6 assay were
positive, 20 samples were analyzed for IgM detection 10 were positive. For CHIKV to IgM
screening 4 samples were tested 1 was positive. There were 1 samples with coinfection, and 12
samples were not performed by inconclusives. No serological tests were performed for ZIKV.
In the molecular tests of the total of 61 analyzed samples 10 were positive for detection of
DENV (0 to 6 days), with no positivity for CHIKV and ZIK (range 0-9 days). An immediate
clinical diagnosis and a molecular diagnosis with results in a reasonable time, could help the
epidemiological surveillance in the prevention and control of potential harms in the community.

Keywords: Dengue virus, Chikungunya virus, Zika virus, RT-rPCR.
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1 INTRODUCAO

A maioria das arboviroses constituem grave problema de saude publica em todo o
mundo, principalmente, nas regides subtropicais e tropicais por oferecem condicdes ecoldgicas
favordveis e apresentarem expressividade em morbidade e/ou mortalidade, neste sentido
destacam-se, dentre as arboviroses, a dengue, chikungunya e a febre do zikal234%,

O virus da dengue (DENV) apresenta caracteristicas antigénicas distintas devido a
quatro sorotipos diferentes (DENV 1-4), no entanto, assim como o virus da zika (ZIKV)
pertencem ao mesmo género Flavivirus e familia Flaviviridae, seus materiais genéticos séo
constituidos por uma fita simples de RNA de senso positivo, com aproximadamente 11kb de
comprimento. Sdo traduzidos em uma poliproteina que € clivada em trés proteinas estruturais,
a proteina C que constitui o capsideo que reveste o nucleocapsideo com forma icosaédrico, a
proteina E que forma o envelope estando relacionada com a entrada na célula hospedeira, a
fusdo lisossomal e a montagem viral, e a proteina prM que é precursora da membrana formando
um complexo com a proteina E impedindo a entrada prematura do virus na célula, e cliva, ainda,
mais sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)67:89.10,

A glicoproteina E de envelope é composta por trés dominios relacionados ao processo
de neutralizacdo de diferentes anticorpos especificos e reagdo cruzada, ao centro da proteina o
dominio I (DI) e os dominios Il (DII) e Il (DII) subsequentes, que em conjunto com as
proteinas de membrana prM desencadeiam a resposta imune do hospedeiro, portanto
consideradas as mais imunogénicas®’#9,

Embora muitos estudos descrevam a replicacdo flaviviral ocorrendo no citoplasma da
célula hospedeira, um estudo tem sugerido que o nucleo celular poderia abrigar os antigenos do
ZIKV, no entanto, as informac@es sobre a patogénese, ainda, sdo pouco conhecidas, acredita-
se que repliqguem-se ao infectarem células dendriticas e, posteriormente, disseminando-se para
os linfonodos, corrente sanguinea, 6rgaos e tecidos!t1213.14,

Assim gue o sistema imune do hospedeiro reconhece a particula infectante do DENV,
os linfocitos B sofrem diferenciacdo em células secretoras de anticorpos e linfécitos B de
memoria. Na primeira infecgdo os anticorpos 1gG neutralizam o sorotipo, garantindo a protecao
a longo prazo, ao passo que, em uma segunda infeccdo, por um sorotipo diferente, reagem, a
curto prazo, subneutralizando o antigeno, esse mecanismo é conhecido como reacgdo cruzada, e
em alguns casos propicia 0 agravamento da doenca. Estudos apontam que h&d um aumento
consideravel de anticorpos IgM e IgG especificos de um Flavivirus reagindo de forma cruzada

para outro Flavivirus de um mesmo grupo®68915,
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O virus da chikungunya (CHIKV) é membro da familia Togaviridae e género
Alphavirus, seu € genoma constituido por uma cadeia simples de RNA, de polaridade positiva,
com tamanho aproximadamente de 12 Kb. Possui duas Fase de Leitura Aberta (ORF’s), a
primeira codifica quatro proteinas ndo estruturais, nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 e, a segunda codifica
trés proteinas estruturais C, P62 (madura em E2 e E3) e E1 que se associam como um
heterodimero, formando um dimero E1/E2 ou um trimero E1/E2/E3. A proteina estrutural C
forma o nucleocapsideo, a E1 realiza fusdo das membranas viral e hospedeiro, E2 liga-se ao
receptor da célula hospedeira responsavel pela diversidade de cepas virais, a E3participa na
montagem das particulas virais e 6k é incorporada durante o brotamento viral®7,

O CHIKYV tem tropismo por fibroblastos da pele, podendo infectar também células
dendriticas, macrdéfagos e monacitos, estas sinalizam ao sistema imune, que libera diversas
citoguinas pré-inflamatorias e anti-inflamatdrias (Interferons, Interleucinas e outras) para
limitar a disseminacédo viral. Com o decorrer essas células adentram na corrente sanguinea,
propagando-se diferentes tecidos e 6rgdos, dentre eles, cérebro, figado, articulagdes e tecido
musculart819. 20,

No Brasil essa triade representam um sério problema de salde publica devido,
principalmente, as condicGes favoraveis para a reproducdo do vetor (artrépode do género
Aedes). A transmissdo do virus ocorre durante o repasto sanguineo, a incubagdo no vetor dura
em média 10 dias, sendo virémico por toda vida. O periodo de incubagdo no homem infectado
por DENV dura em média de 5 a 7 dias do inicio dos primeiros sintomas, enquanto que, na
infeccdo por CHIKV em média de 3 a 7 dias, e na infeccdo por ZIKV em média 3 a 6 dias™>*>.

Estudos tem descrito a possibilidade de transmissdo do ZIKV por via sexual uma vez
que foi encontrado a presenca do virus em fluidos corporais (urina, saliva, sémem e fluidos
vaginais). Também é possivel ocorrer transmissdo associada a transfusdo sanguinea, uma vez
gue o RNA deste virus foi detectado em doadores de sangue assintomaticos durante um surto
entre 2013 e 2014, na Polinésia Francesa?!2223,

Em geral essas arboviroses apresentam manifestacGes clinicas inicias semelhantes
como: febre, cefaleia, dor retro orbital, mialgia, artralgia, nduseas, vomitos, calafrios, erupcao
da pele, leucopenia e trombocitopenia. O DENV circula desde a década de 80, com surtos
anuais, podendo manifestar-se de forma assintomatica ou quando sintomatica podendo ser
caracterizada em trés fases clinicas: a fase febril € conhecida como a febre classica da dengue
(FD), a fase critica é caracterizada pela febre hemorragica da dengue (FHD) podendo evoluir
para a sindrome do choque da dengue (SCD) e ao 6bito se ndo tratada com rapidez, e a fase de

recuperacdo conhecida como periodo de convalescéncia. O CHIKV foi inserido em 2014
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causando epidemias e surtos, de uma doenca debilitante podendo cursar em intensa artralgia,
enquanto que o ZIKV ficou bastante conhecido no Brasil depois do surto em 2015, estando
associado as consequéncias mais graves da infeccéo pelo virus, com a Sindrome de Guillain-
Barré e varios casos registrados de microcefalia em neonatos no surto®4%242%,

No estado do Acre ha registros da circulagdo simultanea de DENV1-2, sem confirmacéo
para outro sorotipo, atualmente correm surtos anuais na regido principalmente de dengue
seguido de casos confirmados de chikungunya, enquanto que em novembro de 2015 foram
notificados os primeiros de zika, o que resultou de janeiro a maio de 2016 em 1.269 casos
suspeitos de zika?®.

Atualmente vacinas e medicamentos antivirais especificos ainda ndo existem para essas
arboviroses, o tratamento € sintomatico, com o uso analgésicos e antipiréticos, evitando-se o
uso de medicacdes que contenham salicilatos para evitar a indugio hemorragica®#262°,

Quanto ao diagndstico laboratorial pode ser realizado por métodos diretos e indiretos.
Na fase aguda da doenca os métodos diretos sdo mais eficientes, sendo possivel identificar o
genoma viral e seus componentes na amostra, tendo maior precisdo e especificidade, embora,
sejam menos acessiveis a sua realizacao devido aos altos custos para a realizacao. Ja os métodos
indiretos séo uteis apds o periodo de viremia, quando o sistema imune do individuo ja produziu
anticorpos IgM ou 1gG, estes testes possuem alta sensibilidade e baixa especificidade, sendo
mais acessiveis devido ao baixo custo para a sua realizagio®2%2’.

Dentre as técnicas empregadas destacam-se as técnicas sorologicas e moleculares, entre
as mais usadas temos 0s ensaios imunoenzimaticos para captura de IgM (MAC ELISA) e de
IgG (G-ELISA), os testes rapidos imunocromatografos atuam detectando IgM, 1gG ou
capturando antigeno viral NS1, e para identificacdo do genoma viral a técnica mais conhecida
¢ a Reacdo em Cadeia da Polimerase de Transcri¢do Reversa (RT-PCR), podendo ser realizada
em um formato em tempo real (RT-rPCR) para detectar simultaneamente varios arbovirus, tais
como DENV, CHIKV e ZIK\V?820.29,

Os anticorpos IgM podem ser detectaveis no soro ou plasma com 3 a 5 dias do inicio
dos primeiros sintomas, atingindo niveis maximos em 7 a 8 dias, ap6s o sétimo dia ocorre a
soroconversao periodo mais confiavel para a deteccdo de anticorpos, com 1 a 2 meses vai
diminuindo a titulacdo. Enquanto que os anticorpos do tipo IgG podem ser detectaveis em
titulos muito baixos a partir de 4 dias, com pico em duas semanas perdurando por 2 a 3 anos
apo6s a infecgdo, o que possibilita a detecgio da doenca no periodo de convalescéncia?®-30:31:32,

O Antigeno NS1 esta presente na circulacdo sanguinea desde o primeiro dia de infecgédo

até o inicio da soroconversdo IgM para IgG (em média a soroconversdo inicia-se apds o sétimo
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dia), inclusive durante as reinfeccfes. O RNAvV pode ser encontrado no periodo de viremia da
doenga em média de 0 a 5 dias do inicio dos primeiros sintomas, na urina permanece por mais
de 10 dias e no sémen por mais de dois meses3334,

Os métodos soroldgicos variam em sensibilidade e especificidade, em regides
endémicas com circulacdo simultanea de diferentes arboviroses, podem ocorrer reacgoes
cruzadas, obtendo-se varios resultados falso-positivos, sendo necessario outros testes para
confirmacdo. As técnicas moleculares sdo mais precisas e especificas tornam-se importantes
para a detecgdo confiavel>*?°,

O diagnostico clinico imediato aliado ao uso de técnicas de diagndstico molecular
preciso e especifico podem confirmar definitivamente os virus e sorotipos circulantes e as
regibes endémicas, auxiliando a vigilancia epidemioldgica na antecipacdo de medidas

preventivas e de controle de potenciais agravos na comunidade®,
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS DA DENGUE

2.1.1 Classificagdo

Considerado um arbovirus (ARthropod BOrne VIRUS), pois é transmitido por
artropodes, 0 DENGUE VIRUS (DENV) pertence a familia Flaviviridae e género Flavivirus e,
ha 4 sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, e todos podem causar tanto a forma
classica da doenca quanto formas mais graves 8936:37:38

A recombinacéo de genotipos ou subtipos diferentes em um mesmo hospedeiro tem sido
registrado em todos os 4 sorotipos e, embora 0s torne mais eficientes para adaptar-se, nao
significa que formam quasiespecies, mas sim diversidade genética®’?.

Este género tem mais de 70 espécies virais distribuidas em todo o mundo,
principalmente em regides de clima tropical e subtropical podendo causar diversas doencas de

forma endémica, sendo, por tanto, de grande relevancia para a satde publica’®,

2.1.2 Estrutura genémica

Sua morfologia é esférica com aproximadamente 40-50 nm de didmetro, o seu genoma
possui um nucleocapsideo icosaédrico composto por um capsideo (C) envolto por uma
membrana lipoproteica (M) derivada da célula hospedeira, com proteinas pré-membrana (prM)
e de membrana e do envelope (E). A particula viral completa tem uma densidade de 1,19 a 1,23
g/ml, podendo ser inativada por radiacédo ultravioleta (UV), aquecimento a 56° C por 30 minutos
ou, ainda, por solventes lipidicos como, éter, ureia, aldeidos, lipases, proteases, cloroférmio e
desoxicolato'-1°,

E constituido por RNA simples de fita Gnica com sentido positivo, com
aproximadamente 11 Kkilobases (kb) de comprimento, dependendo do sorotipo tem
aproximadamente 10.700 nucleotideos e cerca de 3.400 aminoacidos (AA) e com uma Unica
fase aberta de leitura (ORF) onde codifica uma poliproteina e por meio de clivagem constitui 3
proteinas estruturais: a proteina C que forma o capsideo, uma glicoproteina prM precursora da
membrana da proteina M e a proteina E que formam o envelope e mais 7 proteinas nao
estruturais: (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B E NS5)82404142 (Figura 1).

O fator de viruléncia pode estar associado ha diversas regibes genicas com alta
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frequéncia de mutagdes sendo os genes para as proteinas prM, E, NS1 e NS3 relevantes na
infecciosidade®. A proteina C tem aproximadamente de 11 a 13 kDa e contém de 112 1 27
aminoéacidos, contribui na formacdo do complexo ribonucleoproteico empacotando o RNA, é
carregada positivamente com residuos de lisina e arginina nas extremidades C-nascente e C-
terminal, separados por uma regido interna hidrofobica, que atua como uma sequéncia sinal
para a translocagdo da prM para o interior do liimen do reticulo endoplasmético®®.

A glicoproteina prM com cerca de 75 aminoacidos, 22 a 26 kDa e precursora da proteina
M, é responsavel por impedir que a proteina E sofra reorganizacdo induzida por pH e fusédo
prematura pela via secretora. Seu segmento pr é clivado por uma protease celular furina,
permitindo que a proteina M forme um dimero e fique ancorada no envelope e finalmente pr é
liberado no extracelular. A maior proteina de superficie é a proteina E, tem cerca de 51 a 60
KDa, possui 12 residuos conservados de cisteina, participa na estrutura viral, liga-se ao receptor
celular do hospedeiro, sendo o principal alvo dos anticorpos neutralizantes, também tem se
observado mutagdes o que pode aumentar a viruléncia das cepas, dessa forma o gene E tem sido
0 mais utilizado em estudos médicos®84344,

Com 354 aminodcidos a glicoproteina NS1, 46KDa, é a primeira proteina ndo-estrutural,
pode ser encontrada no interior do reticulo endoplasmaético, associada a membrana celular e na
forma soldvel no meio extracelular, sendo alvo da imunidade humoral do hospedeiro*44,

NS2 tem duas proteinas NS2A com 218 a 231 aminoé&cidos e cerca de 22 KDa, contribui
no processamento de NS1, jA a NS2B tem aproximadamente 14,5 KDa, com 130 a 132
aminoacidos e, estd evolvido no processo da protease do complexo NS2B-NS3, por
conseguinte, NS3 (69 KDA) possui de 618 a 623 aminoacidos, interage com a proteina
receptora do hospedeiro, além de possuir atividade helicase e de protease. NS4A (16KDa) e
NS4B (27KDa) sdo proteinas hidrofébicas, podem atuar como co-fatores nos complexos de
replicacdo viral, no entanto, suas func@es, ainda, sdo desconhecidas. NS5 (103 KDa) com 900
a 905 aminodcidos, sendo a maior proteina dos Flavivirus, atua como RNA polimerase e RNA
dependente, além disso, participa na formacao do terminal 5> UTR do RNA740.16,

O DENV é flanqueado por duas regides ndo codificadoras, 5> UTR (~100 Pb) possui
uma haste com uma al¢a acima e uma ramificagéo lateral e participa junto com o complexo
NS3-NS5 e acdo da metiltransferase da NS5 na traducdo do genoma, engquanto que a
extremidade terminal 3 UTR (~450 Pb), possui uma haste-alga 3’ SL (Stem Loop) e diversos
elementos repetidos de CS1 (complementary or cyclization sequences) e formam complexo que

esta envolvido na transcricéo e replicagio do RNAS111213



21

Figura 1: Desenho esquematico da estrutura gendémica, processamento de poliproteina e
clivagem de proteinas do DENV

, > 11 kb ]

5' CAP 4 ORF =3 UTR

ESTRUTURAL = 340044 NAO ESTRUTURAL!
]_

e R b
O T = T e el

CpM E NSIxs2a2B NS3  4A NS4B NS5

Eh ? Protease nio identificada

prM I Clivagem protease NS2B-NS3
#Clivagem peptidase sinal
¥ Clivagem por furina

Fonte: Lindenbach, 2007, (Adaptado).

O DENV tem tropismo positivo por células fagociticas, dentre elas,
monaocitos/macrofagos, células de Langerhans e células dendriticas, no entanto, estudos tem
demonstrado infeccdo em linfocitos B, linfécitos T, células natural Killer, endoteliais,
hepatdcitos e neurdniost?4%4,

Liga-se a receptores celulares do hospedeiro por endocitose ao entrarem na célula
sofrem trimerizacdo da proteina E, devido pH baixo na regido pré-lissomal, em seguida ocorre
fusdo com a membrana celular e, por conseguinte liberando o nucleocapsideo no citoplasma,
entdo, 0 genoma, ja dissociado do capsideo, com uma Unica fita simples ORF de senso positivo
codifica uma poliproteina que é processada pela serino-protease viral (NS2B/NS3) responsavel
pela clivagem de proteinas ndo estruturais: NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/2K e
NS4B/NS5 e replicam o RNA viral na regido da membrana do reticulo endoplasmatico (RE) e,
a sinalase e furina do hospedeiro sdo responsaveis pela clivagem das proteinas estruturais:
ClprM, prM/E, E/NS1 e 2K-NS4B, as quais juntamente com 0 RNA participam na maturacao
e secre¢do dos virions maduros, que ocorre no complexo de Golgi e, séo liberados por exocitose.
Ainda €& desconhecido a enzima responsavel pela clivagem da proteina
NS1/NS2A%L4748(Figura 2).
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Figura 2: Ciclo de replicagdo do DENV
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Fonte: Sampatch, 2009, (Adaptado).

2.1.3 Fisiopatologia e Aspectos clinicos da doenca

2.1.3.1 Vetor

Aedes aegypti € um artropode da familia Culicidae com menos de lcentimetro,
encontrado em regides tropical e subtropical. Oriundo do Egito e, posteriormente, difundido
pelo mundo inteiro. No Brasil €, popularmente, conhecido como mosquito-da-dengue ou
mosquito rajado, sendo o principal transmissor do DENV. Possui uma coloragdo castanha-
escura, com abdomen escuro, podendo haver manchas branco-prateadas e suas pernas com
faixas brancas. Tem preferéncia diurna, principalmente, ao inicio e fim do dia e, as fémeas
pbdem seus ovos a margem superficial da agua, preferencialmente limpa, os mesmos, em fase
embrionaria podem sobreviver a desidratacdo por cerca de 1 ano. O ciclo de vida desde a
oviposicdo até a fase adulta € de aproximadamente 10 dias divididos em: ovo, 4 fases de larva,
pulpa e fase adulta, com vida média de 45 dias*®°05?,

2.1.3.2 Ciclo de transmissao
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O DENV, dentre outros virus, pode ser transmitido pelo dipitera Ae. albopictus, também
conhecido como mosquito tigre ou mosquito da floresta, adapta-se melhor em zona rural e a
volta das cidades, alimenta-se de sangue humano e de outros animais e a infec¢édo viral ocorre
principalmente no intestino médio, no entanto, a capacidade vetorial € menos eficiente, visto
que, o Ae. aegypti € altamente antropofilico, peridomiciliar e a infeccdo viral ocorre no intestino
médio disseminando para outros tecidos, ndo havendo um efeito patogénico direto para o
vetor®*2,

Tanto 0 macho quanto a fémea alimentam-se de néctar, seiva e sangue, podendo contrair
0 virus com o sangue de um hospedeiro em fase de viremica, 4 a 12 dias, apds um periodo de 8
a 12 dias ja sdo infectivos por toda a sua vida. No homem, o virus fica incubado de 2 a 15 dias,
com médias de 5 a 7 dias, quando surgem os primeiros sintomas da doenga®-2,

A fémea do Ae. aegypti é a principal transmissora dos sorotipos do DENV e de tantos
outros virus, seguida Ae. albopictus, ao serem fecundadas, necessitam de sangue para continuar
a maturacdo dos ovos, podendo ocorrer transmissao vertical. Por meio de sua proboscide realiza
succdo de sangue humano e, ao mesmo, tempo regurgitada secrecdo salivar com fatores de
anticoagulacdo, evitando que o alimento coagule, desse modo, 0 virus entra na corrente
sanguinea do hospedeiro, essa transmissdo e descrita como ciclo endémico/epidémico, ja no
ciclo enzootico/selvagem envolve diferentes espécies de dipitera e hospedeiro vertebrado

primata ndo humano®3***(Figura 3).

Figura 3: Ciclos de transmissdao do DENV
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Fonte: Whitehead, 2007, (Adaptado).
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2.1.3.3 Patogénese

Sabe-se que na infeccdo primaria por um mesmo sorotipo do DENV, a resposta imune
humoral ocorre de forma lenta e duradoura e, na infecgdo secundaria, a titulacdo de anticorpos
se elevam rapidamente, ambas infec¢des podem ser assintomaéticas ou sintomaticas com a
presenca da forma classica da doenca: Febre do Dengue (FD) e, mesmo, a forma grave: a Febre
hemorragica do Dengue (FHD) e, mesmo, Sindrome do Choque do Dengue (SCD)*%.

Ainda ndo esta bem claro os mecanismos pelo qual o virus causa a forma grave da
doenca, duas hipdteses tem sido propostas para explicar FHD/SCD, viruléncia do DENV e, a
infeccéo secundaria por um sorotipo diferente da primeira exposicao>>’.

Estudos apontam uma maior viruléncia de algumas cepas de determinados sorotipos,
sendo o DENV-2 altamente nocivo e, em regides endémicas pode ocorrer a coinfeccdo por
diferentes sorotipos e, mesmo, maltiplas espécies de arbovirus*>7:°8:59,

A hipotese da infeccdo secundaria (sequencial) sugere a existéncia de anticorpos
heter6logos antidengue da classe 1gG, adquiridos ativa ou passivamente (via placentaria) e, que
juntamente com a participacdo de linfocitos B e T atuam de forma cruzada entre sorotipos
diferentes, subneuttralizando epitopos, potencializando a infectividade (antibody dependent
enhancement, ADE) e possibilitando a entrada viral nas células com receptores Fc , resultando
em nivel elevado da carga viral €, como consequéncia podendo levar a FHD/SCD, esse
fendmeno imunoldgico é conhecido como “pecado antigénico original™°,

Em uma infeccdo secundéaria os linfocitos T de memdria entram em contato com
macrofagos infectados por sorotipo heterdlogo, tendo uma resposta imune cruzada, estimulando
a producdo de diversas citocinas pré-inflamatdrias e anti-inflamatorias e outros mediadores,
como consequéncia aumentam a permeabilidade vascular, a trombocitopenia, a hemorragia
contribuindo para a ocorréncia da FHD. O FNT-a, uma citoquina pro-inflamatéria, é
encontrado em niveis altos, influenciando na secrecdo de histaminas pelos basofilos, na
producdo de fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e Oxido nitrico (ON) contribuindo para o
aumento da permeabilidade vascular, do extravasamento de plasma, e da plaquetopenia,
enguanto, que a IL-6 elevada, uma citoquina anti-inflamatoria, atua como um pirdgenico e,

influenciando, posteriormente, na destruicdo de plaquetas®®®1.6283 (Figura 4).
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No entanto, essas hipdteses ndo esclarecem como casos de FHD/SCD podem ocorrer

em infec¢bes priméarias e, ndo ocorrer em infecgdes secundarias, surge a hipoOtese da

multicausalidade, integracdo de diversos fatores relacionados ao sorotipo, gendétipo e sequencia

de virus infectante, também, fatores relacionados ao hospedeiro, como a idade, com maior risco

para criangas e idosos, a etnia, com maior risco para brancos que negros, as doencas crénicas,

como a anemia falciforme, a asma brénquica, a diabetes mellitus e fatores genéticos e a fatores

relacionados ao ambiente epidemioldgico, como a densidade populacional, a densidade e

capacidade vetorial, a circulagdo viral e a suscetibilidade®?®® (Figura 5).

Figura 5: Teoria da multicausalidade
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Fonte: Guzman, 2009, (Adaptado).
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2.1.3.4 Manifestagdes clinicas e laboratoriais

Quando sintomatica, trés fases clinicas da doenca séo caracterizadas, a fase febril, a fase
critica e a fase de recuperagao®®.

A fase febril, conhecido como Dengue cléassico, é a forma mais comum da doenga,
manifestando-se com subita febre de 39°C a 40°C, associada a cefaleia, mialgia, artralgia e dor
retroorbitaria, podendo apresentar, ainda, anorexia, nauseas, vomitos e, mesmo, diarreia.
Aproximadamente, no terceiro dia da doenca surge exantema méaculo-papular, podendo atingir
face, trax e membros, gradativamente. Essa fase tem duragdo de terceiro a sete dias, com
periodo de defervescéncia, podendo haver hemorragias, destacando-se, as petéquias, 0 epistaxi
e a gengivorragia, seguido de prurido cutaneo e astenia. Aponta-se em exames laboratoriais a
trombocitopenia, a linfocitose e ligeiro aumento das provas hepaticas®°®.

Na fase critica, a FHD evolui apds a defervescéncia podendo surgir sinais de alarme,
como dor abdominal intensa e continua a palpagdo, vomitos persistentes, sangramento de
mucosa, hipotensdo postural, poliserosite (derrame pleural/pericéardio e ascite), policitemia e
letargia e/ou irritabilidade. Aos exames laboratoriais destaca-se a trombocitopenia inferior a
100,000 plaquetas/mm3, hipofibrinogénio e eritrocitosis acentuada. Com esses sinais e
sintomas a FHD pode ser classificada em varios graus®®*®*(Figura 6).

A FHD ¢é classificada em quatro categorias de acordo com severidade dos sintomas e
dos exames laboratorial, sendo que o grau Il e 1V caracteriza a SCD?¢:

Grau | — febre, cefaleia, dor retro orbitaria, mialgia, artralgia, “prova do lago” positiva,
leucopenia, trombocitopenia, sem evidencia de extravasamento plasmatico;

Grau Il — febre, cefaleia, dor retro orbitaria, mialgia, artralgia, “prova do lago” positiva,
hemorragia espontanea, trombocitopenia < 100.000, hematdcrito superior a 20% do valor
normal;

Grau 111 — faléncia circulatéria com pulso rapido e fraco, hipotensdo, agitacéo, pele fria
e viscosa, trombocitopenia < 100.000, hematocrito superior a 20% do valor normal e;

Grau IV — Choque profundo, com pressdo e pulso indetectaveis, trombocitopenia <
100.000, hematdcrito superior a 20% do valor normal.

Quando um volume de plasma é perdido devido a permeabilidade vascular pode se
instalar, rapidamente, a SCD e, em um intervalo de 12 a 24 horas ao 6bito ou a recuperacéo se
realizado terapia antichoque adequada. Na fase recuperativa ou periodo de convalescéncia,
pode ocorrer um rash cutaneo, o plasma extravasado € reabsorvido e a recuperacao clinica é

progressiva®>®,
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Figura 6: Evolugdo clinica e laboratorial da dengue
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Até o momento, ndo ha tratamento antiviral especifico para a dengue, e nem uma vacina
disponivel no mercado. A terapia € realizada com hidratacdo, repouso e medicamentos
paliativos para a febre e dor. Diversas estratégias estdo sendo realizadas para se prevenir a
infeccdo pelo DENV, desde o controle do vetor, desenvolvimento de métodos diagndstico mais

robustos e a elaboracio de uma vacina eficaz?>*,

2.1.4 Contexto historico e epidemiolégico

Cerca de 265 a 420 a.C, periodo da dinastia Chin, uma enciclopédia chinesa de doencas,
sintomas e remédios, ja havia descrito uma doenga conhecida como “4dgua envenenada”
associada a insetos voadores com sintomas semelhantes aos da dengue. Durante os séculos XV
a XIX, principalmente, com a expansao comercial € 0 aumento do comércio de escravos, o vetor
espalhou-se pelo mundo e, varios surtos de uma doenca similar a dengue est&o registrados. Em
1635 surto nas Antilhas Francesas, em 1699 surto no Panama, em 1779 surto no Egito, Cairo e
Indonésia, em 1780 surto na Filadélfia3’®,
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Estudos apontam que entre 1779 e 1916 ocorreram oito pandemias com duragao de trés
a sete anos, abrangendo a Africa, as Américas, a Asia, a Austréalia e a Europa. Os primeiros
surtos de dengue hemorragica surgiram em 1953 nas Filipinas, em 1958 na Tailandia e em 1960
no Vietnam, confirmando a circulacdo de varios sorotipos em uma mesma regido e
possivelmente atribuido as transformacgBes geoambientais causadas pela pos guerra
mundial®®®’.

Entre os anos de 1955 a 2007, estima-se que ocorreram mais de 50 milhdes por ano, de
casos de infeccbes por dengue, reportados em mais de 60 paises. Nas Américas Central e Sul,
entre as décadas de 60 e 70 houve erradicacdo do Ae. Aegypti, no entanto, com passar dos anos
as medidas foram descontinuadas, causando reinfestacdo com surtos ciclicos de a cada 3-5 anos,
destacando-se a epidemia em Cuba, em 1981, com manifestacdo da FHD/SCD resultando em
344.203 casos notificados e 158 ¢bitos?®°.

No Brasil, em 1982 foram registrados clinica e laboratorialmente os primeiros casos de
dengue sorotipos DENV-1 e DENV-4 na cidade de Boa Vista, Roraima. Em 1990 surgiu o
DENV-2, em 2001 o DENV-3 ambos na cidade do Rio de Janeiro. Atualmente circulam
simultaneamente os quatro sorotipos de DENV, com predominio do tipo DENV-48.59,

Em 2018, foram notificados 265.934 casos provaveis de dengue no pais, destes, 174.724
(65,7%) foram confirmados, sendo, 3.616 casos de dengue com sinais de alarme, 321 casos de
dengue grave e 155 6bitos. Em comparacdo ao mesmo periodo, em 2017, foram registrados
239.389 casos provaveis de dengue, 2.709 casos de dengue com sinais de alarme, 293 casos de
dengue grave e 185 @bitos. Evidenciam-se com as maiores taxas de incidéncia de casos
provaveis de dengue em 2018, as regides Centro-Oeste, com 635,9 casos/100 mil habitantes e,
0 Nordeste, com 118,5 casos/100 mil habitantes. Entre as Unidades da Federagéo, destacam-se
Goias, com 1.249,1 casos/100 mil habitantes, Rio Grande do Norte, com 679,5 casos/100 mil
habitantes e Acre, com 814,7 casos/100 mil habitantes’®.

No Acre, no ano de 2016 foram notificados 7.446 casos provaveis de dengue, destes,
750 (10%) confirmados, 4.538 (61%) descartados, 1.087 (15%) foram encerrados como
inconclusivos por terem excedido o tempo oportuno de encerramento (60 dias) e 1.071 (14%)
estdo em investigacdo aguardando confirmacdo ou descarte. Em comparagcdo a0 mesmo
periodo, em 2015, houve uma reducdo de 30% das notificacGes, foram notificados 10.672 casos,
destes, 4.495 (42%) confirmados, 5.634 (53%) descartado e 543 (5%) foram encerrados como
inconclusivos. N&o houve registro de FHD/SCD e 6bito?’. Com relagio ao sorotipo circulante,
em 2016, foram identificados 20 casos de DENV-2, sem confirmag&o para outro sorotipo e, em

2015, 4 casos identificados de DENV-1, sem confirmag&o para outro sorotipo’?.
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2.2 VIRUS DA CHIKUNGUNYA

2.2.1 Classificacdo

O virus da chikungunya (CHIKV) e do género Alphavirus da familia Togaviridae,
estando no grupo Alphavirus do velho mundo, pertencente ao complexo de virus da floresta de
Semliki, com base nas caracteristicas genéticas e antigénicas semelhantes, sendo considerado

uma arboviroset617:18.72,

2.2.2 Estrutura genémica

Mede aproximadamente 65-70 nm de didametro em forma esférica. Possui capsideo
icosaédrico composto por 240 mondmeros de proteinas e, uma envelope lipidico revestido por
80 particulas proteicas agrupadas por heterodimeros de glicoproteinas (E1 e E2). Seu é genoma
constituido por uma cadeia simples de RNA de sentido positivo, com aproximadamente 12 Kb,
possui duas extremidades, 5’ limitada com uma 7-metilguanosina e na outra ponta a 3' com
poliadenilada. Existem duas ORF’s, a primeira codifica proteinas ndo estruturais, nsP1, nsP2,
nsP3 e nsP4 e, a segunda codifica proteinas estruturais C, P62 (madura em E2 e E3) e E1 que
se associam como um heterodimero, formando um dimero E1/E2 ou um trimero
E1/E2/E3'819.20.72(Figura 7).

A proteina nsP1 é necessaria para o encapamento viral, tem acdo enzimatica MTase,
podendo associar-se com proteinas de membrana. A nsP2 possui trés dominios: N-terminal
com acdo helicase, GTPase e ATPase, C-terminal atividade de protease cliva proteinas ndo
estruturais e o terceiro dominio tem acdo enzimatica MTase. A nsP3 necessaria para a sintese
de RNA e acredita-se estar associada a viruléncia. A nsP4 auxilia na replicacdo gendmica e
transcricdo subgendmica 26s1920:73.74,

A proteina estrutural C forma o nlcleocapsideo, a E1 realiza fusdo das membranas viral
e hospedeiro, E2 liga-se ao receptor da célula hospedeira responsavel pela diversidade de cepas
virais, a E3 participa na montagem das particulas virais e 6k é incorporada durante o brotamento

viral’®"4,
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Figura 7: Estrutura Gendmica do CHIKV
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Fonte: Weaver, 2015, (Adaptado).

2.2.3 Fisiopatologia e aspectos clinicos da doenca

O CHIKY possui um Unico sorotipo e, trés gendtipos conhecidos, o gendtipo Ocidental
ou do Oeste Africano (WAT) Oriental ou do Leste/Centro/Sul Africano (ECSA) e o gendtipo
Asidtico e a Linhagem do Oceano Indico (IOL). Diversos estudos tem associado diversas
manifestacdes clinicas neuroldgicas, doenca em neonatos e mesmo Obitos a Linhagem IOL,
sendo considerada bastante virulenta’®,

No ciclo de replicacdo, a proteina E2 liga-se ao receptor da celular hospedeira e sofre
endocitose. E1 libera um peptideo hidrofébico que se insere na membrana endossomal,
estimulando a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma que, posteriormente se desintegra
liberando o genoma, ligando aos ribossomos como RNAmM, dando inicio a traducdo de
proteinas, formando uma fita de RNA de sentido negativo que apés transcri¢do torna-se RNA
de senso positivo, entdo, as novas particulas virais sdo montadas e, posteriormente, uma nova
particula viral infectante ¢ liberada por exocitose!81920.74,

O CHIKV possui tropismo por fibroblastos da pele, infectando, também, células
dendriticas, macrofagos e mondcitos. As células infectadas sinalizam ao sistema imune, que
libera diversas citoquinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias (Interferons, Interleucinas e
outras) para limitar a disseminacédo viral. Com o decorrer essas células adentram na corrente
sanguinea, propagando-se diferentes tecidos e orgaos, dentre eles, cerebro, figado, articulagbes
e tecido muscula’">76.77,

O CHIKYV pode ser transmitido ao ser humano e outros animais pela picada de fémeas
infectadas dos mosquitos Ae. aegypti, habitualmente, peridomiciliar e do Ae. albopictus,

geralmente, em zona rural e peri-urbana. Existem casos de transmisséo vertical em intraparto



31

de gestantes virémicas e recentemente foi observado a presenca de CHIKV no leite materno,
podendo provocar infeccdo neonatal grave (atraso no desenvolvimento mental, paralisia
cerebral e microcefalia)* '8,

O periodo de incubacdo no homem, é em média de trés a sete dias com variacdo de um
a doze dias, com periodo de viremia de até dez dias com média de dois dias antes do inicio dos
primeiros sintomas, perdurando por mais oito dias. A incubagdo no vetor dura em média dez
dias, sendo virémico por toda vida®®8?,

Cerca de 70% dos pacientes infectados pelo CHIKV, desenvolvem sintomas quando
comparados as demais arboviroses. Os sintomas na fase aguda ou febril sdo parecidos ao da
dengue, febre aguda (>39°C), cefaleia, ndusea, mialgia, artralgia ou poliartralgia acompanha ou
nio de edema e exantema com ou sem prurido, diferindo na intensidade da artralgia*8%8L,

Na fase subaguda, geralmente, a febre desaparece e a artralgia pode persistir ou agravar,
incluindo poliartrite distal e tenossinovite hipertréfca subaguda em falanges, punhos e
tornozelos levando a Sindrome do tanel do carpo. Além disso, pode surgir lesGes purpdricas,
vesiculares e bolhosas*828,

A fase grave acomete, com maior frequéncia, criangas, idosos com mais de 65 anos e
pacientes com comorbidade associadas (histéria de convulsdo febril, diabetes, asma,
insufciéncia cardiaca, alcoolismo, doencas reumatoldgicas, anemia falciforme, talassemia e
hipertensdo arterial sistémica)*®. E caracterizada por persisténcia dos sintomas da fase
subaguda, principalmente a dor articular (com ou sem edema), a dor musculoesquelética, a dor
neuropatica, a limitacio de movimentos, sindrome do tunel do carpo®84,

Em alguns casos pode ocorrer, ainda, uma forma atipicas da doenca, com manifestaces
clinicas neuroldgicas (meningoencefalite, encefalopatia, convulsdo, sindrome de Guillain-
Barré, Sindrome cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias), oculares (neurite Optica,
iridociclite, episclerite, retinite e uveite), cardiovascular (miocardite, pericardite, insuficiéncia
cardiaca, arritmia e instabilidade hemodindmica), na pele (hiperpigmentacdo por
fotossensibilidade, dermatoses vesiculo bolhosa e ulceracGes aftosa-like), nos rins (nefrite e
insuficiéncia renal aguda) e outros (discrasia sanguinea, pneumonia, insuficiéncia respiratdria,
hepatite, pancreatite, sindrome da secrecdo inapropriada do horménio antidiurético e
insuficiéncia adrenal)*81828°,

Ainda ndo existe tratamento antiviral especifico para chikungunya, a terapia € paliativa,
com hidratacéo, repouso e a administracdo de dipirona ou paracetamol e, em alguns casos
tramadol. N&o é indicado os anti-inflamatorios ndo hormonais (AINH) devido ao risco de

sangramento aumentado®*81:8283.85,
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2.2.4 Contexto histdrico e epidemiolégico

A palavra Chikungunya é proveniente da lingua banto de grupo étnico da provincia
MaKonde (Tanzéania), refere-se posi¢do curva do paciente devido a dor articular debilitante,
durante um surto febril em 1952. Desde entfo, infectou pessoas na Africa, Asia, Europa e as
Américas®>,

O primeiro caso autoctone nas Américas foi relatado em 2013, na Ilha de Saint Martin.
No Brasil foi descrito em setembro de 2014 no estado do Amapa e, posteriormente, um genotipo
diferente foi identificado no estado da Bahia®" 2,

Em 2017, foram registrados 185.593 casos provaveis de chikungunya em comparacéo
com 87.687 casos provaveis registrados no pais em 2018, uma incidéncia de 42,1 casos/100 mil
habitantes, destes, 68.962 (78,6 %) foram confirmados e 26.771 foram descartados. A regido
Sudeste apresentou 0 maior nimero de casos provaveis com 52.966 (60,4%) casos em relacdo
ao total do pais, seguido das regiGes Centro-Oeste com 13.862 (15,8 %) casos, Nordeste com
11.287 (12,9 %) casos, Norte com 9.315 (10,6 %) casos e Sul com 257 (0,3 %) casos. Em 2018,
foram confirmados laboratorialmente 39 Obitos, e existem 42 Gbitos sob investigacdo, no
mesmo periodo, em 2017 foram 192 dbitos e existem 37 sob investigacdo.

No estado do Acre, em 2016 entre as semanas epidemioldgicas 1 a 18 (03/01/2016 a
07/05/2016) foram notificados 844 casos suspeitos de febre chikungunya, destes, 656 (78%)
casos foram na cidade de Rio Branco. Em comparacdo, no mesmo periodo de 2015 nenhuma
notificacdo foi registrada para chikungunya?’.

A partir de mar¢o de 2016 o Laboratério Central de Saude Publica — LACEN, passou a
realizar sorologia para deteccdo do anticorpo IgM para o diagndstico de CHIKV. Das 407
amostras enviadas, 29 (7%) foram reagentes, 361 (89%) nao reagente, 10 (2%) indeterminado
e 07 (2%) ndo foram testadas. As amostras coletadas anteriormente a esse periodo foram

analisadas no o Laboratorio de referéncia da Regido Norte Instituto Evandro Chagas?’.
2.3 VIRUS DA ZIKA
2.3.1 Classificacdo
O virus da zika (ZIKV) € considerado uma arbovirose emergente, pertence ao género

Flavivirus e a familia Flaviviridae, estando relacionado com os virus da dengue, febre amarela,

virus do Nilo Ocidental e encefalite japonesa® .
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2.3.2 Estrutura genémica

O ZIKV possui RNA de fita simples e senso positivo, tem aproximadamente 11kb de
comprimento, contendo 10.794 nucleotideos que codificam 3.419 aminoacidos. Dentre as 3
proteinas estruturais (C, prM e M) e as 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5) a mais imunogénica (Figura 1), do ZIKV é a glicoproteina E, que é
dividida em trés dominios (DI, DIl e DIII), importantes no processo de neutralizacéo e reacao
cruzada, sendo que todos apresentam elevada afinidade por diferentes anticorpos

especificos®®9091,

2.3.3 Fisiopatologia e aspectos clinicos da doenca

Embora muitos estudos descrevam a replicacdo flaviviral ocorrendo no citoplasma da
célula hospedeira, um estudo tem sugerido que o nucleo celular poderia abrigar os antigenos do
ZIKV™. As informaces sobre a patogénese, ainda, sdo pouco conhecidas, acredita-se que
repliquem-se ao infectarem células dendriticas e, posteriormente, disseminando-se para 0S
linfonodos, corrente sanguinea, 6rgéos e tecidos®>%,

A transmissdo do ZIKV ocorre por meio da picada de mosquitos do género Aedes, tendo
sido o virus isolado em espécies como, Ae. africanus, Ae. aegypti e Ae. hensilli mantendo o
ciclo enzodtico. No ser humano o Ae. aegypti e o Ae. albopictus tornam-se potencial vetor na
transmiss&o®94%,

Diversos estudos apontam presenca de ZIKV em fluidos corporais (urina, saliva, sémem
e fluidos vaginais) que podem estar envolvidos na transmissdo por via sexual?l. Também é
possivel ocorrer transmissdo associada a transfusdo sanguinea, uma vez que o RNAv foi
detectado em doadores de sangue assintomaticos durante um surto entre 2013 e 2014, na
Polinésia Francesa®®.

Foi detectado RNAvV no leite materno de duas maes infectadas pelo ZIKV, mas nédo
houve replicacdo viral na cultura de células. Ndo existem, até o momento, estudos que
descrevam transmisséo pelo leite materno?.

O periodo de incubacdo no homem varia entre 3 a 12 dias apés a picada do mosquito,
0s primeiros sintomas podem iniciar entre 3 e 6 dias. Durante esta fase € possivel realizar o
diagnostico especifico para ZIKV pelo RT-rPCR, iniciado o periodo de viremia surge 0s
anticorpos IgM, podendo ser realizado testes soroldgicos®*.

As manifestacdes clinicas podem variar dependendo da localidade, inicialmente os
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sintomas sdo semelhantes aos de outras arboviroses, sem maiores complicacdes. A febre é
baixa, podendo chegar, em alguns casos, a 39°C cedendo de 1 a 2 dias apds o surgimento de
exantema, que persiste de 2 a 14 dias, além disso, € referido mialgia, artralgia e dor lombar
discretas e conjuntivites, geralmente, sem secrecdo purulenta. Anorexia, nauseas, vomitos,
vertigem e dor retro orbital podem surgir de forma inespecifica. Ainda h& poucas informacdes
sobre as alteragdes hematoldgicas, embora, haja relatos de casos que descrevem um aumento
da desidrogenase latica e da proteina C reativa e discreta leucopenia e trombocitopenia®’.

Outras manifestacdes estdo sendo observadas em associacdo com a infecgédo por ZIKV.
Em 2013, na Polinésia Francesa, durante um surto de infecgdo por ZIKV, foi registrado um
aumento na prevaléncia de casos de Sindrome de Guillain-Barré (SGB. Em outubro de 2015,
na regido nordeste do Brasil, durante um surto de ZIKV foi observado durante a gestacdo,
defeitos congénitos, insuficiéncia placentaria, restricdo de desenvolvimento intrauterino, morte
fetal, e aumento no ndmero de casos de recém-nascidos com microcefalia®. Esta é
diagnosticada apds o nascimento pela medida do perimetro cefélico, no sexo feminino, sera <
31,5 centimetros, e no sexo masculino < 31,9 centimetros. Em caso de microcefalia grave o
perimetro cefalico e menor ainda (Figura 8)%. Com relacio a coinfeccdo, em 2014, na Nova
Catalunha foram descritos dois casos coinfecgdo de DENV e ZIKV®°.

No momento ainda ndo existem vacinas e nem medicamentos antivirais especificos, o
tratamento € sintomatico, com o uso analgésicos e antipiréticos, deve-se evitar medicacdes que
contenham salicilatos para evitar a inducdo hemorragica. Os suspeitos de SGB devem ser
monitorados em unidades de terapia intensiva, podem ser empregados a plasmaferese ou
imunoglobulina hiperimune intravenosa, os casos de microcefalia devem ser acompanhados por

profissionais preparados®2*,

Figura 8: Comparacao do perimetro cefalico em recém-nascidos com microcefalia
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Recém-nascido com perimetro Recém-nascido com Recém-nascido com
cefalico considerado normal microcefalia microcefalia grave

Fonte: Center of Disease Control and Prevention (CDC - EUA, 2016, Adaptado).



35

2.3.4 Contexto histdrico e epidemiolégico

O ZIKYV foi isolado pela primeira vez, em 1948, em um macaco sentinela Reshus,
durante pesquisa sobre a febre amarela da selva, na Floresta de Zika, Uganda. Em 1948 o virus
foi isolado em mosquitos da espécie Aedes africanus, na mesma floresta. Em 1956 estudos
demonstraram que o Ae. aegypti, alimentado artificialmente, transmitia o virus para macacos e
ratos?.

Estudos realizados na Nigéria, durante 1968 e 1971-1975, isolaram o virus de humanos,
40% tinham anticorpos neutralizantes. Casos foram relatados na Indonésia durante o ano 1977-
1978, e reapareceu novamente em um surto na Micronésia em 2007 com 49 infectados!*3, Em
2013 ressurgiu na Polinésia Francesa com cerca de 300 pacientes infectados®,

No Brasil, durante maio de 2015, o primeiro caso foi notificado como uma doenca
exantematica, devido a semelhanga dos sintomas com o da dengue, caracterizada como
“Sindrome Dengue-Like”®. Em 2017, foram registrados 17.593 casos provaveis de doenca
aguda pelo virus Zika no pais, em comparacao a 2018 foram registrados 8.680 casos provaveis,
destes, 3.984 (45,9%) casos foram confirmados, sendo que a regido Sudeste apresentou o maior
namero de casos provaveis com 3.149 casos (36,3%), seguido das regides Nordeste com 2.425
casos (27,9%), Centro-Oeste com 1.733 casos (20,0%), Norte com 1.326 casos (15,3%) e Sul
com 47 casos (0,5%) .

No estado do Acre, 0s primeiros casos suspeitos de zika foram notificados em novembro
de 2015, o que resultou em 42 casos suspeitos até inicio de janeiro de 2016, todos no municipio
de Rio Branco. Em 2016 de janeiro a maio registrou-se 1.269 casos suspeitos distribuidos nas
cidades de Acrelandia, Bujari, Capixaba, Cruzeiro do Sul, Epitaciolandia, Feijo, Manuel
Urbano, Placido de Castro, Porto Acre, Senador Guiomard, Sena Madureira, Xapuri, Rio
Branco e Tarauacd. Do total entre os anos de 2015 e 2016, 14 (1%) dos casos foram confirmados
pelo Instituto Evandro Chagas, 1 caso confirmado pelo laboratério LABCO NOUS, 17 (1%)
descartados e 1.279 (98%) seguem em investigacdo epidemioldgica e ou laboratorial até o

momento?’.

2.4 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL DAS ARBOVIROSES

2.4.1 Diagnostico clinico diferencial

A maioria das arboviroses tem manifestac6es clinicas iniciais similares, para tanto,
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foram categorizadas em sindromes clinicas: a sindrome febril, sindrome exantematica febril,
sindrome hemorrégica febril, sindrome dolorosa abdominal, sindrome do choque e a sindrome
meningea?+>°8,

No entanto, com o decorrer do tempo, podem levar a sintomas especificos, em casos de
dengue pode manifestar-se como um dos primeiros sintomas a febre intensa, podendo evoluir
para FHD e, mesmo, a SCD. A artralgia crénica se manifesta, geralmente, nos casos de
chikungunya, podendo conduzir a incapacidade persistente. Nos casos de zika estudos tem
descrito diversos acometimentos neuroldgicos como a SGB e as malformacg6es congénitas. Dai
um diagnostico diferencial, rapido e preciso se torna essencial para que o paciente inicie o

tratamento imediatamente (Tabela 1)%4>%°

Tabela 1: Diagnostico diferencial das sindromes febris.

Manifestagéo Dengue Chikungunya Zika
clinica/laboratorial
Intensidade da febre ++ +++ +/-
Exantema +(D5-D7) ++(D1-D4) ++++(D2-D3)
Mialgia ++ + +
Artralgia +/- +++ +
Dor retrorbital +++ + ++
Conjuntivites +/- - +++
Sangramentos ++ +/- -
Choque -+ - -
Plaquetopenia +++ + -
Leucopenia +++ ++ -
Lifopenia ++ +++ -
Neutropenia +++ + -
Acometimento + ++ +++
neuroldgico
Risco de morte +++ ++ +*
Evolugdo apos fase Fadiga Artralgia cronica

aguda
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Fonte: (Ministério da Saude. Dengue: Diagnostico e manejo clinico: adulto e crianca, 2016,
Brito e Cordeiro, 2016, adaptado).

+++=70-100% dos pacientes; ++=40-69%; +=10-39%; +/-=<10%; -=0%.

* Pode haver risco de morte nos casos neurologicos como a SGB decorrente de zika ou para

criangas com malformag0es congénitas graves.

2.4.2 Diagnostico laboratorial especifico

As arboviroses por terem sintomas iniciais inespecificos podem ser facilmente
confundidas, tornando o diagnostico clinico diferencial bastante dificil. Com isso faz necessario
o diagnostico laboratorial, principalmente, em regides endémicas onde ha circulacao simultanea
desses virus?®. Recentemente uma pesquisa realizada em Recife entre 2015 e 2016, constatou
que 60% dos pacientes com sintomas caracteristicos da dengue estavam, de fato, com
chikungunya ou zika. Isso demonstra que nem sempre a clinica do paciente reflete o real agente

infeccioso, dai a importancia do diagnostico laboratorial especifico®.

2.4.2.1 Diagnostico soroldgico e molecular

O diagnostico especifico das infeccdes por arboviroses pode ser realizado por métodos
diretos e indiretos. Na fase aguda da doenca os métodos diretos sdo mais eficientes, sendo
possivel identificar o genoma viral e seus componentes na amostra, tendo maior precisao e
especificidade, embora, sejam menos acessiveis a sua realizacdo devido aos altos custos para a
realizacdo. Ja os métodos indiretos sdo uteis apds o periodo de viremia, quando o sistema imune
do individuo ja produziu anticorpos IgM ou IgG, estes testes possuem alta sensibilidade e baixa
especificidade, no entanto, sdo mais acessiveis devido ao baixo custo para a sua realizago??
(Figura 9).
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Figura 9: Métodos de diagndstico laboratorial
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Fonte: Peelling et al., 2010, (Adaptado).

A técnica de isolamento consiste em inocular soro de pacientes, em periodo de viremia,
em linhagens celulares de camundongos ou de mosquitos (Ae. albopictus — clone C6/36), apds
0 virus ser isolado, é identificado por imunofluorescéncia, a partir de anticorpos monoclonais
especifico para o virus, a confirmag&o laboratorial pode viral variar de 7 a 12 dias?®2°.

Dentre os testes soroldgicos os métodos de inibigcdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo do
complemento (FC), teste de neutralizacdo (TN) requerem coleta de amostras pareadas e, além
disso, exibem alta reatividade cruzada?®?°. Ja os ensaio imunoenzimaticos para captura de IgM
(MAC ELISA) e de 1gG (G-ELISA), e os testes rapidos imunocromatografos atuam detectando
IgM, 1gG ou capturando antigeno viral NS1, atualmente estes tem sido 0s ensaios
imunoenzimaticos mais utilizados devido ao baixo custo e facilidade de execu¢do®®’,

A desvantagens dos testes soroldgicos € a elevada ocorréncia reagdes cruzadas,
principalmente, pelo DENV ap6s uma infeccdo secundaria com outras arboviroses do mesmo
género, inclusive de pessoas que ndo tiveram contato com o virus mas foram vacinados com a
febre amarela, gerando resultados falso-positivos?®°*2(Figura 10).
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Figura 10: Dindmica da resposta na infec¢do primaria e secundaria por DENV
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Fonte: Center of Disease Control and Prevention (CDC - EUA, 2018, Adaptado).

A deteccdo de &cidos nucleicos virais € realizada pela técnica molecular da Reacdo em
Cadeia da Polimerase de Transcricdo Reversa (RT-PCR), pode ser concebida em um formato
one step para detectar simultaneamente outros arbovirus, tais como DENV, CHIKV e ZIKV,
faz analises qualitativas e consisti em duas etapas principais: a transcricdo reversa do RNAv
em DNA de fita simples (cDNA) e a conversdo em DNA de fita dupla e sua amplificag&o®*’.
A RT-PCR em tempo real (rRT-PCR) € uma variacdo aprimorada do RT-PCR, faz analises
guantitativas do genoma viral nos fluidos organicos e consiste em apenas uma Unica etapa,
incluindo uma sonda e iniciadores (primers) que se ligam as regides dos genes de interesse3%,

Ambas técnicas de PCR tem alta precisdo e especificidade, no entanto, podem
apresentar reacdes cruzadas, falsos-negativo devido a pouca especificidade de primers para 0s
Flavivirus, alto custo dos kits comerciais, de equipamentos, pessoal especializado®:328%°7
(Tabela 2).
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos principais métodos soroldgicos e moleculares.

Método Vantagens Desvantagens

Ensaios soroldgicos Facil desempenho Reacdes cruzadas
Custo e automacao acessiveis Falsos-positivo
Alta sensibilidade

RT-PCR Alta especificidade Reacdes cruzadas
Alta precisao Falsos-negativos
Alto custo

Restrito a 12 semana

PCR em tempo real Alta especificidade Reacdes cruzadas
Alta precisdo Alto custo
Quantificacao viral Restrito a 12 semana

Rapidez na execucao

Menos falsos-negativo

Fonte: Peelling et al., 2010 (Adaptado).

Os anticorpos IgM podem ser detectaveis no soro ou plasma com 3 a 5 dias do inicio
dos primeiros sintomas, atingindo niveis maximos em 7 a 8 dias, ap6s o sétimo dia ocorre a
soroconversao periodo mais confiavel para a deteccdo de anticorpos, com 1 a 2 meses vai
diminuindo a titulacdo. Enquanto que os anticorpos do tipo IgG podem ser detectaveis em
titulos muito baixos a partir de 4 dias, com pico em duas semanas perdurando por 2 a 3 anos
apos a infeccdo, o que possibilita a deteccdo da doenca no periodo de convalescéncia® 34,

O Antigeno NS1 esta presente na circulagdo sanguinea desde o primeiro dia de infeccao
até o inicio da soroconversdo IgM para IgG (em média a soroconversdo inicia-se apds o sétimo
dia), inclusive durante as reinfeccdes®?.

O RNAV pode ser encontrado no periodo de viremia da doenca em média de 0 a 5 dias
do inicio dos primeiros sintomas, na urina permanece por mais de 10 dias e no sémen por mais

de dois meses***®(Figura 11).
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Figura 11: Esquema das opcdes de diagnostico pela dindmica da resposta imune
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Fonte: Center of Disease Control and Prevention (CDC - EUA, 2018, Adaptado).

O uso de técnicas de diagnostico molecular embora tenham alto custo, sdo consideradas
mais precisas e especificas para confirmar definitivamente o agente etiol6gico dessas sindromes
febris, dessa forma, poderiam ser identificado os virus e sorotipos circulantes e as regides
endémicas, auxiliando a vigilancia epidemiolégica na antecipacdo de medidas preventivas e de

controle de potenciais agravos na comunidade®®.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o diagnostico clinico e molecular das sindromes febris Dengue, Chikungunya
e Zika, atendidas em uma unidade de pronto atendimento de Rio Branco, Acre, no periodo de
dezembro de 2017 a fevereiro de 2018.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar o genoma viral do DENV, CHIKV e ZIKV no plasma de pacientes por
técnicas moleculares (RT-rPCR);
b) Descrever o diagndstico clinico por sintomas mais frequentes e faixa etaria mais

acometida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

As amostras de plasma sanguineo de 61 pacientes de qualquer idade e sexo, com
suspeita clinica de infec¢do por DENV, CHIKV ou ZIKV que foram atendidos em uma Unidade
de Pronto Atendimento da cidade de Rio Branco, Acre, no periodo de dezembro/2017 a
fevereiro/2018, foram incluidas neste estudo transversal. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Fundac&o Hospitalar Estadual do Acre sob protocolo
n® CAAE 62474816.1.0000.50009.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

As amostras foram coletadas na area de coleta de sangue da Unidade, e, posteriormente,
foram analisadas por RT-rPCR realizado pela equipe profissional do Laboratorio de Pesquisa
em Infectologia-LAPI do Hospital Universitario Professor Edgard Santos-HUPES em
Salvador, Bahia.
4.3 PARTICIPANTES
4.3.1 Critérios de incluséo

Foram convidados a participar deste estudo pacientes de qualquer idade e sexo,
atendidos na Unidade de Pronto Atendimento com suspeita clinica notificada pela vigilancia
epidemioldgica da unidade de pronto atendimento de infeccdo por DENV, CHIK ou ZIKV.
4.3.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos pacientes com suspeita clinica, diagnéstico e notificacdo de qualquer
outra suspeita de infeccéo viral ou fora do prazo de coleta oportuna, acima de 6 dias do inicio

dos primeiros sintomas da doenca, para diagnostico pelas técnicas moleculares (RT-rPCR).

4.4 COLETA DE DADOS
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Os participantes do estudo responderam a um questionario adaptado (Anexo 1) das
fichas de investigacdo de dengue e Chikungunya do Sistema de Informacéo de Agravos de
notificacdo do Ministério da Saude, 2016 (Brasilia, BR) com informacgdes clinicas e
epidemiologicas®.

Os testes soroldgicos para pesquisa de AgNS1, IgG e IgM, foi realizado pelo
Laboratdrio Central de Satde Publica do Acre — LACEN, os resultados foram disponibilizados
em ambiente virtual, Sistema de Gerenciamento de Atendimento Laboratorial (GAL), neste
trabalho observou-se estes resultados com o intuito de analise comparativa com os resultados

dos testes moleculares realizados.

4.5 COLETA, MANUSEIO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Para a analisar as amostras de cada paciente foram coletados aproximadamente 2 ml de
em sangue um Vacutainer BD com ETDA. Os plasmas foram obtidos por centrifugagéo a 3.000
rpm, durante 15 minutos, apds a centrifugacdo foram aliquotados em criotubos em um
recipiente contendo Gelox (Coolers-reusaveis a temperatura de -60°C) congelados e

armazenados em seguida no -80°C no laboratorio Charles Mérieux, até a extracéo.

4.6 DIAGNOSTICO MOLECULAR

Para verificar o diagnostico molecular foram realizadas a extracdo de RNA de plasma
sanguineo e ensaio de reacdo em cadeia de polimerase em tempo real (RT-rPCR). Os
procedimentos de teste seguiram as recomendacdes do fabricante.

4.6.1 Extracdo dos acidos nucleicos

Para extracdo dos acidos nucleicos dos virus foi utilizado o Kit High Puré Viral Nucleic
Acid (Roche, Basel, Suica), de acordo com as instrucdes do fabricante. Brevemente, 200 ul de
amostras de plasma foram tratados em um tampao de lise (contendo Proteinase K) em seguinte
misturado com uma solugéo de alta concentragdo de sais pipetado em cima de uma coluna de
silica e centrifugado para deixar o liquido passar e garantir o isolamento de RNA total. Apés a
ligacdo do RNA a coluna de silica, o sobrenadante foi removido por tampé&o de lavagem (60%

de alcool etilico). Apo6s as lavagens o RNA foi eluido em 60ul de 4gua ultrapura.
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4.6.2 Deteccao pela RT-onestep-g-PCR

Os 4cidos nucléicos extraidos foram analisados pela RT-onestep-g-PCR. Para
amplificar uma fita de RNA, foi necessario como primeiro passo a criacdo de uma coépia de
DNA dessa fita (cDNA) Pela enzima reverse transcritase e em seguida uma amplificacdo
exponencial usando uma Tag-Polimerase. Para esta reacdo foram necessarios dois primers
(oligonucleotideos de 18 até 30 pares de base de DNA). Um deles (Primer forward ou Primer
sense) faz parte da fita alvo e esta posicionado no comeco da sequéncia, que deveria ser
amplificada e o outro (Primer reverso ou anti-sense) faz parte da fita do complemento reverso
e marca o final da sequéncia amplificada. Na realiza¢do da producéo de cDNA apenas o primer
reverso € necessario.

Para realizar a g-PCR do tipo Tagman® foi necessario uma sonda (oligonucleotideo
especial marcado com dois fluor6foro). Esta sonda foi posicionada entre os dois primers
também como parte do genoma do virus como o primer forward, e possui aproximadamente 40
pares de base. Ela foi usada para quantificar os produtos de PCR depois de cada ciclo de
amplificagdo. No fim 5’ dessa sonda foi colocado um fluoréforo chamado “Reporter” e no fim
3’ um outro, que chama-se “Quencher”. O reporter foi estimulado com um raio de luz do certo
comprimento de ondas o que provocou a transformacéo da energia para um outro nivel de ondas
para emiti-las. Com o quencher proximo, ele absorve essa luz e o sinal n&o é emitido.

Na amplificacdo pelo PCR, a polimerase ndo pode fazer a conexdo com o fim 5’ da
sonda e comeca substitui-la, base por base pelos dNTP na solucdo de reacdo. O reporter e 0
quencher ficam soltos e estando livremente flutuando na solucéo. Nessa forma, o quencher ndo
absorbe mais a luz emitida pelo repdrter, e portanto a mesma esta medivel.

Utilizou-se o kit: “Superscript III® one step PCR Kit with Platinum® Taq-Polymerase”
da Invitrogen (Thermo-Fisher). A transcriptase reversa deste kit a “Superscript III” ¢ muito
termo - estavel e permitiu a producdo de cDNA até 58°C, o que facilitou a amplificacdo de
areas com muito G e C. A Tag-Polimerase foi bloqueada pelo anticorpo Platinum® para
prevenir, que comecasse a produzir fita no momento da pipetagem do méaster-mix ou durante a
reacao de transcriptase reversa. O anticorpo foi desnaturado depois da fase de RT com aumento
de temperatura a 94°C por 3 minutos. Em seguida foram realizados 45 ciclos de RT-rPCR. O
primeiro com desnaturacao das fitas duplas produzidas no ultimo ciclo da PCR e, em seguida,
alinhamento do primer até o final da sequéncia.

Cada oligonucleotideo possui uma temperatura de melting, o que significa que a

temperatura quando um mix hipotético de uma relacéo 1:1 do préprio oligonucleotideo e do
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complemento reverso dele estdo exatamente em 50% dos possiveis casos conectados e, em 50%
livre na solugdo. Normalmente, essa temperatura esté entre 55°C até 65°C, para prevenir que
um primer forward se conecte antes de uma sonda (neste caso, a polimerase vai prolongar o
primer e ocupar o espaco da sonda). Enquanto que a sonda foi desenhada com uma temperatura
de melting 10°C até 15°C maior do que o primer, garantindo que ela se conectasse antes do
primer sendo, portanto, digerida pela polimerase.

O mix de reacdo foi exatamente adaptado as necessidades de cada reacdo: tampao
contendo KCI, NaCl e MgCl. (ou MgS0Oa) nas concentracdes certas, mais os dNTP, os primers,
a sonda e alguns microlitros do eluato da extracdo, conforme detalhado na Tabela 3. O
equipamento usado para essas analises é o Real time PCR System 7500 da Applied Biosystems.

Tabela 3: PCR Mix para Chikungunya, Dengue e Zika.

Chikungunya virus Volume (uL) de uma

reacao
H20 livre de RNAse 3,25
ReactionMix: dNTPs (0,4mM) ,MgS04 (3,2mM) , Buffer
(2x) 12,50
RNase Inhibitor (40 U/ul) 1,25
ChikV-AS-F (10 uM) 0,75
ChikV-AS-R (10 uM) 0,75
ChikV-AS-P (10 uM) 0,50
SuperScript 111/ Platinum Tag Mix (25x) 1,00
RNA-Template 5,00
Master Mix 20,00
Volume total 25,00
Dengue virus Volume (uL) de uma

reacao
H20 livre de RNAse 2,25
ReactionMix: dNTPs (0,4mM), MgSO4 (3,2mM) , Buffer
(2x) 12,50
RNase Inhibitor (40 U/ul) 1,25
DenV-AS-F1 (10 uM) 0,50
DenV-AS-F2 (10 uM) 0,50
DenV-AS-R1 (10 uM) 0,40
DenV-AS-R2 (10 uM) 0,40
DenV-AS-R3 (10 uM) 0,40
DenV-AS-R4 (10 uM) 0,40
DenV-AS-P (10 uM) 0,40
SuperScript 111/ Platinum Tag Mix (25x) 1,00
RNA-Template 5,00
Master Mix 20,00

Volume total 25,00
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Zika virus Volume (pL) de uma
reacao
H20 livre de RNAse 3,25
ReactionMix: dNTPs (0,4mM), MgSO4 (3,2mM) , Buffer
(2x) 12,50
RNase Inhibitor (40 U/ul) 1,25
ZikaV-AS-F (10 uM) 0,75
ZikaV-AS-R (10 uM) 0,75
ZikaV-AS-P (10 uM) 0,50
SuperScript 111/ Platinum Tag Mix (25x) 1,00
RNA-Template 5,00
Master Mix 20,00
Volume total 25,00

A temperatura e o tempo da RT e de alinhamento como a concentracdo dos

oligonucleotideos e do Mg sdo caracteristicas para cada reacdo de PCR e foram definidos

durante a fase de otimizacdo da PCR descritos na Tabela 4.

Tabela 4: Ciclo térmico para reacdo de PCR de Chikungunya, Dengue e Zika.

Chikungunya

Temperatura Tempo Repeticdes Medida

50°C 10'

55°C 10'

94°C 3

94°C 20"

50°C 35" X45 Medida
Dengue

Temperatura Tempo Repeticdes Medida

50°C 10'

55°C 10'

94°C 3

94°C 20" « 45

56°C 35" Medida

Zika

Temperatura Tempo Repeticoes Medida

50°C 10'

55°C 10'

94°C 3

94°C 20" « 45

59°C 35" Medida

'minutos; "' segundos.



Os primers utilizados na reagéo estéo listados na Tabela 5.

Tabela 5: Iniciadores (primers) utilizados na RT-rPCR.
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Nome do Sequencia Posicédo
Primer

DENV-AS-F1  5°-CRG ATY TCT GAT GAA YAA CCA ACG-3* 087 — 110

DENV-AS-F2  5‘-CAG ATC TCT GGA AAA ATG AAC CAA CG-3¢ 087 —112

DENV-AS-P 5‘-FAM-CTW TCA ATA TGC TGA AAC GCG HGA 131-161
GAA ACC G-MGB-NFQ-3°

DENV-AS-R1 5‘-GAG AAT CTC TTC RCC AAC TGT G-3° 197 - 179

DENV-AS-R2 5‘-GAG AATCTCTTY GTC ARC TGT-3¢ 197 - 178

DENV-AS-R3  5°-GAG AATCTCTTC GTC AGC TGC T-3¢ 197 - 179

DENV-AS-R4 5°-GAG AAT CTC TTC ACC AAC CCY T-3¢ 197 - 179

CHIKV-AS-F  5-GACGTG TTG TAC GTM GAC GA -3' 2420 — 439

CHIKV-AS-R 5-GCATTT TGC CTT CGT AAT GCA ACG -3' 2672- 2649

CHIKV-AS-P  5-HEX-CCGAARCARTGCGGCTTCTTC AATATG 2522— 562
ATG CAG ATG AAA GT-BHQ-3'

ZIKV-AS-F 5- GAT TTG GAA ACG AGA GTT TCT GGT C -3 082 — 106

ZIKV-AS-R 5- CAT GRC CCAGCAGRAGTCC -3 212 — 230

ZIKV-AS-P 5-Cy5-TCCGGATTG TCAATATGC TAA AAC GCG 138 - 177
GAG TAG CCC GTG T-BHQ-3'

Posicdo referente a: DENV-Ref.Seq..NC 001474;10.826bp; CHIKV-Ref.Seq: NC

004162.2;10.794bp; ZIKV-Ref.Seq. NC 012532;10.794bp.
Abreviagoes: FAM: 6-Carboxyfluorescein; HEX: Hexagon; CY5: Cyanine5; MGB: Minor-
Groove Binder; NFQ: Non Flourescent Quencher; BHQ: Black Hole Quencher

A maioria das RT-PCR para estes virus, possuem oligonucleotideos degenerados, o que
significa, que eles tém um ou mais lugares onde se encontram bases diferentes. A IUB
(International Union of Biochemistry) desenvolve um cédigo de letras para identificar estes
locais e existem letras para qualquer combinagéo de duas, trés ou quatro bases. Por exemplo,
um dos primers forward da RT-PCR de Dengue, o DenV-AS-F1, possui trés lugares onde
existem outras bases em diferentes fitas. A fita: 5°-CRG ATY TCT GAT GAA YAA CCA
ACG-3‘pode ter no local do “R” um “A” ou um “G” e nos dois locais, onde tem o “Y” pode

ser um “C” ou um “T”.
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No primeiro passo de desenho dos oligonucleotideos, foi usado o software ACNUC da
Pble Rhéne-Alpes de Bioinforméatica da Franca, que permite a busca de sequencias em
diferentes bancos de dados. Neste estudo foi utilizado o “Genbank”. Foram buscados

principalmente genomas completos ou quase completos dos trés virus, conforme a Tabela 6.

Tabela 6: Quantitativo de fitas encontradas relacionadas ao genoma viral.

Nome do Virus Tamanho do genoma Tamanho das fitas Numero de fitas
(pares de base) na busca encontradas
CHIKV ~11.800pb >10.000pb 355
DENV ~11.700pb >10.000pb 1.732
ZIKV ~10.500pb >8.000pb 75

Fonte: Genbank, 2018.

Essas fitas foram revisadas (excluidas as fitas, que possuiam séries de “NNN”, tamanho
maior do que o genoma do virus) usando o editor de sequéncias BioEdit, versdo 7.2.5-2013, do
A.T.Hall 1999, salvas como arquivo fasta (.fst) e alinhadas pelo plugin “CLASTAL-Omega”
no software Seaview 64bit. Em segundo deste alinhamento esta realizada a primeira revisao
profunda para buscar fitas do complemento reverso (transformar para o cédon) ou fitas erradas
com muitos erros de sequenciamento, restos de plasmideos ou vetores, etc (retirar/excluir a
fita). Depois, todos os GAPs criados pelo software de alinhamento, estdo excluidos e o arquivo
novamente alinhado. Dependendo do tamanho da fita e da quantidade das sequencias, pode ser
necessario de repetir estes passos algumas vezes até sair um alinhamento limpo suficiente para
0S proximos passos.

Como o objetivo deste estudo € identificar o virus com alta sensibilidade e
especificidade, ndo foi necessario especificar uma area do genoma relacionada com alguma
funcdo. O interesse é encontrar uma area bem conservada e de tamanho correto no alvo, que
ndo exista em outros virus e também ndo em ser humano ou outros animais, devidamente
testados com essa analise. Essa busca esté realizada também no BioEdit usando as funcdes
“Create consensus sequence”, que usa um Threshold de 10% ou a fungdo “Create IUPAC
consensus in selected columns”, o que ndo usa um Threshold. A comparagao dos dois diferentes

consensus permite a escolha da melhor area para essa PCR. Dependendo do grau de variedade
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pode ser buscada uma sequéncia de 70 até 250 pares de bases, que seja a fita completa da PCR
ou para cada primer e cada sonda uma area separada nos casos, que o virus € muito variavel.

A sequéncia do “consensus” do oligonucleotideo ou da PCR completa, achada nessa
forma, foi usada em todas as combinac6es de bases possiveis para uma busca no BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) do NCBI (National Library of Medicine/EAU). Esta busca criou
para cada sequéncia dessas um resultado de até 20.000 fitas similares e no final sairam vérias
centenas de milhares de sequéncias. O banco desenvolveu uma técnica para avaliar essa grande
quantidade de fitas e classifica-las pela préopria frequéncia, dessa forma foi possivel de desenhar
todos os primers e as sondas dessas analises.

Como ultimo passo, foi avaliada a temperatura de melting das sequencias encontradas
pelo “Oligo Analyser Tool”. Nesse trabalho, como usamos as trés analises como multiplex PCR
(mais que uma PCR no mesmo tubo), todos os primers funcionaram com a mesma temperatura

de alinhamento, aproximadamente, 2°C a 3°C, abaixo da temperatura de melting.

4.7 ANALISE DOS DADOS

Os dados clinicos e laboratoriais foram registrados em um banco de dados na planilha
eletronica Microsoft Excel versdo 2013. A avaliagdo da frequéncia dos sinais e sintomas foi
realizada por meio do teste exato de Fisher, para as comparaces da médias foi utilizado teste
ndo paramétrico Kruskal-Wallis, paras estas analises estatisticas foi utilizado o software SPSS
20.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA), conforme apropriado.



51

5 RESULTADOS

As amostras de 61 pacientes com suspeita clinica de infeccdo por DENV, CHIKV ou
ZIKV, foram incluidos neste estudo. Suas caracteristicas clinicas estdo descritas na Tabela 7,
52% eram do sexo masculino e 47% feminino, com uma mediana de idade de 30 anos, com
intervalo de 0 a 78 anos. Prevaleceu a zona urbana (86,9%) e o municipio de Rio Branco
(93,4%) com maior nimero de casos registrados. O nivel de escolaridade fundamental

incompleto obteve maior indice (31,1%).

Tabela 7: Comparacdo das caracteristicas epidemioldgicas de pacientes com suspeita clinica
de infeccdo por DENV, CHIKV e ZIKV.

Caracteristicas Numero (Porcentagem)
Sexo
Masculino 32(52,5)
Feminino 29(47,5)
Idade (Anos)
0-10 10(16,3)
11-20 12(19,6)
21-30 7(11,4)
31-40 17(27,8)
41-50 8(13,1)
51-60 4(6,5)
61-70 1(1,6)
71-78 2(3,2)
Zona de Residéncia
Urbana 53(86,9)
Rural 8(13,1)
Municipio de Residéncia
Rio Branco 57(93,4)
Senador Guiomard 3(4,9)
Capixaba 1(1,6)

Escolaridade
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Ensino fundamental incompleto 19(31,1)
Ensino fundamental completo 7(11,4)
Ensino médio incompleto 3(4,9)
Ensino médio completo 16(26,2)
Ensino superior completo 6(9,8)
Sem escolaridade ou ndo soube responder 10(16,3)

As manifestac@es clinicas mostraram que dos 61 pacientes 52 foram diagnosticados com
suspeita clinica de dengue, 4 com suspeita de chikungunya, 5 com suspeita de infeccdo por
ambos os virus e ndo houve caso suspeito de febre do zika (Gréfico 1).

Grafico 1: Numero de casos suspeitos de infeccdo de DENV e CHIKV
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Os sintomas mais frequentes nos casos suspeitos de dengue foram febre (98,2%),
cefaleia (92,9%) e dor retro-orbital (71,9%), seguidos de nauseas (57,8%), mialgia (50,8%),
artralgia (47,3%), vomitos (26,3%), dor abdominal (22,8%), dor de garganta (17,5%) e
exantema, conjuntivites, edema e hipotenséo postural (5,2%). Enquanto que nos casos suspeitos
de chikungunya todos os pacientes tiveram febre (100%), cefaleia e conjuntivites (89%), dor
retro-orbital (78%), artralgia e nduseas (67%), mialgia (45%), dor de garganta (34%), dor
abdominal (22%), exantema, edema e hipotensdo postural (11%), ndo houve relato de vomito.
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Gréfico 2 — Representacdo grafica dos sintomas mais frequentes nos casos suspeitos de
infeccdo por DENV e CHIKV
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Do total de 61 amostras analisadas pelo LACEN, observou-se que 20 amostras foram

submetidas para deteccdo de IgM, 10 foram positivas para DENV, 1 positiva para CHIKV e 1

positiva para ambos os virus (alcance de 2 a 16 dias do inicio dos sintomas), 29 amostras foram

para pesquisa de AgNS1, 6 foram positivas para DENV (alcance de 0 a 6 dias do inicio dos

sintomas), ndo foi possivel realizar testes em 12 amostras devido & instabilidade que estas

amostras apresentaram. N&o houve andlises laboratoriais para ZIKV (Figura 12).

Figura 12: Esquema representativo de amostras analisadas por testes sorolégicos para

pesquisa de AgNS1 e IgM e valores absoluto e relativo de amostras positivas

‘ Total de Amostras Coletadas

ol
I 1
‘ 20 amostras ’ 29 amostras 12 amostras
anal Esadas analjsadas n3o analisadas
AgNS1
10 1 b 6
positivas || positiva || COINfeccdo || positiva
DENV/CHIK S
(50%) J|_ &%) %) | (21%) |

Fonte: GAL/LACEN-AC, dezembro/2017 a abril de 2018.



54

Para a realizacdo dos testes moleculares, foram extraidos os acidos nucleicos de 61
amostras de plasma e testadas pelo RT-rPCR. Do total de amostras testadas 10 (16,3%)
positivaram para DENV (alcance de 1 a 6 dias do inicio dos primeiros sintomas). Nao houve
deteccdo de CHIKV e ZIKV, a partir dos diferentes iniciadores utilizados. A descricdo dos

resultados estdo na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado dos testes de RT-rPCR com positividade quantificada.

Amostra Dias até a coleta =~ PCR-DENV PCR-CHIK PCR-ZIKV
Z-011 3 29,76 Negativo Negativo
Z-015 1 29, 24 Negativo Negativo
Z-018 2 25,66 Negativo Negativo
Z-020 1 24,22 Negativo Negativo
Z-025 2 43,59 Negativo Negativo
Z-027 3 24,58 Negativo Negativo
Z-033 3 23,43 Negativo Negativo
Z-045 6 32,60 Negativo Negativo
Z-052 1 22,13 Negativo Negativo
Z-054 4 29,14 Negativo Negativo

Vale ressaltar que as amostras Z-015, Z-018, Z-020, Z-033, Z-045 e Z-052 positivas
para PCR-DENV sdo as mesmas seis amostras positivas por pesquisa de AgNS1, ambos os
testes em tempo de coleta oportuna de 1 a 6 dias do inicio dos primeiros sintomas. Ja as amostras
Z-011, Z-025, Z-027 e Z-054 obtiveram resultados positivos para PCR-DENYV e negativos para
a sorologia.

Isso significa que das 10 amostras positivas para IgM anti-DENV nenhuma foi positiva
para PCR-DENV, e até mesmo a amostra de coinfec¢do para CHIKV e DENV foi negativa para
o PCR.

O teste foi realizado por meio de RT-rPCR One Step utilizando sonda e primers
especificos para detectar, 0 RNA destas arboviroses. Os primers eram homélogos para a regido
da proteina E de envelope do DENV, CHIKV e ZIKV.

A figura 13 mostra a positividade para DENV da amostra Z054 (Tabela 5) ao cruzar o

threshold no ciclo 29, enquanto que o controle negativo ndo cruza, indicando a néo-



contaminacé&o do teste.

Figura 13: Perfil do controle positivo para DENV
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6 DISCUSSAO

O presente estudo verificou o diagndstico clinico e molecular de pacientes que deram
entrada em uma unidade de pronto atendimento de Rio Branco, Acre, com suspeita de dengue,
chikungunya ou zika. Do total de 61 amostras de plasma testadas pela técnica de diagndstico
molecular (RT-rPCR), 10 amostras foram positivas para infeccéo pelo DENV, sem positividade
para a CHIKV e ZIKV. Nos resultados dos testes soroldgicos houve maior positividade para a
presenca de anticorpos IgM anti-DENV, seguido de AgNS1 e um caso de co-infeccdo por
DENV e CHIKV.

A faixa etaria mais acometida pertencia de 31 a 40 anos em todas as infec¢fes, grupo
com maiores chances de exposicdo ao mosquito, por estarem mais envolvidos em atividades e
serem ocupacionalmente ativo. Esta tendéncia foi observada em estudos semelhantes®°%53,

Estas sindromes febris foram ligeiramente mais prevalente nos homens ou que
procuraram em um numero maior a UPA. Embora, estatisticamente ndo houve diferenca
significativa, padrdo similar observado por outros pesquisadores®8:59:65:104

A soroprevaléncia maior em um grupo etario ou género pode indicar um provavel fator
de risco para infecgdo, podendo estar relacionado a atividade cotidiana e o local onde o
individuo frequenta habitualmente, por exemplo, escolar, trabalhador, aposentado, dona de
casal®®.

O municipio de Rio Branco apresentou 0 maior numero de casos suspeitos confirmados
laboratorialmente, Esta cidade é capital do estado do Acre, localizada na regido Norte do Brasil,
estando proximo aos estados de Rondbnia e Amazonas e limitado por paises vizinhos, a Bolivia
e 0 Peru. O fluxo de pessoas € intenso e, essa proximidade com paises endémicos, pode ser um
agravante para 0 aumento do nimero de casos.

Nos casos suspeitos de dengue sintomas como febre, cefaleia e dor retro-orbital foram
mais comuns quando comparados ao CHIKV, no qual febre, cefaleia e artralgia foram o0s
sintomas mais frequentes, ndo havendo casos suspeitos de zika. Esses achados clinicos
corroboram com outros autores®3%8:5963,

A comparagédo de sinais e sintomas mostrou que 0s pacientes apresentaram febre em
mais de 90% dos casos, embora, ndo observou-se manifestacdes clinicas mais severas. Em
algumas regides do pais, onde ha circulacdo de sorotipos diferentes de DENV, observa-se
manifestacdes de maior gravidade, como a FHD e mesmo SCD e, mal formagdes congénitas
relacionadas ao ZIKV, principalmente na regifo nordeste*!%%104,

Nem sempre a clinica do paciente reflete o real agente infeccioso, dai a importancia do



57

diagndstico laboratorial especifico. Entre 2015 e 2016, na cidade de Recife, foi realizado uma
pesquisa apontando que 60% dos pacientes com sintomas caracteristicos da dengue estavam,
de fato, com chikungunya ou zika. Desta forma tem-se a necessidade de um diagndstico mais
sensivel e especifico em tempo habil'%,

No estado Acre, em 2015, em uma amostragem, realizada pelo Instituto Evandro chagas,
foram identificados 4 casos de DENV-1 e, em 2016, 20 casos de DENV-2, sem confirmacéo
para outro sorotipo respectivamente71. Em relacao a zika, os primeiros casos foram notificados
em novembro de 2015, todos no municipio de Rio Branco e, posteriormente, difundido pelos
demais municipios 2":7%"1,

A avaliacdo do quadro clinico é de grande importéncia, visto que as manifestagdes
graves e atipicas devem ser conhecidas para realizar um conduta clinica e epidemiol6gica mais
adequada, caso contrario, pode gerar elevacdo dos indices de morbidade, com impacto nos
custos tanto na assisténcia e tratamento de pacientes'®’,

Na tentativa de obter resultados mais conclusivos, observou-se os resultados da analise
soroldgica realizada pelo LACEN-AC. O teste sorologico implica no ensaio imunoenzimatico
ELISA, é um dos métodos de escolha da maioria dos servigos publicos, por serem de baixo
custo e de facil realizacdo. A desvantagem é a elevada ocorréncia de reagdes cruzadas,
principalmente, pelo DENV apds uma infec¢do secundaria e, mesmo, com outras arboviroses
do mesmo género, inclusive de pessoas que ndo tiveram contato com o virus mas foram
vacinados com a febre amarela, gerando resultados falso-positivos®:3032°7,

Com relacdo a positividade detectada nas amostras, os resultados indicaram presenca de
DENV na maioria €, apenas uma amostra positiva para CHIKV, néo foi realizado pesquisa para
ZIKV. Vale ressaltar que uma destas amostras foi positiva tanto pela deteccdo de IgM anti-
DENV, quanto para a presenca de IgM anti-CHIKYV, caracterizando uma infeccdo mista. Casos
de infeccdo por mais de uma espécie de arbovirus em hospedeiro humano ou mosquito foram
descritos por diversos estudos em areas endémicas onde a co-infeccdo sdo mais comuns e,
podem ser facilitada pela competéncia vetorial em transmitir dois ou mais virus em uma
regigolo8100,

A co-infeccdo pode resultar em sintomas sobrepostos, o que dificulta o diagnostico e o
tratamento da doenca, estudos tem apontado como uma das causas do aumento da
infecciosidade ou a patogenicidade desses virus, podendo agravar o quadro clinico do
paciente! %1112 Entretanto, outros fatores devem ser considerados, como aqueles
relacionados ao proprio hospedeiro: idade, raca e enfermidades cronicas >,

Neste ponto, ressalta-se que para a amostra com co-infeccdo, durante as reacOes de
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Nested PCR com os iniciadores em Unica rea¢do para os trés virus ndo houve positividade,
provavelmente os titulos virais j& estivessem indetectaveis, embora, estudos apontam que o
RNAV pode ser encontrado no periodo de viremia da doenca em média de 0 a 5 dias do inicio
dos primeiros sintomas, em soro ou plasma, na urina permanece por mais de 10 dias e no sémen
por mais de dois meses®%,

Desta forma seria possivel detectar o material genético tanto no periodo virémico quanto
no periodo pos-viremia, no entanto, neste estudo foi possivel realizar apenas com amostras de
plasma. A desvantagem da RT-PCR em amostras de soro e plasma e baixa estabilidade do acido
nucleico viral't3,

Alguns autores alertam para os fatores que podem inviabilizar a detec¢cdo gendmica
viral, principalmente, compostos por RNA de fita simples, o que torna a molécula mais
suscetivel as variacOes de temperatura e a¢do enzimatica, podendo dificultar a deteccdo destas
molecular por PCR®:%¢,

Além disso, um grande nimero pacientes procuram a unidade de satde ap6s pelo menos
alguns dias de doenca, resultando em amostras com baixa carga viral ou mesmo sem virus
detectaveis por soro ou plasma para RT-PCR. Dai a necessidade dos métodos soroldgicos para
a continuidade como testes complementares, tendo em vista que tendem a ter muitos resultados
falso-positivos!4,

O diagnostico clinico imediato aliado ao uso de técnicas de diagnéstico molecular
preciso e especifico podem confirmar definitivamente os virus e sorotipos circulantes e as
regibes endémicas, auxiliando a vigilancia epidemioldgica na antecipacdo de medidas

preventivas e de controle de potenciais agravos na comunidade.

7 CONCLUSAO

As arboviroses constituem um grave problema de satde publica nas regides subtropicais
e tropicais por oferecem condi¢fes ecoldgicas favoraveis e apresentarem expressividade em
morbidade e/ou mortalidade. No Brasil a triade DENV, CHIKV e ZIKV representam um sério
problema de saude pablica devido em condicdes favoraveis para a reproducdo do vetor.

O uso de técnicas de diagnostico molecular embora tenham alto custo, sdo consideradas
mais precisas e especificas para confirmar definitivamente o agente etiologico dessas sindromes
febris, dessa forma, pode ser identificado os virus e sorotipos circulantes e as regides
endémicas, auxiliando a vigilancia epidemioldgica na antecipagdo de medidas preventivas e de

controle de potenciais agravos na populagéo.
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ANEXO

QUESTIONARIO DA PESQUISA

Participante (a): COD
Data de entrevista: _ /[ IDAD
Data de Nascimento: _ /_/  |ldade: __ [Sexo: (1) M (2) F SEXO
1. Municipio: MUN
2. Zona: (1) Urbana (2) Rural SITI
3. Area: (1) Quilombola (2) Indigena (3) Assentamento (0) Outro ARE
4. O(A) Sr.(a) ja frequentou/frequenta escola? (1) Sim (2) Ndo FREQ
5. Qual sua escolaridade? Grau: (1) Sem escolaridade ESC
(0) Outro:

6. Em sua opinido, qual a sua cor ou raga? COR

(1) Branca (2) Parda/mulata/morena (3) Negra (4) Amarela/oriental
(japonesa, chinesa, coreana) (5) Indigena (7) NS/NR

7. O(A) Sr.(a) é o chefe da familia? (1) Sim [ SLeHY) (2) Nao [(ESIECHEF

Q7.1)

7.1. Se ndo, qual o grau de parentesco?

(1) Pai / Mée (2) Conjuge (3) Filho(a) (4) Irmédo (a) (7) NS/ NR (8) NSA

PAREN

SRR (0) Outro;
8. Qual o sexo do(a) Chefe de Familia? (1) M (2) F (7) NS/NR SEXCH
9. Qual a escolaridade do Chefe de Familia? ESCCH

Grau: (0) Qutro: (1) Sem escolaridade

10. O (A) Sr.(a) / (Chefe da Familia) trabalha? (1) Sim (2) Néo (3)
Apos/Pensionista (7) NS/NR

TRCH

11. Vinculo Trabalhista? (1) Formal (2) Informal (7) NS/NR (8) Nao
trabalha (9) Apo/pensionista

FORM

12. Na casa tem luz elétrica? (1) Sim (2) N&o (7) NS/NR

LUZ

13. Qual o tipo de esgotamento sanitario da casa? (1) Rede publica (2) FossaESGOT

séptica (3) Fossa rudimentar (4) Vala/ Céu aberto (7) NS/NR
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14. De onde vem a agua que a familia utiliza? (1) Rede publica (2)ORIGAG
Pogo/Cacimba/Barreiro (3) Cisterna (agua da chuva) (4) Outro:
(7) NS/NR

15. Qual o tratamento da agua de beber? (1) Filtrada (2) Fervida (3) CloradaAGBEB

(4) Coada ou sem tratamento 5) Mineral (6) outro:

(7) NS/NR (8) NSA

16. Quantas pessoas que moram na casa? TOTPES
17. Data da notificacdo? DATNOT
18. Data dos primeiros sinais e sintomas? PRISINT
19. Agravo suspeito? (1) DENV (2) CHIKV (3) ZIKV AGSUSP

20. SINAIS E SINTOMAS

() febre () vomitos () edema () diarreia (') nduseas () dor abdominal () hiperemia conjuntival
() dor retrorbital () dor de garganta () tosse () cefaleia () extremidades frias () hipotensao
postural () pulso débil ou indetectavel () Artralgia () irritabilidade () sonoléncia () parestesia
() astenia () tremores () diplopia () viséo turva () coma () disfagia () disfonia () disartria ()

Sindrome Guillan Barré () exantemas () petéquias () prurido () bolhas vesiculares.




