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RESUMO

Nos ultimos anos, convivemos com episédios de surtos dos virus Dengue (DENV), Zika
(ZIKV) e Chikungunya (CHIKV). O Estado do Tocantins, que faz parte da Amazonia Legal,
testemunhou a maior epidemia de doencas virais até entdo. Este estudo teve como objetivo
determinar a incidéncia dos trés principais arbovirus por amostragem de soro de 180 pacientes
adultos (70% mulheres e 30% homens) internados no Hospital Regional de Gurupi na regido
Sul do Tocantins que atende cerca de 18 municipios incluindo popula¢ées indigenas. Apos o
preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi aplicado um questionério
e utilizado o teste imunocromatogréafico rapido em Dual Path Platform® (Kit TR DPP® ZDC
IgM / IgG - Bio-Manguinhos) para investigar, simultaneamente, imunoglobulinas M (IgM) e
G (lIgG) especificos contra DENV, ZIKV e CHIKV. Adicionalmente, foi realizada uma RT-
gPCR para ZIKV. Os resultados mostraram que 86,6% (156/180) foram IgG positivos para
DENV em algum momento de sua vida. Os testes para o ZIKV detectaram IgG em 47,7%
(86/180) dos pacientes. Para CHIKV, 3,3% (6/180) dos pacientes apresentaram anticorpos
IgG contra o virus. Além disso, 48,3% (87/180) apresentaram simultaneamente anticorpos
contra DENV e ZIKV. Em relacdo a deteccdo de anticorpos IgM, 9 pacientes foram positivos
para DENV, 06 para ZIKV e 06 para CHIKV. Assim, os resultados indicam que a infeccéo
pelo DENV é a mais comum na regido, seguida pelo ZIKV. Cabe salientar que os casos de
coinfeccdes de DENV e ZIKV podem ser devido a reacdo cruzada entre anticorpos detectados
no teste rapido utilizado na pesquisa. Dessa forma, das amostras sorologicamente positivas
para ZIKV, 58.1% (50/86) foram submetidas a testes de RT-gPCR para ZIKV, sendo 20%
(10/50) positivas. Embora ainda possa haver deteccdo cruzada de anticorpos contra DENV e
ZIKV, o RNA de ZIKV foi detectado, ressaltando aplicabilidade do teste na triagem de
pacientes suspeitos de arboviroses. A diferenciacdo da infeccdo por arbovirus é muito
importante para a pratica médica, pois muitos pacientes tiveram seus tratamentos realizados
para DENV, quando na verdade podem estar infectados por outro arbovirus.

Palavras-chave: Virus da Dengue, Zika Virus, Febre Chikungunya, Arbovirose, Prevaléncia



ABSTRACT

In recent years, we have experienced outbreaks of Dengue (DENV), Zika (ZIKV), and
Chikungunya (CHIKV) viruses. The State of Tocantins, which is part of the Legal Amazon,
witnessed the largest epidemic of viral diseases to date. This study aimed to determine the
diversity of the three main arboviruses in serum of 180 adult patients (70% women and 30%)
admitted to the Hospital Regional de Gurupi in the southern region of Tocantins, a place that
serves indigenous populations. After completing the Free and Applied Consent Term was
used the immunoglobulin test quickly in Dual Path Platform® (Kit TR DPP® ZDCGM / IgG
- Manguinhos) to simultaneously investigate specific immunoglobulin M (IgM) and G (1gG)
against DENV, ZIKV, and CHIKV. Additionally, an RT-gPCR for ZIKV was performed.
IgG1 results (86.6/180) were positive for DENV at the time of life. Tests for ZIKV detect 19gG
in 47.7% (86/180) of patients. For CHIKV, 3.3% (6/80) of patients had 1gG against the virus.
In addition, 48.3% (87/180) presented simultaneously against DENV and ZIKV. Regarding
the detection of IgM patients, 9 were positive for DENV, 6 for ZIKV, and 6 for CHIKV.
Thus, the results indicate that DENV infection is the most common, followed by ZIKV. Co-
infections cases of DENV and ZIKV can be due to a cross-reaction. Thus, the samples,
serologically positive for ZIKV (58.5/86) were submitted to ZIKV RT-gPCR tests, being 20%
(10/50) positive. In the detection of DENV and ZIKV cross-reaction, the ZIKV RNA was
detected, emphasizing the applicability of the test to patients suspected of arboviruses. To
medical patients, it is very important for clinical practice, as many had their medical
treatments performed for DENV, when in fact they may be infected by another arbovirus.

Keywords: Dengue virus, Zika Virus, Chikungunya Fever, Arbovirus, prevalence
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1 INTRODUCAO

Arbovirus é a denominacdo utilizada para designar os virus que podem ser
transmitidos ao homem por vetores artropodes (Arthropod-borne virus). Estes virus podem
infectar seres humanos ou outros animais por meio da picada hematofaga. Entre as mais de
545 espécies de arbovirus conhecidos, cerca de 150 causam doengas em seres humanos.
Constituem um grande desafio para os 6rgdos de regulacdo e combate a doencas visto que
mudancas climéticas e degradacao do meio ambiente favorecerem a amplificacdo, transmisséo
viral, além da transposicdo da barreira entre espécies. Os arbovirus que causam doencgas em
humanos e outros animais de sangue quente sd&o membros de diversas familias virais, entre
elas podemos citar Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae
(LOPES et al., 2014).

Se tornou um grande desafio, em todo o globo terrestre, o controle e combate ao
virus que ano apds ano tem provocado epidemias em diversas regides do planeta. A
Organizacdo Mundial da Salde expressa grande preocupacdo ao observarem a abrangéncia e
alcance das arboviroses, bem como os danos causados e numeros de vitimas frequentemente
alarmantes (WHO, 2009).

No Brasil, as arboviroses configuram um problema emergente e desafiador que
tem repercutido na salde publica nos casos de morbimortalidade em todas as regibes
geograficas do pais. No territdrio brasileiro, a deteccdo de circulacdo das arboviroses iniciou-
se em 1968, e vém aumentando os indices epidemioldgicos e as varia¢bes dos arbovirus, de
maneira que, em 2014, foi diagnosticada a triade arbovirética: causada pelos virus da dengue
(DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV).

Com a expansdo desse cenario, foram notificados em 2019, mais de um milh&o e
meio de casos provaveis apenas de dengue no pais, 0 que expressa uma taxa de incidéncia de
casos muito alta por 100 mil habitantes distribuidos em todos os Estados da federagdo, em
conjunto com os casos de Zika e Chikungunya.

O ano de 2018 foi marcante para o Estado do Tocantins pelo alerta do Ministério
da Saude publicado em meados de junho de 2018, que apontava 46 municipios tocantinenses
com risco de surto de DENV, ZIKV e CHIKV. Dos 139 municipios do estado, 78 realizaram
o levantamento de infestacdo do Aedes aegypti. Desse total, 14 estdo em risco de surtos
arbovirais e 32 aparecem em alerta, entre eles, a capital do Estado, Palmas. Foi o Estado com
maior numero de notificagdes da Regido Norte do pais. O volume de casos sofreu um

aumento expressivo entre os anos de 2018 e 2019 saltando de 2.874 casos para 14.088
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respectivamente, um ano aumento de 390% entre 2018 e 2019 (MINISTERIO DA SAUDE,
2019).

Em 2015 ocorreu um grande surto de arboviroses no Brasil, com um total de
1.650.000 notificacdes e 863 mortes. No Estado do Tocantins, presenciamos a maior epidemia
ja registrada, com 18.270 notificagdes de casos suspeitos de dengue, sendo que 5.895 deles
foram confirmados (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Dos 139 municipios do Estado, dez
foram notificados por autoridades no que diz respeito ao controle da dengue, sendo eles:
Palmas, Araguaina, Paraiso do Tocantins, Gurupi, Porto Nacional, Araguatins, Guarai,
Tocantin6polis, Colinas do Tocantins e Miracema do Tocantins. Embora a quantidade de
municipios corresponde a 7,2% dos municipios do Estado, estes sdo 0s maiores municipios,
correspondendo no total a 51,2% da populacdo do estado segundo o levantamento
populacional do IBGE de 2017 (IBGE, 2018).

E importante lembrar que, conforme a Lei Federal n° 1.806, de 06 de janeiro de
1953, o Estado do Tocantins faz parte de uma area que o Governo brasileiro denomina
Amazodnia Legal (Figura 01). A area corresponde a aproximadamente 5.217.423 km?, cerca de
61% do territério brasileiro. Esta area é formada por fauna e flora padrdo da Floresta
Amazodnica e sua extensdo abrange os territérios de nove estados: Acre, Amapa, Amazonas,
Para, Rondbnia, Roraima e parte dos estados de Mato Grosso, Tocantins e Maranhdo (CASA
CIVIL, 1953).

Nessa regido da Amazonia Legal se concentra uma populacdo indigena de cerca
de 250 mil indios. Tem importancia mundial visto que corresponde a 1/3 das florestas
tropicais Umidas do planeta e detém a mais elevada biodiversidade, 0 maior banco genético ja
registrado. Além disso, 20% da disponibilidade mundial de agua potavel estd nessa regido
(IBGE, 2011).
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Figura 1 - Mapa Politico da Amazonia Legal - A area corresponde a aproximadamente
5.217.423 km2, cerca de 61% do territorio brasileiro

Fonte: IPEA

Entre as arboviroses com infeccdo em seres humanos e que mais se destacam-no
Brasil temos o DENV, ZIKV e CHIKV e estdo amplamente disseminadas na regido da
Amazonia Legal, principalmente devido a presenca de diferentes vetores, incluindo o
mosquito Ae. aegypti. Ter informacdes a respeito do quanto essas arboviroses ja atingiram a
populacdo por meio de diagnostico preciso e confiavel é essencial para que o trabalho de
combate seja assertivo.

As técnicas de amplificacdo e deteccdo de acidos nucleicos estdo entre as
ferramentas mais valiosas na pesquisa biol6gica atualmente. Para algumas aplicacGes, a
detec¢do qualitativa de acido nucleico é suficiente. Outras aplicagdes, no entanto, exigem uma
analise quantitativa. A PCR em tempo real (JPCR) pode ser usada para analises qualitativas e
guantitativas. A transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) e
a de transcrigéo reversa seguida da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (QRT-PCR)
possibilitam o diagndstico preciso atraves da deteccdo do RNA viral no periodo da fase aguda
da doenca (FAYE et al., 2013). E uma técnica especifica, rapida e sensivel, além de
possibilitar a quantificacdo viral, tornando possivel a correlacdo com a sintomatologia clinica
apresentada pelo paciente (FAYE et al., 2008; WHO, 2009).
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Abaixo descrevemos cada um destes virus, relacionando as suas caracteristicas e

outros fatores que contribuem para alta incidéncia nessa regido.

1.1 Virus da dengue

1.1.1 Etiologia e caracteristicas virais

O virus da dengue (DENV) possui genoma RNA de fita simples e polaridade
positiva com cerca de 10,5 a 11 quilobases (kb) (ROSS, 2010). E membro da familia
Flaviviridae e género Flavivirus, que inclui, o virus da febre amarela, o virus da encefalite de
Sant Louis, virus da encefalite japonesa, o virus da febre do Nilo Ocidental, entre outros. Os
virus dessa familia sdo esféricos, com um diametro de 40 a 50 nm e envelopados (SINGHI et
al., 2007). O RNA viral é protegido por um nucleocapsideo icosaédrico, composto por um
capsideo de aproximadamente 30 nm (Figura 02). Este nucleocapsideo é circundado por uma
membrana lipoprotéica — o envelope - derivado da célula hospedeira, contendo proteinas do
envelope e proteinas da membrana ou pré-membrana inseridas nele (STIASNY & HEINZ,
2006).

Figura 2 - Representacdo do capsideo esférico do Virus DENV (a). Organizacéo estrutural do
Virus (b). O material genético dentro de um capsideo formado pelas proteinas C, que é
envolvido pelo envelope formado por proteinas M e E.

Proteina E
(envelope)

Proteina M Proteina C
(membrana) (capsidio)

(@) 0 (b)

Fonte: FIGUEIREDO (2013)
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Entre os cerca de 11kb de comprimento do genoma do DENV, ha uma Unica fase
de leitura aberta (do inglés, open reading frame ou seu acrénimo, ORF), com cerca de 10.170
nucleotideos (Genomas: DENV 1 - 10,735 - Accession: NC_001477.1; DENV Il - 10,723 bp -
Accession: NC_001474.2; DENV 11l - 10,707 bp - Accession: NC_001475.2; DENV 1V -
10,649 bp - Accession: NC_002640.1) que varia dependendo do sorotipo do DENV. Essa
OREF codifica uma Unica poliproteina, que apés clivagens, gera ao todo dez proteinas, sendo
trés proteinas estruturais: do capsideo (C), proteina de membrana (M, inserida no envelope) e
do envelope (E); além de sete proteinas ndo estruturais (denominadas NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5), importantes para a replicacdo viral e processamento do
polipeptideo (RODENHUIS-ZYBERT et al., 2010; GUZMAN et al., 2010).

A maioria dos virus dessa familia € transmitida por mosquitos ou carrapatos e,
portanto, também sdo conhecidos como arbovirus (GOULD et al.,, 2008). O DENV ¢
transmitido pelo mosquito Aedes aegypti e o Aedes albopictus. O vetor inicia o ciclo a partir
de uma picada em um individuo contaminado. O sangue desse individuo é ingerido pelo
mosquito e o virus presente no sangue se multiplica no intestino médio. Ap6s um periodo, que
dura cerca de 10 dias, chamado de incubacdo extrinseca, sdo encontrados virus também no
ovario (podendo contaminar os ovos gerados ali), sistema nervoso e glandulas salivares do
mosquito. Esse mosquito esta pronto para transmitir o DENV por meio da picada em
individuos suscetiveis (WHITEHEAD et al., 2007).

1.1.2 Replicacéo

O ciclo de replicacéo tem inicio apds a entrada dos virus na célula por endocitose,
através da interacdo da proteina viral do envelope com receptores da membrana plasmatica
(FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). A sintese de proteinas virais especificas esta associada
ao reticulo endoplasméatico rugoso, e a replicacdo do RNA estd localizada na regido
perinuclear (ALVAREZ et al., 2005).

O RNA viral disperso no citoplasma codifica a poliproteina precursora. Apos isso,
inicia-se ao processo pré- e poés-traducional na membrana do reticulo endoplasmatico por
clivagem das proteases do hospedeiro e também do virus. Desse processo originam-se dez
proteinas, e apos a tradugdo do RNA viral, a proteina C e NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5 séo liberadas para o citoplasma, apesar de algumas ficarem ancoradas em regido de

membrana e ndo conseguirem ser liberadas imediatamente (MULLER, 2011).
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O processo de replicagéo inicia-se pela transcricdo do RNA de polaridade positiva
em numa fita negativa de RNA, formando uma dupla fita de RNA. Dela sdo geradas inimeras
copias de RNA de cadeia positiva. Na superficie do reticulo endoplasmatico ocorre a
montagem inicial do virion, pois o RNA viral se une a proteina C, formando o
nucleocapsideo. Apos isso, todo esse material é empacotado em uma bi-camada lipidica no
reticulo endoplasmético e a proteina precursora de membrana (prM), juntamente com a
glicoproteina E, integram o envelope viral. Nesse momento tem-se um virus imaturo que é
conduzido através do Iimem do reticulo endoplasmatico para maturagdo que ocorre no
complexo de Golgi. No status imaturo ele ainda ndo € infeccioso. Nessa etapa, ocorre a
clivagem da proteina prM em proteina M. Em seguida ocorre a liberacéo das particulas virais
para 0 meio extracelular por exocitose (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; MULLER,
2011).

1.1.3 Subtipos

Dois fatores sdo citados para justificar a presenca de variantes do mesmo virus
que resultaram em termos, atualmente, os quatro sorotipos. O primeiro foi citado por
HOLLAND (1980), quando descreveu a auséncia de atividade proofreading (autocorrecdo da
troca de nucleotideos) da RNA polimerase viral, ndo possuindo assim um unico genoétipo por
conta da alta taxa de mutacdo (CLYDE et al., 2006). Outros estudos apontaram a
recombinacdo génica como um fator diferencial no que diz respeito a diversidade genéticas
dos DENV (GONCALVES, 2007). Analise filogenética baseada na sequéncia completa do
gene E, confirma a existéncia de mais de um gendtipo para cada tipo viral do DENV. Os
diversos sorotipos da dengue podem ser classificados em varios grupos genéticos (gendtipos)
com base na diversidade. Tudo depende de andlises filogenéticas definidas (CHEN et al.,
2011).

Além disso, a humanidade tem sido repetidamente exposta ao DENV, e o
processo de transmissdo por mudanca de espécie hospedeira e a pressdo seletiva do sistema
imune, contribuiram para o surgimento dos quatro sorotipos, denominados DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4 que circulam atualmente. Outro motivo da diversidade genética do
DENYV ser grande é pelo crescente tamanho e densidade da populagdo hospedeiro/vetor. 1sso
possibilita 0 aumento das taxas de transmissdo e de replicagcdo e, consequentemente, do
tamanho da populagéo viral (VASILAKIS et al., 2011; SOLOMONIDES, 2010).
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1.1.4 Histdrico da dengue

A enfermidade dengue teve suas primeiras descricdes, no sudeste da Asia,
datando de 1779. Ja a sua causa viral e 0 modo comum de transmissdo foram desvendadas por
cientistas no inicio dos anos 1900. A doenga se tornou um motivo de terror entre a
comunidade cientifica e médica desde a Segunda Guerra Mundial e é endémica em mais de
110 paises diferentes, tendo em destaque as regides tropicais da Oceania, Africa Oriental,
Caribe e América (BARRETO & TEIXEIRA, 2008).

O DENV-1 foi descrito ao redor do mundo pela primeira vez entre os anos de
1943 a 1945 na Polinésia Francesa, Japao e Havai. O DENV-2 foi relatado em 1944 em Papua
Nova Guiné e na Indonésia, reaparecendo nas Filipinas cerca de 10 anos depois. O terceiro
subtipo, DENV-3 foi identificado inicialmente nas Filipinas e Tailandia em 1953 e a partir do
ano de 1962 tem tido notificacBes anuais ininterruptas. Nessa mesma regido, também na
década de 1960, o DENV-4 foi identificado, com casos de infec¢des em todos os anos, tendo
historicamente registrado o surto em 1999 e 2002. Desde entdo ela se espalhou para
incontaveis paises (MESSINA et al., 2014).

No Brasil, ha fortes indicios que a primeira epidemia de DENV-1 e DENV-4
ocorreu em 1982, em Boa Vista (RO). Por meio de um inquérito soroldgico, foi possivel
chegar a conclusédo de que, aproximadamente, 11 mil pessoas foram infectadas pelo DENV
nesse periodo. O DENV-1 apareceu novamente em 1986, no Brasil, na cidade de Nova
Iguacu-RJ, tendo a partir dai uma disseminacdo em larga escala ao ponto de no ano seguinte
ja ter atingido 07 estados brasileiros (Rio de Janeiro, Ceara, Alagoas, Pernambuco, Séo Paulo,
Bahia, Minas Gerais). Em 1990 o DENV-2 foi introduzido no Brasil, novamente com os
primeiros casos sendo notificados no estado do Rio de Janeiro. Em 2001 foi confirmada a
introducdo no pais do sorotipo DENV-3, isolado de individuo residente no Rio de Janeiro e
que havia adoecido em dezembro do ano anterior. Esse sorotipo foi responsavel pela epidemia
de 2002 do Brasil, quando foram notificados aproximadamente 800 mil casos, ou seja, quase
80% das ocorréncias do continente americano (BARRETO & TEIXEIRA, 2008).

1.1.5 Epidemiologia

Entre todas as doengas virais, a Dengue é a que tem demonstrado maior potencial

de atravessar fronteiras e atingir povos distantes. Em 2009 a Organizacdo Mundial de Salde
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noticiou que periodo entre 1960 até 2009, a incidéncia de Dengue havia aumentado 30 vezes,
tendo infectado seres humanos no meio urbano e rural (WHO, 2009).

Até o ano de 1970 apenas 9 paises haviam registrado epidemias graves de
Dengue. Atualmente, ela € epidémica em mais de 100 paises e em todos os continentes
(WHO, 2016). Estimativas recentes indicam 390 milhdes de infeccOes por dengue por ano
(95% de intervalo de credibilidade, 284-528 milhdes), dos quais 96 milhdes (67-136 milhdes)
se manifestam clinicamente, com qualquer gravidade da doenca. Outro estudo sobre a
prevaléncia da dengue estima que 3,9 bilhdes de pessoas em 128 paises estdo em risco de
infecgdo pelos virus da doenca (WHO, 2019). Como ainda ndo existe vacina disponivel,
atualmente as medidas de prevencgédo da doenca tém como eixo o controle da populagéo do
vetor (STEPHENSON, 2005).

Nos registros do Ministério da Salde, entre os anos de 1990 e 2014 o Brasil
sofreu cinco grandes epidemias de Dengue envolvendo os quatro sorotipos conhecidos do
virus, sendo elas: 1998 (DENV-1), 2002 (DENV-3), 2008 (DENV-2), 2010 (DENV-1) e em
2013 (DENV-1 e DENV-4). No ano de 2018 foram feitas quase 253 mil notificacdes de casos
suspeitos de dengue, sendo que 37,9% desses eram da regido Centro-Oeste do pais. A
segunda regido a apresentar maior quantidade de dados foi o Nordeste brasileiro com 26,4%
dos casos confirmados (BRASIL, 2019a). Em 2019 foram assinalados como casos suspeitos
de dengue 1.527.119 notifica¢des. Sendo que 19.716 foram confirmados (BRASIL, 2019b).

Em 2019, o Estado do Tocantins registrou 0 maior nimero de casos provaveis de
dengue da ultima década entre os estados federados do Brasil. Considerando 0 mesmo periodo
do ano anterior, ocorreu um acréscimo de 390%, com 14.088 casos provaveis em 2019 contra
2.874 casos provaveis em 2018. Dos 139 municipios do Estado, 116 municipios confirmaram
casos de Dengue e houve, em 2019, 09 ébitos (TOCANTINS, 2020).

1.1.6 Diagndstico laboratorial

Opcdes diagnosticas incluem ensaios para detectar o virus (genoma ou antigenos
proteicos) ou a resposta do paciente ao virus, através dos anticorpos. A escolha do tipo de
teste depende da fase da doenca e 0 momento em que a coleta € realizada (GUZMAN &
HARRIS, 2015).

Para um diagnostico laboratorial com maior especificidade pode ser realizado a
pesquisa de anticorpos, isolamento do virus, analise do genoma viral pelo método da

transcricdo reversa seguida da cadeia da polimerase (RT-PCR) ou a detec¢do do antigeno
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NS1. O RNA viral pode ser extraido em amostras de soro, sangue, plasma, sangue coletado
em papel de filtro e saliva (BRAGA, 2020). Em casos em que a doenca € fatal, 0 método de
imuno-histoquimica é utilizado (BRASIL, 2010).

O método de analise por RT-PCR é frequentemente utilizado, pois possibilita que
a doenca seja identificada precocemente e que o gendtipo viral seja determinado (SILVA,
2014). Esse método de diagnostico permite localizar a presenca de particulas virais durante a

fase aguda e levam de 24-48 horas para serem realizados com seguranca.

1.1.7 Patogénese

As duas principais apresentacdes clinicas da doenca sdo a Febre da Dengue (FD) e
a Febre Hemorragica da Dengue ou Sindrome do Choque da Dengue (FHD/SCD) (CLYDE et
al., 2006).

Os sinais e sintomas caracteristicos da dengue sdo febre subita, cefaleia,
(geralmente localizada na estrutura nervosa por tras do arcabouco ocular), mialgias e dores
articulares além de erupcdes cutaneas. Uma referéncia comum que os pacientes ao sofrerem
da doenca fazem e que em algumas partes do mundo acabou se tornando um nome alternativo
para a dengue é "febre quebra 0ssos", nome proveniente da sensacdo intensa que é sentida nos
masculos e articulagdes (WHITEHORN et al., 2010; CHEN et al., 2010).

As fases da infecc¢do no organismo séo divididas em trés etapas: febril, critico e de
recuperacdo. A primeira fase é a febril e inclui febre em niveis altos, acima de 40° C
associada a cefaleia e mal-estar geral. Esta fase é relativamente curta e dura geralmente de
dois a sete dias. VOmitos também podem estar presentes nessa fase inicial do
desenvolvimento da doenca (SIMMONS et al., 2012). Na segunda fase, em 50 até 80% dos
pacientes infectados podem surgir erup¢bes cutdneas. Em alguns casos, manifestacfes
mucocutaneas sdo observadas. Nesta fase, podem aparecer petéquias (pequenas manchas
vermelhas, causada pela ruptura dos capilares), bem como um leve sangramento da mucosa
oral e nasal. J& se observou que a febre é classicamente de natureza bifésica, ou seja, é
interrompida por meios medicamentosos e, em seguida, volta durante um ou dois dias.
Embora ocorra variagdo na apresentacdo desses sintomas, a maioria dos pacientes apresentam

0 quadro relatado acima com posterior recuperacdo (RANJIT et al., 2011).
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1.1.8 Tratamento

O tratamento do dengue na fase inicial é realizado com monitoramento do doente
e da evolucdo da doenca e com drogas de efeito analgésico para alivio de desconfortos e
quadros algicos, além de recomendagdes expressas para se evitar acido acetilsalicilico (AAS),
ibuprofeno e outros anti-inflamatérios nao esteroidais (AINE) pois inibem elementos
essenciais para a coagulacdo sanguinea. Exames laboratoriais também podem ser efeitos com
objetivo de verificacdo dos niveis de concentracdo de hematocrito e de plaquetas. Como néo
h& medicacédo antiviral especifica para infeccbes por dengue, a terapia de suporte ao doente e
a terapia agressiva de reposicdo de fluidos é fundamental para o0 manejo da doenca (SINGHI
etal., 2007).

Quando ocorre 0 aumento na permeabilidade vascular levando a extravasamento
de plasma e hemostasia anormal temos o desenvolvimento de sinais que indicam aumento da
gravidade do quadro clinico do paciente com significativo risco de morte. Essas
caracteristicas fisiopatologicas determinam a gravidade e diferenciam a dengue classica da
dengue hemorragica, que pode levar a morte. A perda de volume plasmatico em decorréncia
de migracdo para as cavidades serosas (cavidades peritoneal e pleural) pode causar choque
hipovolémico. Entre as manifestagdes hemorragicas temos a hemostasia anormal como a
trombocitopenia, alteracdo na funcdo plaquetaria com grande variacdo para niveis baixos,
coagulacdo vascular disseminada e aumento da fragilidade capilar (LUPI et al., 2007).

Nos casos de dengue hemorragica o quadro inicial é similar ao quadro clinico da
dengue cléssica, pois a febre aparece. No entanto, entre o terceiro e o oitavo dia de evolugéo
da doenca, os sinais caracteristicos do desenvolvimento da dengue hemorragica aparecem. Ha
evidéncia clara de extravasamento de plasma, além de sangramento em diversos 6rgdos, como
o trato gastrointestinal, pulmdes, cérebro e es6fago (LUPI et al., 2007).

E na dengue hemorrégica que se chega ao estado mais critico da doenca, definido
pela OMS como Sindrome do Choque associada a Dengue (SCD). O quadro de SCD se
configura quando ha a defini¢cdo de que o paciente estd com dengue hemorragica e junto a
esse diagnostico acrescenta-se os sinais de insuficiéncia circulatdria, hipotensdo, reperfusédo
capilar prolongada, pele fria, tmida e agitacdo (SINGHI, 2007). O quadro pode se agravar
para um segundo estagio, com a evolucdo da doenca para ascite e derrame pleural. Algumas
manifestacdes menos comuns da SCD sdo: hepatite, encefalite e glomerulonefrite e disfuncéo
miocéardica, podendo ter o aparecimento do quadro de comprometimento do sistema nervoso

central e insuficiéncia hepética e renal agudas (SINGHI, 2007).
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1.2 Zika virus

1.2.1 Etiologia e caracteristicas virais

O ZIKV, assim como o DENV, é membro da familia Flaviviridae e género
Flavivirus e é transmitido pela picada do mesmo mosquito (Aedes aegypti). O nome Zika (ou
Zica) tem sua origem na floresta de Zika, perto de Entebbe, capital da Republica de Uganda,
local onde o virus foi isolado pela primeira vez de um macaco Rhesus (Macaca mulatta) em
1947 por cientistas do Uganda Virus Research Institute (UVRI) (COHEN, 2016).

Figura 3 - Estrutura de uma particula de ZIKV

Capsideo

Envelope

, Membrana

Fonte: CHANCEY et al. (2015).

Seguindo o mesmo padrdo de outros virus da familia Flaviviridae, ele é
envelopado e com simetria icosaédrica, medindo aproximadamente 40nm de didmetro (Figura
03).

O ZIKV possui um genoma RNA ndo segmentado, fita simples e polaridade
positiva. E mais proximo ao virus Spondweni e por isso pertence ao subgrupo do Spondweni
(HADDOW & WOODALL, 2016). Esta situada proxima a um sitio de glicosilacdo que
contém o aminoacido asparagina na posicdo 154 (Asnl154) e esta associado a viruléncia nos
flavivirus. Essas diferencas estruturais podem ser importantes para o entendimento da
patogénese da doenga (SIROHI et al., 2016). O genoma contém cerca de 11 kb de
comprimento e da origem a uma unica ORF, que é flanqueada por regifes 5' e 3' ndo

codificantes. O genoma esta envolto pelo nucleocapsideo, que por sua vez, é revestido pelo
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envelope viral derivado da célula hospedeira, contendo proteinas virais ancoradas (WAHID et
al., 2016; SIROHI et al., 2016).

Essas proteinas atuam como sitio de ligacdo a célula e apGs a penetracdo no
citoplasma, a polimerase viral é ativada. O material genético é traduzido para uma
poliproteina que é clivada pela agdo sequente de enzimas virais em conjunto com enzimas
celulares. Como produto temos trés proteinas estruturais (capsideo, pré-membrana e
envelope) e outras sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5.
As proteinas ndo estruturais tém funcbes especificas e atuam na replicacdo, montagem e
modulacdo da resposta imunoldgica do hospedeiro (LOGAN, 2016; SIROHI et al., 2016;
WAHID et al., 2016).

1.2.2 Replicacéo

O ZIKV replica-se em ceélulas epiteliais do intestino médio do vetor e
subsequentemente nas células das glandulas salivares dos mosquitos do género Aedes. Apds
um periodo de incubacdo de 5 a 10 dias, o0 virus esta presente na saliva do mosquito, podendo
infetar os humanos (CHAN et al., 2016).

Por meio da picada na pele, o vetor transmite o virus. Os fibroblastos da pele, os
queratinocitos da epiderme, as células dendriticas e as células de Langerhans sdo muito
permissivas a infecdo pelo ZIKV, resultando num aumento gradual da producédo de particulas
virais. As proteinas do envelope interagem com varios receptores e fatores de ligacdo a
superficie da célula hospedeira, permitindo a entrada do virus na célula através de uma
vesicula formada a partir da membrana celular. Em seguida, a introducdo do material genético
viral é por meio de endocitose mediada por proteinas do tipo clatrinas (LINDENBACH &
RICE, 2003; HAMEL et al., 2015).

Apo0s o material viral estar dentro da célula, ocorrem quatro fases de replicacdo. A
primeira delas é a traducdo do RNA genbmico. Esta primeira fase dara origem as novas
proteinas estruturais e ndo estruturais. A segunda fase € a sintese de uma fita molde de RNA
de polaridade negativa. Por meio dessa fita molde sera possivel copiar a exata sequéncia do
RNA viral. A terceira fase é a mobilizacdo das proteinas estruturais para a montagem de
particula viral no reticulo endoplasmatico. Por fim ocorre a ultima fase que € a liberacédo do

virions maduros para o meio extracelular (SHANKAR et al., 2017).
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1.2.3 Linhagens

Analises filogenéticas demonstraram existir duas linhagens principais do ZIKV.
Uma delas inclui as estirpes africanas e outra que inclui as estirpes asiaticas, tendo apenas um
unico sorotipo viral (HADDOW et al., 2012; SAIZ et al., 2017). Estudos mostram que a
linhagem circulante no Brasil foi da estirpe asiatica (FARIA et al., 2016) e que, somente a
partir de 2019, comecaram a haver evidéncias de que a estirpe africana tenha circulado no
Brasil (KASPRZYKOWSKI et al., 2020).

Inseridos nesses dois grandes grupos (estirpe africana e estirpe asiatica), uma
andlise genética dos virus isolados apresentou dados mais detalhados de variantes dos virus
iniciais, sendo que, dentro do grupo da linhagem africana temos: cepa do Senegal, cepa da
Nigeéria e a cepa de Uganda; no grupo da linhagem asiatica temos: cepa da Micronésia, cepa
do Camboja e cepa da Malésia (KASPRZYKOWSKI et al., 2020).

Nesse estudo foi possivel observar que a vigilancia detectou alteracbes nas 248
sequéncias brasileiras enviadas. Em 2015, 42,8% das sequéncias foram caracterizadas como
cambojanas e 57,2% como micronésias. A proporcao de envios de sequéncia com o subtipo
Camboja foi extremamente alta (> 90%) durante 2016, 2017 e 2018. J& no ano de 2019, uma
inversdo desse perfil ocorreu, com aumento significativo do subtipo da Micronésia
representando 89,2% (KASPRZYKOWSKI et al., 2020).

Desde 2019, a linhagem africana comecou a ser identificada no territorio
brasileiro, com primeiros casos em macacos bugios na regido Sul do pais. Nove primatas
foram confirmados com RT-PCR positivos para RNA de ZIKV. O estudo analisou e
constatou que a sequéncia revelou 96 a 98% de identidade com ZIKV MR766 e 85% de
identidade com ZIKV P6-740 (cepa epidémica atual no Brasil) (ALMEIDA et al., 2020).

1.2.4 Histérico da febre zika

No homem esse virus foi isolado pela primeira vez em 1968, na Nigéria. Em um
monitoramento que durou cerca de 30 anos de estudos (do ano de 1951 a 1981). Notificagdes
de infeccdo humana por ZIKV foram sinalizadas em outras partes do continente africano
como Uganda, Tanzania, Egito, Republica Centro-Africana, Serra Leoa e Gab&o que tiveram,
por muitas vezes pacientes com sinais claros de infecg¢do por ZIKV. A presenca do ZIKV na
América do Sul é relativamente nova (BROGUEIRA & MIRANDA, 2017).
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Os primeiros casos de Zika adquiridos nas Américas foram relatados no Brasil,
em maio de 2015. Pesquisadores suspeitam que a chegada do virus coincide com o evento
esportivo de propor¢des mundiais realizado no Brasil entre os anos de 2013 e 2014, a Copa do
Mundo de Futebol, pela presenca de turistas de varias partes do mundo, inclusive de areas
tropicais em que o virus é comum como a Africa e a Polinésia Francesa na Oceania (ENFISSI
etal., 2016).

Ao final do primeiro semestre de 2015, um levantamento apontou que, em todas
as regides do Brasil, casos ja haviam sido confirmados. A disseminacdo do ZIKV foi, em
certo momento, ignorada pelas autoridades sanitarias do pais por apresentar uma coleténea de
sintomas mais brandos que os da DENV e os da CHIKV. No entanto, a infeccdo pelo ZIKV
estd intimamente relacionada a incidéncia de desenvolvimento de doencas graves, como
microcefalia congénita e sindrome de Guillain-Barré, que antes eram situagcdes pontuais e
apresentaram um aumento exponencial ap6s o aumento da incidéncia do ZIKV no Brasil
(OMS, 2019; HOPPEN & MATTE, 2019).

Além desses, em partes da Asia incluindo india, Paquistdo, Malasia, Filipinas,
Tailandia, Vietnd e Indonésia também apresentaram notificacdes de doencas com sinais e
sintomas semelhantes, indicando que o ZIKV estava se espalhando por partes distantes da sua
origem. Os vetores em que o virus foi encontrado sdo das espécies Aedes Aegypti, Aedes
Africanus, Aedes Apicoargenteus, Aedes Furcifer, Aedes Luteocephalus e Aedes Vitattus.
Muitos estudos ja demonstraram pelo monitoramento guiado que o periodo de incubacgdo
extrinseca em mosquitos € de 10 dias. Os hospedeiros vertebrados do virus incluem macacos e
humanos (HAYES, 2009).

1.2.5 Epidemiologia

Desde a sua descoberta, no final da década de 60 na Nigéria, até o fim do ano de
2006, 0 ZIKV era endémico apenas no continente africano e no sudeste da Asia tendo apenas
cerca de 40 notificacBes nesse periodo (IOOS et al.,, 2014). A partir do ano de 2007,
comegaram a ocorrer epidemias por ZIKV em &reas fora do territorio de incidéncia inicial.
Nas Ilhas Yap (Oceano Pacifico), ocorreu um surto, e 49 casos foram confirmados por
exames laboratoriais e 59 como provaveis casos de infeccdo por ZIKV devido a presenca de
anticorpos neutralizantes (DUFFY et al., 2009). A partir dai milhares de casos comegaram a
ser notificados ao redor do mundo. Em 2013, aproximadamente 32 mil foram infectados na

Polinésia Francesa. Apos o virus ter chegado ao Brasil, no ano de 2015, o virus se espalhou,
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atingindo vérios paises do continente Americano (SAIZ et al., 2017). No ano de 2016, foram
notificados 216.207 casos suspeitos no Brasil em todos os Estados brasileiros. Em 2017 foram
confirmados 8.703 casos no pais. As maiores incidéncias no ano de 2017, foram constatadas
nas regides Norte e Centro-Oeste do Pais (SVS, 2017).

No Estado do Tocantins, houve, no ano de 2016, a maior epidemia de ZIKV
chegando a 1.986 casos provaveis da doenca. Em 2019 foram registrados 347 casos
provaveis, que em comparacdo aos 220 casos em 2018, representam um acréscimo de 58%
(TOCANTINS, 2020).

1.2.6 Diagnostico laboratorial

O diagndstico clinico é inespecifico devido a grande quantidade de sinais e
sintomas comuns a muitas doengas virais circulantes (FAYE et al., 2008). Por esse motivo,
técnicas de diagndstico molecular sdo necessarias para confirmar a infeccdo pelo ZIKV
(GOURINAT et al., 2015).

Entre essas técnicas temos as moleculares de transcri¢éo reversa seguida da reacdo
em cadeia pela polimerase (RT-PCR) e a de transcrigdo reversa seguida da reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QRT-PCR) que possibilitam o diagndstico preciso através da
deteccdo do RNA viral no periodo da fase aguda da doenga (FAYE et al., 2013). A RT-PCR é
especifica, rapida e sensivel (FAYE et al.,, 2008). A técnica qRT-PCR possibilita a
quantificacdo viral, tornando possivel a correlagdo com a sintomatologia clinica apresentada
pelo paciente (WHO, 2009).

Testes como o ELISA (do inglés: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e a
imunofluorescéncia também sdo utilizados para o diagnostico de ZIKV. Eles detectam a
presenca viral ap6s 5 ou 6 dias do inicio dos primeiros sintomas, anticorpos IgM ou IgG
especificos para o virus (PAHO, 2019). No entanto, em areas em que ha a circulacdo de outras
arboviroses por flavivirus ativas é dificil ter o diagnostico conclusivo por conta da reatividade
cruzada que causam resultados falso-positivos (MUSSO & GUBLER, 2016; PLOURDE &
BLOCH, 2016).

1.2.7 Patogénese

A patogénese da infeccdo por ZIKV ainda permanece em estudo e sem muitos

detalhes precisos. Mas estudos indicam que ocorre, num periodo inicial, uma multiplicacdo



31

viral nas células dendriticas préximas ao local da introducéo do material viral e logo depois se
dissemina para o sistema circulatério e linfatico (KROW-LUCAL et al., 2017). Outra
caracteristica que testes mostraram é que o ZIKV tem como alvo preferencial células neurais
e progenitoras em diferentes graus de maturidade. Nesses estudos o virus infectou com
eficiéncia células neurais progenitoras humanas obtidas a partir de células-tronco
pluripotentes induzidas tendo como resultado final o aumento na quantidade de morte celular
e em outros casos, alteracdo do ciclo celular natural, causando crescimento celular atenuado
(TANG et al., 2016).

As vias de transmissé@o da infeccdo materno-fetal e seus impactos no feto podem
variar dependendo do estdgio gestacional. Existem duas rotas béasicas para o acesso fetal
através das barreiras placentarias durante a gravidez: a via ascendente transvaginal e a via
hematogénica. Além da transmissdo do mosquito, o ZIKV pode ser transmitido por contato
sexual. Os homens podem liberar particulas virais no sémen por semanas ou meses apos a
fase de infeccdo aguda, agindo como um reservatorio de longo prazo. Ja na transmissao
vertical, 0os microrganismos atingem a placenta através dos vasos maternos e cruzam as
barreiras placentarias por vilosidades, incluindo o transporte atraves das células de Hofbauer,
fibroblastos e células endoteliais que revestem os capilares fetais imersos na matriz
extracelular (ZANLUCA et al., 2018).

Observou-se, portanto, que a maneira como 0 organismo infectado responde a
invasdo viral é de grande importancia ja que a patogénese ndo esta detalhadamente descrita. A
infeccdo por ZIKV estimula no hospedeiro a producdo de interferons, que sdo citocinas
importantes na resposta imunolégica. Além disso, a producdo de autofagossomos, que sdo
importantes mecanismos do sistema imunolégico, foi detectada (HAMEL et al., 2015).

Levando em consideracdo os dois grandes grupos em que estdo classificados o
ZIKV, a estirpe africana e estirpe asiatica, estudos revelam que a estirpe africana ao ser
sequenciada com foco no fragmento NS5 revelou 3 mutagdes das quais, 2 estavam localizadas
na regido de codificacdo de MTase e 1 estava na regido de codificagdo de RdRP. A linhagem
African MR 766, diferentemente da linhagem asiatica, possui um genoma bem preservado
entre os isolados, com cerca de 0,4% de diferencas de nucleotideos durante todo o genoma
analisado. Essa caracteristica pode ser usada como justificativa para baixa patogenicidade da
linhagem africana para humanos (BEAVER et al., 2018).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5823548/
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1.2.8 Tratamento

N&o ha medicamentos disponiveis para o tratamento da infeccdo pelo ZIKV
(MCARTHUR, 2017). No entanto algumas drogas ja existentes foram testadas e esses
medicamentos apenas conseguiram diminuir sintomas. Antipiréticos com caracteristicas
analgésicas sdo recomendados para o controle da febre e das dores, o acetaminofeno
(paracetamol) ou dipirona sdo os mais utilizados. Os antihistaminicos sdo utilizados para
minimizar o exantema maculopapular (BRASIL, 2016).

Antivirais testados, como o sofosbuvir (comumente utilizado para o tratamento da
hepatite) inibiu a replicacdo do ZIKV. A cloroquina (antipalidico) e a azitromicina
(antibacteriano) também foram testados. A cloroquina atuou nos estagios iniciais da infeccao
viral e a azitromicina inibiu a replicacdo viral e evitou os efeitos citopaticos ocasionados pelo
virus em células neurais (HAMER et al., 2017; MCARTHUR, 2017).

O é&cido acetilsalicilico e outras drogas anti-inflamatérias sdo contra-indicados.
Essa recomendacdo é por conta da dificuldade em realizar o diagnostico clinico diferencial em
relacdo a dengue. Um diagndstico equivocado associado induzir o profissional de salde a
utilizar dessas medicacOes na terapéutica do paciente e isso poderia aumentar o risco de
complicagdes hemorrégicas (BRASIL, 2016).

1.2.9 Manifestaces clinicas

Num primeiro momento o ZIKV foi classificado como causador de uma doenca
viral leve, com capacidade de baixo impacto, sem potencial de causar graves complicacOes e
com uma taxa de hospitalizacdo de pouca significancia. Com o tempo o ZIKV comecou a ser
relacionada com importantes manifestacdes clinicas. A infeccdo foi relacionada a diversas
malformacdes congénitas e sindromes neurolégicas (PETERSEN et al., 2016).

No Brasil, o ZIKV se tornou alvo de grande preocupacdo pela comunidade
médica ao ser relacionado com casos de bebés que nasceram com perimetro
significativamente menor do arcabouco craniano (Figura 04). A microcefalia € uma mé
formagé@o congénita em que o cérebro ndo tem o seu desenvolvimento normal conforme
calendario natural de desenvolvimento. Muitos fatores conhecidos podem contribuir para a
ocorréncia da microcefalia (VARGAS et al., 2016).



33

Figura 4 - llustracdo de um bebé com microcefalia (a esquerda)
e outro com tamanho da cabega normal.

Fonte: (CDC - Centers for Disease Control and Prevention)

Entre eles podemos citar a exposi¢cdo da gestante a alguns processos infecciosos
como toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus, herpes, sifilis — o chamado TORCHS
(acrébnimo para um grupo de doencas infecciosas capazes de causar doengca em gestantes e
malformagdes congénitas no feto), também o consumo de 4alcool, drogas ilicitas ou
medicamentos teratogénicos, além do contato com substancias quimicas ou radiacdo ionizante
e fatores genéticos e cromossémicos (VARGAS et al., 2016). No entanto, ao invés de se
pensar em coincidéncias de fatores combinados com a infec¢do por ZIKV, a comunidade
médica e cientifica soma a esses riscos, agora, a infeccdo causada pelo ZIKV durante a
gestacdo como causa em definitivo de microcefalia. Pesquisas mostram que ha a propagacéo
do ZIKV no bebé humano pela via placentaria, sexual ou perinatal (SOHLER et al., 2017).

Desta forma, as acfes da vigilancia epidemiolédgica tém monitorado esses casos
no Brasil, por acompanhar gestantes e seus bebés, mas também na populagdo em geral.

Outras manifestacdes clinicas foram observadas em pacientes infectados por
ZIKV. Entre elas podemos citar a Sindrome de Guillain-Barré (doenca autoimune
desmielinizante que causa paralisia flacida aguda ou subaguda), complicacbes neuroldgicas
como a encefalite e a meningoencefalite, parestesias, paralisia facial e mielite (CUNHA et al.,
2016).
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1.3 O virus chikungunya
1.3.1 Etiologia e caracteristicas virais

O virus Chikungunya (CHIKV) é envelopado e possui genoma RNA de cadeia
simples de sentido positivo com aproximadamente 12 kb (VASCONCELLOS & SOUZA,
2019). Pertence ao género Alphavirus e a familia Togaviridae. O virus pode ser encontrado
em todos os continentes e sua transmissdo ocorre atraves da picada de insetos-vetores do
género Aedes (CASTRO, 2016). Os primeiros relatos do virus ocorreram na Africa e
posteriormente na Asia Oriental e na india, onde sua incidéncia passou a ser principalmente
urbana, sendo transmitido pelos vetores Aedes aegypti e Aedes albopictus (VAZEILLE et al.,
2009).

O CHIKYV tem particula viral esférica, com cerca de 70nm de diametro, cercada
por um envelope composto por bicamada lipidica (THIBERVILLE et al., 2013). A entrada do
virus nas células hospedeiras ocorre por endocitose e € controlada por duas glicoproteinas do
envelope, E1 e E2. Os heterodimeros E2-E1 formam 80 espiculas triméricas na superficie do
virus (LI et al., 2010) (Figura 05).

Figura 5 — Imagem das proteinas estruturais de um alfavirus, o virus Sindbis. As quatro
moléculas E2 sdo coloridas em vermelho, verde, azul e amarelo. Elas ddo origem a uma spike

trimerica representada pelo tridngulo preto. J& as moléculas E1 estdo coloridas em cinza na
imagem.

Fonte: Adaptado de LI et al. (2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3057476/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3057476/
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Os virions do CHIKV contém um genoma de RNA de fita simples de sentido
positivo de 11,8 kb, que codifica duas ORFs que sdo entdo processadas nas proteinas virais
individuais. A partir da extremidade 5°, o RNA gendmico gera uma poliproteina através do
comprimento total do genoma codificando as proteinas nao-estruturais nsP1, nsP2, nsP3 e
nsP4. E a partir da extremidade 3’ do genoma sdo codificadas as proteinas estruturais
denominadas: proteinas do capsideo (C), proteinas do envelope (E1 e E2) e dois peptideos (E3
e 6K) (SCHWARTZ & ALBERT, 2010).

1.3.2 Replicagéo

Apbs o individuo ser picado pelo vetor, 0 CHIKV penetra na corrente sanguinea.
A infeccdo pode ocorrer em diferentes células, entre elas as células epiteliais, endoteliais,
fibroblastos primérios e macrofagos derivados de mondcitos. Assim como outros alfavirus, o
CHIKV tem a capacidade de infectar uma grande variedade de células, tecidos e espécies.
Este amplo tropismo de hospedeiro e células indica que o CHIKV usa um receptor expresso
de forma ubiqua para infectar as células (SCHNIERLE, 2019).

Figura 6 - Expressao dos genes dos Alphavirus
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Fonte: ViralZone.

ApoOs a penetracdo, o RNA viral é liberado para o interior da célula hospedeira e
traduzido para formar quatro proteinas (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) que irdo atuar no processo
de replicacdo viral. No citoplasma, as proteinas estruturais produzidas pelo RNA

subgendmico (Figura 06), se associam para formar o nucleocapsideo que incorpora 0 RNA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6893641/
https://viralzone.expasy.org/625?outline=all_by_species

36

genémico no decorrer do processo de maturacdo. Apos isso, no complexo de Golgi séo
realizadas mudangas pos-traducionais para formar o heterodimero E1-E2. As proteinas séo
destinadas para a membrana celular da célula hospedeira onde o virion é liberado por
processo de brotacdo (SCHWARTZ & ALBERT, 2010).

1.3.3 Linhagens

A propagacdo do CHIKV por todo o globo terrestre deve-se, principalmente, a
fatores como a adaptacdo do mosquito a climas mais frios, ampliando sua distribuigéo
geogréfica, e adaptagdes geneticas do virus, o que levou ao aumento da sua infectividade e
disseminacdo (DUARTE et al, 2016). O CHIKV quatro linhagens geneticamente distintas:
Oeste Africano, Leste-Centro-Sul Africano (ECSA), Asiatico e Oceano Indico (IOL)
(AZEVEDO et al., 2015), sendo duas delas, a linhagem asiatica e a linhagem da Africa do
Leste, Central e do Sul (ECSA), presentes no Brasil (HIGGS & VANLANDINGHAM, 2015).
Os primeiros casos confirmados de infeccdo autoctone foram notificados em setembro de
2014 em Oiapoque, Regido Norte do Brasil, e em Feira de Santana, Regido Nordeste do Brasil
(NUNES, et al., 2015).

1.3.4 Histdrico da febre chikungunya

O CHIKYV foi identificado pela primeira vez em 1952 na Tanzania conforme
Relatério da OMS. Desse periodo em diante ele tem se espalhado num volume de transmissdo
consideravel (OMS, 2016). Entre os anos 1950 e os anos 2000, o CHIKV causou inimeros
focos de infeccdo, principalmente na Africa, Asia e regides do Pacifico (DUARTE et al,
2016). O nome deriva da lingua “maconde” e significa "contorcer-se" ou “aquele que se
curva” (OMS, 2016).

Em 2010, foram diagnosticados os primeiros casos de infeccdo por CHIKV no
Brasil em trés pacientes que haviam viajado para a Indonésia e para a india. No entanto, ndo
existiam relatos da circulacdo do virus no pais. O primeiro caso autoctone da doenca foi
confirmado em 2014 (NUNES et al., 2015).


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0034-89102015000100509&script=sci_arttext&tlng=pt
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1.3.5 Epidemiologia

A grande parte das notificagdes da doenca é no continente africano e na Asia. No
entanto, do ano 2000 em diante, foi observado registros de surtos na Europa e na América.
Em 2014 ocorreram mais de um milhdo de casos suspeitos (OMS, 2016).

O risco de morte é de cerca de 1 paciente a cada 1,000 infectados e nédo e,
portanto, a maior preocupacdo no que se refere a doenca. A maior preocupacdo € o quadro
incapacitante que ela causa e que pode ter duracao variavel e imprevisivel. Alguns pacientes
sentem os efeitos da febre chikungunya durante sua fase aguda, ou seja, enquanto a doenga
continua ativa no organismo. No entanto, muitos pacientes tém apresentado sequelas que
duram semanas em alguns casos, mas que ha registros de em alguns pacientes durar anos e até
se tornarem cronicas (CAGLIOTI et al., 2013).

Em 2016, foram notificados 64.349 casos de chikungunya até a Semana
Epidemioldgica 16 (3/1/2016 a 23/4/2016), destes, 11.182 foram confirmados (BRASIL,
2016). Entre 2014 e 2019, foram notificados 589.076 casos provaveis e 495 Obitos
confirmados por laboratério, sendo 2016 e 2017 os anos com maiores coeficientes de
incidéncia, 114,0 e 89,4 casos por 100 mil habitantes, respectivamente (BRASIL, 2019).

O ano da maior epidemia de CHIKV no Tocantins foi em 2017, chegando a 3.169
casos provaveis. J& em 2019, foram registrados 248 casos provaveis que representam uma
gueda de 5,5% em comparacdo aos 262 casos ocorridos em 2018. Um total de 85% dos
registros notificados por CHIKV foram descartados. A dificuldade no diagnéstico precoce da
infecgdo viral se d& pelos sintomas iniciais semelhantes que essa doenca tem com outras
arboviroses como a dengue e a Zika (TOCANTINS, 2020).

1.3.6 Diagnéstico laboratorial

O CHIKYV pode ser isolado do sangue nos primeiros dias da infeccdo. Amostras
coletadas nessa fase podem ser analisadas por técnicas soroldgicas e virologicas
(especificamente, RT-PCR). Os resultados da andlise por RT-PCR de amostras clinicas
também podem ser usados para genotipar o virus e comparar amostras de diferentes origens
geograficas. Também podem ser utilizados metodos para diagnosticar a infeccao entre trés e
cinco semanas. Testes sorolégicos, como o0 ensaio imunoenzimatico (ELISA), podem

confirmar a presenca de anticorpos IgM e 1gG contra o virus. Os niveis mais elevados de IgM
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sdo detectados entre trés e cinco semanas apds o inicio da doenga e persistem por cerca de
dois meses (WHO, 2019).

1.3.7 Patogénese

Apos a etapa inicial da infeccdo e a replicacdo em células epiteliais e fibroblastos
dérmicos, o CHIKYV atinge 6rgdos como o figado, masculos, articulacdes, baco, linfonodos e
cérebro (KAM et al., 2009). A viremia estd intimamente relacionada as manifestacGes clinicas
do individuo infectado. Os sintomas clinicos refletem a carga viral e a resposta de defesa inata
do organismo. No periodo inicial, que dura cerca de 4 dias, 0 organismo hospedeiro responde
com a producdo de citocinas pro-inflamatorias. Essa primeira fase, denominada aguda, esta
ligada a viremia, ou seja, os sintomas clinicos observados estdo diretamente relacionados a
carga viral a qual o paciente foi infectado e a reacdo imediata do sistema imunoldgico. E
possivel confirmar isso pelos elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias tais como alfa-
interferon e IL-6, IL-1Ra, IL-12, IL-15, IP-10 e MCP-1. Como sinal clinico o paciente
apresenta um quadro algico elevado (CHOW et al., 2011).

Apos esse periodo inicial observa-se uma rapida reducdo da viremia e também do
quadro de dores articulares do paciente. A partir dai comeca a fase de convalescenga em que
0S pacientes ndo apresentam mais os sintomas. Estudos demostram que cerca de 40% dos
pacientes mantem sinais clinicos durante esse periodo de convalescenca e até depois dele,

caracterizando assim a forma crénica da doenca (CASTRO et al., 2016).

1.3.8 Tratamento

Né&o foi desenvolvido um antiviral especifico para tratar a febre chikungunya. O
manejo clinico se concentra principalmente no alivio dos sintomas, incluindo dores nas
articulagcdes (com antipiréticos e analgésicos adequados), bem como na administracdo de
fluidos e repouso ao paciente (WHO, 2019).

Para aliviar a dor e reduzir a febre, recomenda-se o uso de medicamentos como 0
paracetamol. Dada a semelhanca entre os sintomas da infeccdo por CHIKV e DENV, os
pacientes com febre chikungunya ndo confirmada, ndo devem tomar aspirina ou anti-
inflamatdrios ndo esteroides em areas onde ambos 0s virus circulam, até que o diagnostico de
CHIKV seja descartado, uma vez que, esses medicamentos podem aumentar o risco de

sangramento em pacientes com DENV (WHO, 2019).
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Ainda ndo ha vacinas aprovadas para comercializacdo para combate a infec¢cdo
pelo CHIKV. Até meados de 2020 vérios projetos de desenvolvimento de vacinas estdo em
curso, algumas das quais estdo em varios estadgios de ensaios clinicos e desenvolvimento
(GOYAL etal., 2018).

1.3.9 Manifesta¢des clinicas

Os sintomas da febre chikungunya sdo de forma geral os mesmos de uma infecgéo
de baixa viruléncia quando falamos em casos de pacientes adultos. Nesse respeito, pode-se
destacar a dificuldade para diagnostico mediante analise clinica. Entre os sintomas iniciais
podemos destacar febre acima de 39 °C, de inicio subito e repentino, quadro algico intenso
nas articulagdes de membros superiores e inferiores (mais comuns em pés e maos, dedos,
tornozelos e pulsos), cefaleia, mialgias e manchas vermelhas na pele. E uma doenca febril
aguda associada a dor intensa e frequente poliartralgia debilitante. Diferentemente do quadro
comum de doenca viral transmitida pelos mesmos mosquitos vetores, uma porcentagem
significativa dos pacientes infectados pode desenvolver a forma crénica transitoria da doenca
(CASTRO et al., 2016).

Entre os principais achados cronicos podemos citar neuropatias periféricas,
motora e compressiva que pode ser a causadora do quadro algico e parestesia (CHOW et al.,
2011). Um estudo realizado na Asia que avaliou a evolucdo de pacientes portadores de
CHIKV constatou por meio de exames laboratoriais um quadro de leucopenia,
trombocitopenia, neutropenia e anormalidade do perfil hepatico em muitos pacientes
(THIBERVILLE et al., 2004).

1.4 RT-gPCR

A PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) provocou uma revolucdo no que diz
respeito a analise quantitativa de DNA e RNA. Nos ultimos anos a técnica descoberta na
década de 80 por Karry Mullis evoluiu rapidamente e a aplicagdo da PCR em larga escala
favoreceu que a reacdo fosse feita em tempo real (quantitativa), também conhecida como
gPCR. Basicamente ela consiste em detectar e quantificar a fluorescéncia que é emitida no
momento de cada ciclo da reacdo de PCR. Também é importante a sensibilidade de detectar
poucas copias de RNA (no caso de testes virais) e amplificar os resultados a cada ciclo

percorrido. Inicialmente é necessario realizar a sua conversdo para DNA complementar
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(cDNA) antes com reagentes especificos, etapa conhecida como transcri¢do reversa (RT).
Portanto, a PCR que utiliza 0 RNA como molde é conhecida como RT-gPCR. Durante a
amplificacdo, um software vai desenhando em tempo real um grafico que faz a relacdo entre
os ciclos de termociclagem com a intensidade de luz fluorescente emitida durante a
amplificacdo do DNA nas amostras, ciclo a ciclo. Para cada amostra testada uma linha é
apresentada no grafico. Conforme a amplificagdo vai acontecendo, se ha material genético
pesquisado, a fluorescéncia faz com que a linha se destaque comecando uma fase exponencial
(KUBISTA et al., 2006).

Quando a linha ultrapassa certo ponto pré-determinado do gréfico (CT - “Cycle
Threshold”) é possivel confirmar que na amostra ha material genético desejado ou ndo. O Ct é
proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de expressao do gene-alvo em uma
determinada amostra, quanto menor for o nimero inicial do Ct obtido do gene-alvo na
amostra, é porque houve maior amplificacdo do gene-alvo e, consequentemente, ele apresenta
maior expresséo (KUBISTA et al., 2006).
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2 O ESTADO DO TOCANTINS

O Estado do Tocantins € 0 mais novo Estado da Federacdo. Uma area territorial
de 277.720,520 km? é distribuida entre 139 municipios. Atualmente com cerca de 1,6 milhdo
de habitantes e sendo o quarto estado mais populoso da Regido Norte, embora possua um dos
mais baixos indices de densidade demografica no pais, cerca de 5,58 habitantes por
quildmetro quadrado.

O Governo do Estado do Tocantins adota um modelo de divisdo geogréafica
denominada “Regido de Saude” em que um grupo de cidades vizinhas tem como referéncia
uma unidade hospitalar de médio ou grande porte. Dessa forma todos os 139 municipios do
Estado podem ter a gestdo da saude basica e de complexidade administrada dentro da sua
propria microrregido.

Segundo a Secretaria de Estado da Saude, a regionalizacdo é um dos principios
que orientam a organizacdo do Sistema Unico da Sadde (SUS), definidos pela Constituicio
Federal de 1988 e pela Lei 8080/90, e constitui um dos seus eixos estruturantes. A
Regionalizagdo da Satde ¢ ainda entendida como um “processo de organizacdo das agdes e
servicos de salde numa determinada regido, visando a universalidade do acesso, a equidade, a

integralidade e resolutividade”.

Figura 7 - Mapa Geogréfico do Estado do Tocantins e limites de Municipios com indicativo
de cores de cada Regido de Salde a que pertence (a esquerda). Regido de Saude Ilha do
Bananal (a direita)

Fonte: Governo do Estado do Tocantins — SESAU
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O Estado do Tocantins é, atualmente, dividido em duas macro-regides: Macro-
regido Sul e Macro-regido Norte. Pertencente a macro-regido Norte estdo as regides de saude,
sdo elas: Regido de Saude Bico do Papagaio, Regido de Saude Medio Norte Araguaia e
Regido de Saude Cerrado Tocantins Araguaia. Essas sdo responsaveis por 64 municipios do
Estado. Na Macro-regido Sul estdo 5 regifes de saude: Regido de Salde Cantdo, Regido de
Saude Capim Dourado, Regido de Saide Amor Perfeito, Regido de Saude Ilha do Bananal e
Regido de Saude Sudeste (Figura 07).

Esses municipios que compdem cada regido de Saude tém como referéncia uma
unidade hospitalar estadual, geralmente de porte 3 de complexidade, que fica responsavel pela
continuidade do atendimento da atencdo béasica para a atencdo especializada e casos de
urgéncia e emergéncia.

O projeto teve como objetivo as cidades da Regido de Saude Ilha do Bananal no
Sul do Estado do Tocantins. O Governo do Estado do Tocantins designa 18 cidades como
pertencentes a essa Regido de Salde, sendo que destas, 13 apareceram na pesquisa e
acrescentamos uma regido geografica com suas particularidades que sdo as “Aldeias
Indigenas” que ndo se caracterizam como cidades e nem como Regido Rural. Estima-se que 0
Hospital Regional de Gurupi é referéncia para uma populacdo de cerca de 230 mil habitantes
correspondendo a cerca de 15% de toda a populagédo do Estado.
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3 JUSTIFICATIVA

Nos altimos anos, houve o aumento exponencial dos casos de doencas causadas
por arboviroses e 0 aumento no numero de vitimas fatais. Como exemplo, entre 2011 e 2015
as Ameéricas atingiram a mesma quantidade de casos que havia registrado entre os anos 2000 a
2011, ou seja, se levou metade de tempo para que houvesse a ocorréncia da mesma
quantidade de casos (WHO, 2012; GUZMAN & HARRIS, 2015). O nosso pais acompanha a
mesma proporcdo alarmante e apresentando evidencias claras de limitacdes das atuais
estratégias de prevencdo da doenca.

Tendo isso em vista, perseverar em monitorar os dados de prevaléncia e tragar um
status de como as arboviroses estdo se espalhando é um esforco que deve ser feito em
simultaneidade com a elaboracdo seria de estratégias de diagnostico e combate das
arboviroses. Muitas tecnologias estdo sendo desenvolvidas nos Gltimos anos, envolvendo
formas mais eficientes de controle do vetor e o0 desenvolvimento de vacinas
(BALDACCHINO et al., 2015).

Estudos de soroprevaléncia sdo importantes ferramentas para melhor se
compreender o impacto de doencas em determinada populacdo (IMAI et al., 2015). Essa
modalidade de estudo também contribui para que novos elementos sejam apresentados para a
elaboracdo de estratégias e tomadas de decisGes frente a situacdo real desenvolvida em cada
regido, além de tornar possivel levantar discussdes a respeito de problemas administrativos
gue podem interferir na fidedignidade dos dados, como a subnotificacdo e a dificuldade em
diagndsticos fechados baseados em resultados clinicos.

O teste soroldgico aplicado nesse estudo apresenta um grande avanco em saber,
com maior precisdo, se o paciente foi realmente afetado por uma arbovirose e qual delas foi.
Esse dado ainda € um desafio para equipes médicas nos atendimentos de urgéncia e
emergéncia, que, na maioria das vezes, precisam iniciar um tratamento se baseando somente

em evidéncias e conjunto de sinais.



44

4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

- Determinar a incidéncia das trés principais arboviroses através da amostragem
de soros de pacientes do Hospital Regional de Gurupi, localizado na Regido Sul do Estado de

Tocantins.

4.2 Objetivos especificos

- Detectar presenca de anticorpos relacionados ao virus da Dengue, Zika e
Chikungunya;

- Comparar os indices de incidéncia com outras regides brasileiras;

- Tragar o perfil dos pacientes soropositivos;

- Realizar a RT-gPCR para detec¢édo de ZIKV.
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5 MATERIAS E METODOS

5.1 Delineamento e local do estudo

Este estudo € um estudo transversal para determinagdo da prevaléncia de DENV,
ZIKV e CHIKV em pacientes atendidos no Hospital de Referéncia de Gurupi, situado na
Regido de Saude Ilha do Bananal do Estado do Tocantins.

Foram incluidos nesse estudo pacientes adultos atendidos no Hospital Regional de
Gurupi, por qualquer que seja 0 motivo e que concordaram em participar do estudo, por meio
de TCLE assinada foi solicitada a permissdo para notagdo de dados pessoais (idade, sexo,
regido em que reside — urbana/rural) e clinicos (sintomas relacionados aos virus da Dengue,
Zika ou Chikungunya). Um grupo aleatério de 180 pacientes que deram entrada no Pronto
Socorro Adulto do Hospital Regional de Gurupi, entre os meses marco de 2019 e julho de
2020, tiveram seus dados coletados para alimentacdo de dados do perfil sociodemogréfico e
estes mesmos pacientes tiveram suas amostras sanguineas testadas. Foram coletadas amostras
de sangue (1 a 2 ml) da maioria dos pacientes participantes do estudo. Alguns ndo puderam
ter suas amostras extras realizadas e armazenadas em soroteca, somente as necessarias para o
teste rapido, devido a contraindica¢fes no tratamento de doengas em curso que motivaram sua
internacdo. Como exemplo, pacientes que tinham contraindicacdo devido a problemas de
salde relacionados a volemia e coagulacdo ndo tiveram suas amostras armazenadas em

soroteca, somente fizeram o teste soroldgico.

5.2 Periodo do estudo

O estudo foi realizado entre Margo de 2019 e Julho de 2020. Sendo que 30% dos
testes foram realizados entre Marco de 2019 e Novembro de 2019, 50% dos testes foram
realizados entre Dezembro de 2019 e Fevereiro de 2020 (coincidindo com periodo de
aumento de casos de infeccBes por arboviroses) e 20% no periodo entre Marco de 2020 e
Julho de 2020.

5.3 Aspectos éticos

Cuidados foram tomados para garantia da confidencialidade das informagdes
fornecidas pelos participantes do estudo. Os objetivos dos estudos, seus procedimentos, 0s

riscos e beneficios de participacdo foram apresentados de maneira clara e objetiva.
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Projeto de Pesquisa aprovado por Comité de Etica, conforme apreciagio por meio
da Plataforma Brasil, sob 0 CAAE: 21010719.7.0000.5519 (NUmero do Parecer: 4.759.540),
de acordo com as diretrizes da Resolucdo Conselho Nacional de Salde N° 466/2012.

Em havendo interesse e confirmacao da participacdo do participante por meio de
Convite, o mesmo foi solicitado a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (ANEXO 1), em duas vias, ficando uma delas em poder do voluntéario ou de sua

familia.

5.4 Coleta de amostra sanguineas e armazenamento em soroteca

Foram realizadas duas coletas.

1° - Cento e oitenta amostras de sangue em pacientes adultos com diferentes
idades oriundos dos municipios da regido sul do estado do Tocantins. A coleta das amostras
para os exames foi por puncdo venosa. As amostras para teste soroldgico foram coletadas
conforme instrucdes expressas no Kit TR DPP para ZIKV, CHIKV e DENV, IgM/IgG
escolhido para a pesquisa utilizando os materiais inclusos no Kit (Figura 08).

2% - Apos a realizacdo do teste soroldgico, uma puncdo foi realizada em pacientes
que se mostravam aptos para o procedimento, e foi retirada a quantidade variavel entre 1 e 2
ml de sangue que seria armazenado em soroteca para futuros testes de material biolégico. O
tubo de ensaio heparinizado era utilizado para evitar a coagulacdo sanguinea. O material
posteriormente foi armazenado a -20°C para conservacdo. Cerca de 44 pacientes ndo puderam
ter seu sangue coletado devido a recomendacBes médicas que contraindicaram a puncéo
durante o tratamento de doenga-base (tratamento que motivou a internagdo hospitalar). Entre
esses casos haviam pacientes com distlrbios volémicos, riscos de trombose entre outras
alteracBes sistémicas em que a coleta poderia causar agravamento da evolugdo clinica.

Portanto a soroteca é composta de apenas 136 amostras de sangue.

5.5 Testes sorologicos

O teste sorologico foi realizado através da metodologia duplo percurso ou dupla
migracdo. possui vantagens adicionais aos testes rapidos tradicionais: utilizando apenas uma
amostra é possivel realizar duas reagdes independentes simultaneamente. Esse paralelismo

permite a deteccéo diferenciada de anticorpos de IgM e IgG, a partir da mesma amostra.
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Embora no mercado nacional muitos testes na forma de Kkits possam ser
adquiridos, aqui nesse trabalho, foi iniciada uma colaboragdo inédita entre a UFT e o Instituto
de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos), uma unidade da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) no Rio de Janeiro. O Prof. Dr. Edmilson, gentilmente disponibilizou 180
unidades do Kit TR DPP para ZIKV, CHIKV e DENV, IgM/1gG (Figura 08).

O Kit TR DPP para ZIKV, CHIKV e DENV, IgM/IgG é um teste
imunocromatografico numa plataforma de duplo percurso. A tecnologia empregada nesse
teste € uma evolucdo do teste rapido de fluxo lateral e consiste em um duplo teste de duplo
percurso. Esta evolucdo tecnoldgica garante a ampliacdo dos niveis de sensibilidade e
especificidade ao separar o processo de ligacdo antigeno-anticorpo do processo de revelacgéo.
Uma grande vantagem € a leitura eletrénica do resultado por meio de um equipamento de
pequeno porte chamado micro-leitor. Esse paralelismo permite a deteccdo diferenciada de

IgM e 1gG, a partir da mesma amostra.

Figura 8 - Kit Teste Rapido DPP para ZIKV, CHIKV e DENV, IgM/IgG desenvolvido em
2019 pelo Instituto de Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos) uma unidade da
Fundacdo Oswaldo Cruz.

Fonte: ITI - Bio-Manguinhos (2019)
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Os procedimentos para realizagdo do exame soroldgico foram realizados seguindo
todas as instrucOes descritas pelo do fabricante.

Na ultima etapa do teste, apos o periodo de 15 a 20 minutos percorridos, a placa
teste era posicionada em suporte de leitura e o leitor digital DPP era posicionado. A leitura
IgM era realizada antes da leitura 1gG. O leitor DPP, ap6s validagdo sonora por meio de
contato com cartdo magnético que acompanha o KIT, fazia a leitura de cada um dos valores
para “IgM DENV, ZIKV e CHIKV” e “IgG DENV, ZIKV e¢ CHIKV” ¢ um nimero de
referéncia era apresentado no visor do Leitor DPP e anotado se utilizando de tabela exemplo
conforme mostrado abaixo (TABELA 01).

Tabela 1 - Tabela Modelo de anota¢des dos dados obtidos apds testes sorolégicos

DENV ZIKV CHIKV
IgM X 2X 3X
1gG X 2X 3X

Fonte: Préprio Autor

5.6 As possibilidades de resultados do teste

Trés possibilidades de resultados podiam ser obtidas apds a leitura dos resultados:
N&o Reagente, Reagente ou Indeterminado. O resultado N&o Reagente sugere a auséncia de
anticorpos na amostra analisada. Quando o valor numérico menor ou igual a 18 era
apresentado pelo Leitor DPP o resultado era fechado como N&o Reagente, obtendo, portanto,
0s seguintes resultados possiveis: DIgM, ZIgM e CIgM < 18 e também DIgG, ZIgG e ClgG <
18. Nos casos em que o valor numérico maior ou igual a 22 era apresentado pelo Leitor DPP o
resultado era definido como Reagente obtendo, portanto, 0s seguintes resultados possiveis:
DIgM, ZIgM e CIgM > 22 e também DIgG, ZIgG e ClgG > 22. Alguns casos poderiam ser
classificados como Indeterminados. Isso ocorria em casos em que o valor numérico maior que
18 e menor que 22 era apresentado pelo Leitor DPP, ou seja, resultados Indeterminados
apresentavam DIgM, ZIgM e CIgM > 18 e < 22 e também DIgG, ZIgG e ClgG > 18 e < 22.
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5.7 RT-gPCR

Apbs o teste rapido ser aplicado, 58,1% (50/86) das amostras sorologicamente
positivas para ZIKV foram submetidas a RT-qPCR para confirmacdo do resultado.
Brevemente, 0 RNA total das amostras de soros foi extraido utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen) conforme as instrugdes do fabricante. Apos esse procedimento, 5 pl de RNA foi
submetido a conversdo em cDNA em uma reacao de volume final de 20 ul usando e seguindo
as orientacdes do kit GoTag® 1 Step qPCR (Promega®). Para a amplificacdo do RNA viral
foram utilizados primers e sonda Tag-Man descritos por Lanciotti et al. (2008) especificos
para ZIKV (Tabela 02) no equipamento QuantStudio™ 5 (Thermofisher) (Figura 09). Como
controle interno intratubo, foi utilizado o gene housekeeping RNAse-P humano (conforme os
primers descritos por MISHRA et al., 2019, Tabela 02).

Figura 9 — Sistema de PCR em tempo real QuantStudio 5 Dx.

Fonte: Therme Fisher Scientific

Tabela 2 — Primers utilizados para RT-gPCR para ZIKV

Primer Posi¢cdo no Sequencia (3*—» 3’)
genoma ou gene
alvo
ZIKV_1086 1086-1102 CCGCTGCCCAACACAAG
ZIKV_1107-FAM 1107-1137 AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA

ZIKV_1162c 1162-1139 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
RNASE-P-QF RPP30 AGATTTGGACCTGCGAGCG
RNASE-P-QR RPP30 GAGCGGCTGTCTCCACAAGT

RNASE-P- RPP30 TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG

Probe.Q705

Fonte: LANCIOTTI et al. (2008).
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As condigOes de ciclagem foram 50°C for 20 min, 95°C for 5 min, e depois 40
ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 45 s em uma reacdo de 25 pl. Apo6s a amplificacdo, foram

consideradas positivas as amostras que obtiveram valores de Ct inferior ou igual a 38.
5.8 Anélise estatistica

A analise dos resultados foi realizada através de calculos de porcentagem simples,
levando em consideracdo o grupo total e parte dele conforme o dado pesquisado. O nimero de
amostra foi calculado conforme o célculo a seguir, considerando uma populagdo finita de 230

mil habitantes e erro relativo de 20% (TABELA 03).

Tabela 3 — Modelo de Anélise Estatistica

Prevaléncia: 30% Erro relativo: 20%
Populacdo: 230.000 habitantes Coeficiente de confianca: 95%
O n amostral de 180 pacientes devem ser coletados.

Fonte: Préprio Autor
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6.1 Dados gerais
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Participaram do inquérito soroepidemioldgico 180 pacientes, sendo 70% (n=126)

do sexo feminino e 30% (n=54) do sexo masculino (Figura 10).

Figura 10 - Gréfico de distribuicdo por género

B Masculino

B Feminino

Fonte: Proprio Autor

B Homens

B Mulheres

Os participantes que residem em territorio rural foram incluidos no ndmero

pertencente ao municipio a qual mora, sendo que 86,11% (n=155) dos participantes sdo

residentes de area urbana, somente 12,22% (n=22) residem em éarea rural, dos 04 indigenas

que participaram no estudo 03 (1,66%) residem em aldeias e 01 esta incluso no nimero dos

que residem em area urbana (Figura 11).

Figura 11 - Gréfico de distribuicio por cidade

Cariri; 3 Outros

Aldeias Municipios; 14

Indigenas; 4 |

Alianga; 6

= Gurupi = Formoso = Alianga = Aldeias Indigenas = Cariri = Outros Municipios

Fonte: Préprio Autor
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A cidade de Gurupi teve a maior quantidade de pacientes pesquisados, 80,5%
(n=145), ao passo que Formoso do Araguaia, distante 75 km do Hospital de Referéncia de
Gurupi, teve a segunda maior quantidade de pacientes pesquisados, 4,44% (n=8). Aldeias
Indigenas correspondem a 2,22% dos pesquisados (n=4).

Participaram do estudo individuos de diversas idades. Os participantes foram
classificados em quatro grupos distintos: grupo A os que tinham 14 a 17 anos de idade, grupo
B os individuos que tinham entre 18 a 29 anos de idade, grupo C os que tinham 30 a 39 anos
de idade, individuos eram classificados no grupo D se tivessem entre 40 e 59 anos de idade e
por fim, grupo E os que tinham 60 anos ou mais.

Dos 180 participantes, apenas 1 (0,55%) pertence ao grupo A (14 a 17 anos). Do
grupo B (18 a 29 anos) participaram 18,33% (n=33). Os grupos de maiores abrangéncias
foram os grupos C (30 a 39 anos) e D (40 a 59 anos) com 32,77% (n=59) e 42,77% (n=77)
dos participantes respectivamente. E o Grupo E (60 anos ou mais) que corresponde a 5,55%
(n=10) dos 180 participantes (Figura 12).

Figura 12 - Gréfico de distribuicdo por idade

0,55%

=

= GrupoA = GrupoB = GrupoC = GrupoD = GrupoE

Fonte: Préprio Autor

Os resultados mostraram que 86,6% (156/180) foram IgG positivos para DENV e,
portanto, estava infectados. Os testes para o ZIKV detectaram 1gG em 47,7% (86/180) dos
pacientes. Para CHIKV, 3,3% (6/180) dos pacientes apresentaram anticorpos IgG contra o

virus. (Figura 13).
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Figura 13 - Gréfico de distribuicdo das amostras 1gG positivas e negativas.

CHIKV ? 96,70% .
3,30%
migG+
ZIKV 7 8
18G-
DENV 7
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fonte: Proprio Autor

Foi possivel observar co-infec¢bes de dois ou mais virus nos participantes. O
exemplo mais evidente foi observado em individuos em que os testes apontaram histérico de
infeccdo para DENV e ZIKV. Além disso, 48,33% (87/180) apresentaram simultaneamente

anticorpos contra DENV e ZIKV. Apenas 1 paciente apresentou IgG para as trés arboviroses.

Figura 14 - Gréfico de distribuicdo das amostras IgM positivas e negativas.

_/
CHIKV lﬁﬁ%—ﬁﬁ-ﬂ%—'
J1KV o o mIgM+
IgM-
DENV 7 7
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fonte: Préprio Autor

Entre os pacientes que apontaram IgM positivo (Figura 14) foi possivel observar
que 5,55% (n=10) pacientes apresentaram anticorpos contra DENV, 3,33% (n=6) contra
ZIKV e 3,88% (n=7) contra CHIKV. Entre esses pacientes, 03 apresentaram IgM positivo
para DENV/CHIKV. Ndo foram detectadas infeccdes de DENV/ZIKV e nem ZKV/CHIKV

€m Ccurso.
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6.2 RT-gPCR

Das 50 amostras sorologicamente positivas para ZIKV, 20% (10/50) foram

positivas, conforme os valores de CT apresentados na tabela 04.

Tabela 4 — CTs das amostras com resultados positivas para ZIKV

Amostra CT
01 37,3
12 37,1
23 36,0
30 37,0
32 37,3
40 37,9
42 37,3
45 36,0
46 37,2
48 36,7

H20 38,0
ZIKV+ 17,6

Fonte: Préprio Autor

6.3 Questionario

A pesquisa também teve como objetivo dimensionar o nivel do fator
informacional do estado de saude e historico de infeccBes por arboviroses dos participantes.
No questionario (ANEXO 2) preenchido com as informagdes descritas pelo paciente antes do
teste soroldgico ser realizado perguntavamos a cada um se ja haviam adoecido alguma vez
por conta de Dengue, Zika ou Chikungunya.

DENV: Ao serem questionados sobre infec¢bes por DENV, 73,88% (133/180)
afirmaram que tiveram Dengue pelo menos uma vez durante a vida. No entanto, destes 133
participantes, os testes soroldgicos apontaram que 3 (2,25%) participantes nunca haviam sido
infectados, ou seja, eles foram atendidos em unidades de saude, diagnosticados como doentes
por infeccdo por DENV e tratados dessa forma, no entanto a infec¢do havia sido por outra

doenca.
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Além disso, 26,11% dos participantes (47/180) negaram terem sido acometidos
por DENV. Desses 47 participantes, 17 (36,17%) tiveram resultado 1gG positivos, ou seja,
foram infectados pelo virus durante a vida e ndo sabiam.

ZIKV: Dos 180 que participaram do estudo 4,44% (08/180) afirmaram terem
ficado doentes por ZIKV e 172 participantes disseram que nunca tiveram o ZIKV. No entanto
foi possivel observar que 86 (50%) destes 172 que negaram terem ficado doentes por ZIKV
tiveram seus resultados positivos. Ou seja, o resultado apontou IgG positivo, mas eles nédo
sabiam que foram acometidos pela doenca.

CHIKUNGUNYA: Dos 180 participantes nenhum afirmou ter tido Chikungunya,
no entanto o resultado 1gG apontou que seis (3,33%) participantes tinham anticorpos para a
doenca. Além disso, outros sete participantes apontaram resultado IgM positivo para CHIKYV,

ou seja, estavam com doenga em curso e ndo tinham o diagnadstico.
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7 DISCUSSAO

Esse estudo apresentou a incidéncia de anticorpos contra DENV, ZIKV e CHIKV
na regido Sul do Estado do Tocantins. Os dados obtidos para 0 DENV seguiram a tendéncia
nacional, conforme dados registrados por autoridades sanitarias. A primeira epidemia de
Dengue no pais ocorreu em 1980, portanto € um virus que tem maior tempo de adaptacdo
local visto que o ZIKV e CHIKV tem cerca de 5 anos que chegou ao Brasil. Foi possivel
observar que numeros de notificacdes registradas pelos érgdos governamentais de controle
ocorreram nos Ultimos anos. Entretanto os indices ainda sdo altos para as trés arboviroses,
especialmente para infecgdes por DENV. Nessa discussdo confrontamos dados informados
pelo Governo Federal e Governo Estadual, ressaltamos “alertas” que foram dados e possiveis

justificativas para nimeros apresentados.

Figura 15 - Casos provaveis de Dengue no Estado do Tocantins a cada semana
epidemioldgica entre os anos de 2017 e 2021
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Fonte: TOCANTINS (2021).

Entre os anos de 2017 e 2021 houveram oscilagdes a cada ano na quantidade de
notificagdes de infeccbes por DENV no Estado do Tocantins (Figura 15). Nas primeiras
semanas epidemioldgicas, nos anos de 2017 e 2019 o ndmero de notificagBes foi alto. Essas
semanas coincidem com épocas chuvosas na regido, favorecendo a proliferacdo de vetores,

consequentemente aumentando os casos de infec¢des. Entre o primeiro dia do ano e 30 de
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dezembro de 2020, 88,5% (n=123) dos 139 municipios haviam notificado casos suspeitos de
DENV. No entanto, o relatério da Secretaria de Estado de Salde informa uma queda de
81,8% nos casos de Dengue em relacdo a 2019. Em 2020 foram notificados 5.525 casos com
03 Obitos por suspeita de Dengue grave (TOCANTINS, 2020). O ano de 2021 foi registrada
uma queda ainda maior. Da semana 01 até a semana epidemioldgica 18, um total 595 casos
foram registrados. Em 2020, durante as mesmas semanas epidemioldgicas, 1144 casos haviam
sido confirmados, representando uma queda de 48% de um ano para o outro. Outro dado
importante do Boletim Epidemioldgico de 2021, foi a especificagdo do sorotipo circulante.
Nas cidades de Araguaina, Lajeado, Gurupi e Palmas o sorotipo do DENV-1, em Araguaina e
Colinas também foram encontrados o sorotipo do DENV-2. Foi feito o registro de uma morte
em Gurupi-TO por infeccdo por DENV (TOCANTINS, 2021).

No entanto, conforme o Boletim Epidemiologico emitido em janeiro de 2022, o
final do ano de 2021, a partir da semana epidemioldgica 40, foi marcado por aumento

significativo dos casos de DENV (Figura 16).

Figura 16 - Casos provaveis de Dengue no Estado do Tocantins a cada semana
epidemioldgica entre os anos de 2018 e 2022
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Fonte: TOCANTINS (2022).

Em 2022, o sorotipo DENV-1 foi encontrado na maioria dos municipios (25
municipios), o DENV-2 foi encontrado em 02 municipios. Houveram 03 &bitos
(TOCANTINS, 2022).
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Olhando para os dados nacionais, no Brasil, até a Semana Epidemioldgica 50
(Semana 50 finalizou em 12 de dezembro de 2020) foram notificados 979.764 casos
provaveis de dengue. A regido Centro-Oeste foi a que apresentou o maior indice de casos por
100 mil habitantes, 1200 casos/100 mil habitantes. A regido Norte, onde se localiza o Estado
do Tocantins, apresentou a menor incidéncia entre todas as regides do pais, 120,7 casos/100
mil habitantes.

Figura 17 — Comparativo entre casos de infec¢do por DENV
entre 0s anos de 2019 e 2020 no Brasil
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Fonte: BRASIL (2020a).

No comparativo entre 0 ano de 2019 e 2020 (Figura 17) o Brasil teve uma
diminuicdo acentuada de notificacGes e confirmacGes em 2020 em relacdo ao ano anterior.
Em 2019, foram notificados 1.544.987 casos provaveis de infec¢do por DENV, um aumento
de 488% em relacdo a 2018 (BRASIL, 2020a). No entanto o Ministério da Saude do Governo
brasileiro alerta que esta reducdo pode ter ocorrido devido a mobilizagcdo que as equipes de
vigilancia epidemioldgica estaduais estdo realizando diante do enfrentamento da emergéncia
da pandemia do coronavirus (COVID-19), o que pode estar ocasionando atraso ou
subnotificacdo das arboviroses. Outro fator importante que pode estar associado ao contexto
da pandemia é o receio da populacdo de procurar atendimento em uma unidade de salde
(BRASIL, 2020b).

Esse estudo apresentou numeros que refletem bem a gravidade da situacéo
enfrentada pela populacdo no que diz respeito a infecgdo pelo DENV. Segundo os resultados
(Figura 13) quase 9 (especificamente 8,6) em cada 10 adultos mostram anticorpos para o
DENV.

No que diz respeito a infec¢do por ZIKV, o relatorio de vigilancia do Ministério

da Saude referente ao ano de 2019 informou que nenhuma regido de salide apresentou taxa de
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incidéncia maior do que 100 casos/100.000 habitantes. Entretanto observa-se a dispersdo do
ZIKV em 353 (80,6%) regides de salde. Em sete regides de saude (1,6%), distribuidas nos
estados do Tocantins, Rio Grande do Norte, Alagoas e Bahia observou-se incidéncia maior
que 50 casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2020b). Dados referentes a infecg¢do por ZIKV no
Estado do Tocantins, indicam que ocorreu uma diminui¢cdo acentuada de 88,2 % em
comparacdo com ano de 2019, com 33 casos em 2020 em relacdo a 280 em 2019
(TOCANTINS, 2020b).

Sobre os dados de infec¢bes por CHIKV, até a Semana Epidemioldgica 50, foram
notificados 80.914 casos provaveis (taxa de incidéncia de 38,5 casos por 100 mil habitantes)
no pais. As regibes Nordeste e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia, 102,2
casos/100 mil habitantes e 13,1 casos/100 mil habitantes, respectivamente (BRASIL, 2020a).

No Estado do Tocantins, o comparativo entre os anos de 2019 e 2020 mostram
uma redugéo de quase 50% nos casos. Em 2019 foram notificados 181 casos de infecgdo por
CHIKYV e em 2020 foram 100 casos. Desses 100 casos notificados em 2020, somente 02 casos
foram no territério da Regido de Saude Ilha do Bananal, alvo desse estudo (TOCANTINS,
2020a).

Vale notar que ha uma diferenga nos nimeros entre “casos notificados” e “casos
confirmados”. Isso se da por que 0 Brasil ainda ndo tem um sistema de gestdo que permite
diagnosticar as arboviroses aqui estudadas com eficiéncia e rapidez. Muitos casos s&o
notificados como suspeitos e ndo sdo confirmados a posteriore, a fim de confirmar dados
suspeitos.

Um estudo realizado no Rio de Janeiro em 2018, teve como objetivo avaliar a
prevaléncia sorolégica de DENV, ZIKV e CHIKV numa amostra de 349 gestantes atendidas
numa maternidade publica do Estado do Rio de Janeiro. Para isso utilizou-se testes comerciais
de ELISA de diferentes fabricantes. Dentre os resultados, 88,8% apresentaram sorologia
positiva para DENV, 47,2% para ZIKV e 28,4% para CHIKV. Ainda que alguns estudos
demonstrem alta especificidade de ELISA revestido por antigeno NS1 de ZIKV utilizado, a
possibilidade de reacdes cruzadas com DENV deve ser considerada. Em todo caso, 0s
achados indicam um cenario de hiperendemicidade de dengue e um alcance significativo das
recentes epidemias por ZIKV e CHIKV na Baixada Fluminense (WITTLIN, 2018).

Tanto o ELISA como a imunofluorescéncia detectam apos 5 ou 6 dias apos 0s
primeiros sintomas, anticorpos IgM ou IgG especificos para os virus (PAHO, 2019). No
entanto, ambos quando utilizados para o diagnostico de arboviroses, apesar de apresentarem

alta sensibilidade, nem sempre conseguem indicar qual arbovirose esta presente. Por exemplo,
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em areas em que ha outras arboviroses circulantes é dificil ter o diagnostico conclusivo de
qual infeccdo esta ocorrendo. Isso se da por conta da reatividade cruzada. Consequentemente,
esses exames podem gerar resultados falso-positivos (MUSSO & GUBLER, 2016;
PLOURDE & BLOCH, 2016).

O teste que utilizamos para este estudo (Figura 08) identifica marcadores 1gG e
IgM para as trés arboviroses estudadas através da reacdo de reagentes. Nao descartamos a
possibilidade haver reacdo cruzada e resultados falso-positivos. Por se tratar de um teste
rapido de resultado em cerca de 20 minutos, ele pode se tornar de grande importancia para o
ambiente de atendimento hospitalar em que se precisa de resultados rapidos para inicio do
manejo do paciente.

Figura 18 - Distribuicédo espacial da identificacdo de sorotipos DENV (A), e deteccdo de
CHIKYV (B) e ZIKV (C), por métodos de biologia molecular, por UF, SE 1 a 44, 2021
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Fonte: BRASIL (2021)
Dar atencdo aos indicativos epidemioldgicos se torna essencial para prever novas

epidemias e estar preparado para elas. Nenhuma das arboviroses estudadas nesse trabalho

estdo erradicadas (Figura 18).
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Os testes realizados por RT-gPCR mostraram efetivamente que havia material
genético de ZIKV em parte das amostras sorologicamente positivas com o KIT Bio-
Manguinhos. Das 50 amostras testadas positivas para ZIKV no teste-rapido, somente 20%
efetivamente tinham material genético de ZIKV. No entanto, parte das amostras submetidas
ao teste rapido apresentaram sorogicamente positivas para ambos 0s virus DENV e ZIKV.
Isso certamente esta relacionado a questdo dos virus pertencerem a mesma familia viral
(Flaviviridae) e consequente dividirem epitopos antigénicos. Portanto, 40 amostras
apresentaram reacao cruzada o que pode representar um resultado falso-positivo para ZIKV,
quando na verdade em positivas para DENV.

Alguns estudos mostram que a possibilidade de resultado soroldgico equivocado é
real. Dejnirattisai et al. (2016) mostrou inclusive que em individuos infectados por DENV foi
observado resposta imunologica a infeccdo por ZIKV. Entretanto, essa resposta ndo constitui
imunidade a uma infec¢do por ja ter sido infectado por outra. O estudo observou uma
complexa interagdo soroldgica entre DENV e ZIKV e que embora o ZIKV seja diferente
geneticamente do DENV em cerca de 41-46% da sequéncia da proteina do envelope, o
restante das semelhancas € suficiente para permitir uma reagdo cruzada de anticorpos. Nesse
contexto, devem ser utilizar diferentes métodos diagndstico para o encaminhamento correto

do tratamento de pacientes em clinicas e hospitais.
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8 CONCLUSOES

Concluimos que entre as infec¢Bes por arboviroses pelo DENV foi a mais comum
na regido sul do Tocantins entre os anos de 2019 e 2021, seguida pelo ZIKV. Numeros que
apontam para diminuicdo expressiva da circulacdo do CHIKV devem ser analisados com
cautela pois os indices ainda sao altos.

Embora os resultados possam indicar uma alta prevaléncia para DENV e ZIKV no
Tocantins, ndo podemos descartar a possibilidade de reacdo cruzada entre anticorpos
detectados no teste rapido usado. A infeccdo por virus semelhantes produz anticorpos
semelhantes, tornando dificil para testes soroldgicos identificarem qual o virus presente,
podendo ser detectado um resultado equivocado. Estes testes avaliam a resposta imune do
organismo apds o contato com virus. A técnica utilizada por testes rapidos, imunocromato
grafico, funciona de forma a gerar cor através da reagdao quimica que ocorre entre 0 antigeno e
0 anticorpo produzido. No caso do teste rapido utilizado, ele faz isso por meio de uma
plataforma de duplo percurso.

Fechar diagndstico com um resultado errado por meio desse modelo de testagem
poderia ser desastroso. O equivoco geraria diversos transtornos no que diz respeito aos 6rgéos
de vigilancia terem dados confidveis e equipes de profissionais de satde aplicarem um plano
de tratamento baseados em linhas terapéuticas divergentes ou ndo eficazes. Um diagnostico
equivocado de ZIKV para uma gestante que na verdade estad contaminada por DENV seria um
motivo de grande preocupacdo desnecessaria.

Por outro lado, a utilizagdo do teste molecular, como é o caso do RT-qPCR, seria
a metodologia mais confiavel para determinar se ha infecgcdo por arbovirose e qual delas esta
infectando o individuo. O teste molecular analisa 0 material genético do virus e por isso €
mais especifico ao determinar o resultado, afastando a possibilidade de resultados falso-
negativos e falso-positivos.

Além disso, a disponibilizacdo de técnicas diagndsticas com maior precisdo e que
permite que o doente receba o tratamento especifico para arbovirose que o acometeu se torna
mais necessario. Essa precisdo evitaria custos financeiros desnecessarios ao sistema publico
de saude, pois diminuiria o tempo de internagdo os pacientes e de uso indevido de insumos

tratando de maneira equivocada.
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