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RESUMO

Os arbovirus sdo virus transmitidos por vetores artropodes e podem infectar seres humanos e animais.
Esses virus constituem um grave problema de salde publica no Brasil e no mundo, resultando em
elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Produzem diferentes manifestac@es clinicas, que variam
de doenca febril a formas graves, incluindo alteracdes hemorrégicas e neuroldgicas. Em 2015, nove
arbovirus que causam doencas em humanos circularam no Brasil, entre eles destacam-se o Dengue
virus (DENV), West Nile virus (WNV) e Saint Louis encefalite virus (SLEV). Recentemente a
emergéncia do Zika virus (ZIKV) e Chikungunya virus (CHIKV) causando doengas exantematicas,
tem dificultado o diagnostico laboratorial destes arbovirus. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
detectar através de métodos moleculares os Flavivirus associados a doencas exantematicas e
caracterizar geneticamente os sorotipos do Dengue virus, circulantes no estado do Piaui durante o
periodo de 2014-2015. Neste periodo, foram analisadas 114 amostras de soro e 14 amostras de liquido
cefalorraguidiano (LCR) de pacientes com suspeita clinica de dengue ou outras arboviroses cedidos
por laboratérios publicos e privados, localizados no estado do Piaui. O RNA viral (vRNA) foi extraido
e convertido em DNA complementar (cDNA) através da técnica de Transcri¢do Reversa (RT) com o
uso de iniciadores aleatorios. Na amplificagdo dos produtos foram analisadas trés regides de interesse
distintas: os genes C/prM, E e NS5, em seguida quatro amostras de pacientes com sinais e sintomas de
gravidade foram purificadas e sequenciadas pelo método de Sanger (1977), sendo que as sequéncias
obtidas foram alinhadas e comparadas quanto ao grau de identidade com sequéncias depositadas no
GenBank. Uma éarvore filogenética foi construida através do programa Mega v.6.0, por andlise de
Maxima Verossimilhanca a partir do gene E, que possui altas taxas de recombinacdo, resultando no
surgimento de variantes a partir de genotipos e linhagens, que podem estar associados ao
desenvolvimento de formas graves e anélises dessa regido permitem acompanhar a evolucéo viral. O
gene NS5 consiste em uma regido altamente conservada entre os Flavivirus, o que permite monitorar a
sua insercdo em determinada regido geografica. Das amostras analisadas por RT-PCR, 22 amostras de
soro foram positivas e as do liquido cefalorraquidiano (LCR) ndao amplificaram. Este estudo
identificou a circulagéo dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 no Piaui, o que reflete a situacdo
de hiperendemicidade no estado. Analises filogenéticas do DENV-1 confirmaram a circulagdo do
gendtipo V, que é o Unico descrito no Brasil até 0 momento e encontra-se distribuido nas Américas,
Africa ocidental e Asia. Estas anélises indicam a detecgdo de duas linhagens distintas: linhagem 1 (PI-
279), que corresponde a isolados da Venezuela, Coldmbia e do Brasil e a linhagem 6 (PI-52), que
inclui amostras isolada das Ilhas Virgens e a maioria das amostras Brasileiras. Essa relagdo com paises
da Ameérica Latina reforca a hipotese que estes virus possam ter sido introduzidos no Brasil através da
rota Caribenha, a qual é conhecida como uma importante via de entrada de novos virus na América do
Sul, incluindo o Brasil. A partir da cocirculacdo dos diferentes arbovirus, entre eles o quatros sorotipos
do DENV, o WNV associado a primeira infecgdo em humanos no pais em 2014 e o ZIKV responsavel
por um surto de doencas exantematicas no Nordeste Brasileiro em 2015, 0 nosso grupo de pesquisa
padronizou uma RT-PCR para deteccdo de ZIKV, DENV 1-4 e SLEV a partir de regides do gene E e
NS5. Estudos complementares baseados no diagndstico diferencial de arbovirus associados a doengas
exantematicas e caracterizagdo molecular dos Flavivirus circulantes sdo essenciais para o0
estabelecimento de medidas preventivas em regides hiperendémicas, como o estado do Piaui.

Palavras-chave: Flavivirus. Dengue virus. Sequenciamento. Genotipo.



ABSTRACT

Arboviruses are viruses transmitted by arthropod vectors and can infect humans and animals. These
viruses are a serious public health problem in Brazil and worldwide, resulting in high rates of
morbidity and mortality. They produce different clinical manifestations, ranging from febrile illness to
severe forms, including hemorrhagic and neurological disorders. In 2015, nine arboviruses that cause
disease in humans have been circulating in Brazil, among them stand out from the Dengue virus
(DENV), West Nile virus (WNV) and Saint Louis virus encephalitis (SLEV) and recently the
emergence of Zika virus (ZIKV) and Chikungunya virus (CHIKV) causing rash illnesses has hindered
the laboratory diagnosis of these arboviruses. The aim of this study is to detect Flavivirus associated
with rash diseases by molecular methods and genetically characterize the serotypes of Dengue virus
circulating in the state of Piaui during the period 2014-2015. 114 serum samples were analyzed as well
as 14 cerebrospinal fluid samples (CSF) of patients with clinical suspicion of dengue or other
arboviruses granted by public and private laboratory, located in the state of Piaui. The viral RNA
(VRNA) was extracted and converted to cDNA by reverse transcription technique (RT) using random
primers. In the amplification products were analyzed three regions of distinct interest: the genes
C/prM, E and NS5, then four samples from patients with signs and symptoms of gravity were purified
and sequenced by the Sanger method (1977) the sequences obtained were aligned and compared by
the degree of identity with sequences deposited in GenBank. A phylogenetic tree was constructed
using the Mega v.6.0 software for analysis Maximum Likelihood from the E gene, which has high
recombination rates, resulting in the emergence of variants from genotype and strains that may be
associated with the development of severe disease, and analysis of the region allows the monitoring of
viral evolution. The NS5 gene is a highly conserved region among Flaviviruses, which allows the
evaluation of their insertion in a particular geographic region. From the samples analyzed by RT-PCR,
22 serum samples were positive and cerebrospinal fluid (CSF) did not amplify. This study identified
the circulation of serotype DENV-1, DENV-2 and DENV-3 in Piaui, reflecting the hyperendemicity
situation in the state. Phylogenetic analyzes of DENV-1 confirmed the circulation of genotype V,
which is the one described in Brazil to date and is distributed in the Americas, West Africa and Asia.
These analyzes indicate the detection of two distinct lines: line 1 (P1-279), corresponding to isolates
from Venezuela, Colombia and Brazil and line 6 (P1-52), including isolated samples of the Virgin
Islands and most Brazilian samples. This relation with Latin America reinforces the hypothesis that
these viruses may have been introduced in Brazil through the Caribbean route, which is known as an
important new virus entry via South America, including Brazil. From the co-circulation of different
arboviruses, including the four serotypes of DENV, WNV associated with the first human infection in
the country in 2014 and ZIKV responsible for an outbreak of rash in Northeast Brazil in 2015, our
research group has standardized one RT-PCR to detect ZIKV, DENV 1-4 and SLEV from E and NS5
regions of the gene. Further studies based on the differential diagnosis of arbovirus associated with
rash diseases and molecular characterization of circulating Flavivirus are essential for the
establishment of preventive measures in highly endemic areas, such as the state of Piaui.

Keywords: Flavivirus. Dengue virus. Sequencing. Genotype.
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1 INTRODUCAO

Arbovirus sdo virus mantidos na natureza através de ciclos que envolvem vetores
artrépodes hematdfagos e hospedeiros vertebrados, conforme denominado pela Comissao
Internacional de Nomenclatura de Virus (ICTV) (CASSEB et al.,, 2014; KARABTSOS,
1985). Os principais arbovirus relacionados a infeccdes em humanos e animais pertencem a
trés géneros: Flavivirus (Dengue virus, Zika virus, West Nile virus, Saint Louis virus, Yellow
fever virus, Japanese encephalitis virus e Rocio virus), Alfavirus (Chikungunya virus e
Venezuelan equine encephalitis virus) e Bunyavirus (Oropouche virus) (CHRISTO, 2015;
DASH et al., 2013; FIGUEIREDO, 2007; RUST, 2012; WEAVER, REISEN, 2010). Estes
virus encontram-se distribuidos nas regides tropicais e subtropicais, além de circularem entre
animais selvagens em regides temperadas do planeta (LIANG et al., 2015).

Devido a emergéncia e reemergéncia dos arbovirus em todo o mundo, as arboviroses
sdo consideradas um sério problema de salude publica, com uma elevada taxa de mortalidade
estimada em 17 milhdes de mortes por ano (CHRISTO, 2015; DASH et al., 2013; LOPES et
al., 2014). Esse fendmeno esta associado a fatores complexos como: recombinacdo viral e
mutacdo, que favorecem a evolucdo e adaptacdo de linhagens virais, a urbanizacao, aumento
do transporte aéreo e do comércio (CHRISTO, 2015; DASH et al., 2013). Além do clima que
é um fator determinante na disseminacdo dos vetores (CHRISTO, 2015; DASH et al., 2013;
FIGUEIREDO, 2007).

As infeccBes causadas por estes virus podem gerar uma diversidade de sinais e
sintomas inespecificos e a maioria desaparecem espontaneamente apds 1-2 semanas
(WASAY, 2015). As manifestagdes clinicas variam de doenca febril subclinica ou leve a
formas graves, incluindo exantema ou rash maculopapular, hemorragia e alteragcbes do
Sistema Nervoso Central (SNC) (encefalite, meningite, meningoencefalite, mielite e acidente
vascular cerebral), podendo evoluir para 6bito (DASH et al., 2013; GONZALEZ et al., 2003;
LIANG et al., 2015; LOPES et al., 2014; RUST, 2012).

Normalmente os virus podem causar infecgdes sistémicas, no entanto o envolvimento
do SNC é incomum (WHITLEY, GNANN, 2002). Os arbovirus constituem a ameaca
infecciosa internacional mais importante para o sistema nervoso humano (RUST, 2012). No
Brasil, trés importantes flavivirus e um orthobunyavirus destacam-se como causa de infec¢des
do SNC. Séo eles: West Nile virus (WNV), Saint Louis encefalite virus (SLEV), Dengue virus
(DENV) e Oropouche virus (OROV) (LOPES, 2014; MONDINI, 2007; SOARES et al.,



17

2011; BASTOS et al., 2014). Em 2014, o estado do Piaui registrou o primeiro caso de
meningoencefalite em humanos associado ao WNV no Brasil (VIEIRA et al., 2015).

Desde o final de 2014, um elevado numero de casos de doenca exantematica aguda
foram relatados em varias regides do pais e isso pode estar relacionado a circulacdo de novos
virus e aos avancos nos métodos de diagndstico laboratorial (KEIGLEY et al., 2015). Em
abril de 2015, o ZIKV foi identificado como agente etioldgico desses casos na cidade de
Salvador e a circulacdo simultanea do DENV e Chikungunya virus (CHIKV) também foi
registrada (CAMPOS, SARDI, 2015; MUSSO et al., 2015). Recentemente, 0s surtos causados
por ZIKV no Brasil tém sido associados ao aumento significativo de bebés nascidos com
microcefalia e alteracdes neuroldgicas, constituindo um carater emergencial de salde publica
global, segundo a Organizacdo Mundial da Saide (PETERSEN et al., 2016; WHO, 2016).

Diante da diversidade de arbovirus envolvidos nas infeccbes em seres humanos, do
namero de doencas febris com excecdo da dengue que permanecem sem diagndstico, da
pluralidade de manifestacbes clinicas e das baixas taxas de identificacdo dos agentes
causadores de infeccBes do SNC, é importante ressaltar a necessidade da manutencdo de um
sistema de monitoramento de diagnostico laboratorial ativo (BALE, 2015; BASTOS et al.,
2014; SILVA et al.,, 2014). Principalmente em pacientes que apresentam manifestaces
neuroldgicas e estdo localizados em éreas hiperendémicas, como o Estado do Piaui onde
circulam os quatros sorotipos do DENV e outros arbovirus (SANTOS, 2012; VALE, 2015;
VIEIRA et al., 2015).

Nesse aspecto, a utilizacdo de métodos moleculares permite o estabelecimento de um
diagndstico rapido, sensivel e diferencial para as arboviroses. Além disso, € necessario o
monitoramento da introducdo e circulacdo viral, bem como caracterizacdo molecular dos
principais Flavivirus (DENV, ZIKV, WNV e SLEV) associados a doengas exantematicas e/ou
alteracOes neuroldgicas. A finalidade é proporcionar a implantacdo de programas efetivos na
deteccdo e controle das epidemias, reducdo dos riscos de transmissdo em areas endémicas e
auxilio no estabelecimento do progndstico (BASTOS et al., 2014; MENDONZA et al., 2007).
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2 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1 Arbovirus

Os arbovirus sdo virus transmitidos por vetores artrépodes (mosquitos, carrapatos,
percevejos, entre outros) e necessitam deles para completar seu ciclo de replicacdo (ANDAY
et al., 2014; CALISHER, KARABATSOS, 1988; FIGUEIREDO, 2007; LIANG et al., 2015;
LOPES et al., 2014; RUST et al., 2012; TURTLE et al., 2012; WEAVER, REISEN, 2010).
Constituem um sério desafio a salde puablica e encontram-se amplamente distribuidos,
causando doencas febris em todo o mundo (SILVA et al., 2014; WEAVER, REISEN, 2010).
Inicialmente foram identificados em regides tropicais como Africa, América do Sul e Asia
(GOULD, SALOMON, 2008).

Durante os séculos XV1 e XIX o comércio de escravos africanos foi o responsavel pela
emergéncia de dois arbovirus, o virus da Febre amarela (YFV) e o Dengue virus (DENV) nos
paises correspondentes ao Novo Mundo. Desde entdo, outras arboviroses surgiram a partir dos
seus reservatorios silvestres e estdo globalmente dispersas (LIANG et al., 2015). Alguns
fatores como a urbanizacdo acelerada, alteragdes climéticas e o indice elevado de infestacdo
vetorial contribuiram para esse fenbmeno e levaram ao surgimento de ciclos endémicos de
diversos arbovirus, entre eles o Dengue virus (DENV), Chikungunya virus (CHIKV) e Zika
virus (ZIKV) (CHRISTO, 2015; DASH et al., 2012; WEAVER, REISEN, 2010).

Desde 1992 foram registradas no Catalogo Internacional de Arbovirus 535 espécies
pertencentes a 14 familias virais, no entanto este nimero vem aumentando devido aos
avancos das técnicas de isolamento e sequenciamento viral (KARABTSOS, 1985; LIANG et
al., 2015). Atualmente, estima-se que exista mais de 545 espécies, sendo mais de 150
associadas a doengas em humanos e responsaveis por elevados surtos de infecges emergentes
(DASH et al., 2013; CHRISTO, 2015; LOPES et al., 2014).

A maioria das arboviroses que afetam os seres humanos sdo causadas pelos virus das
familias Togaviridae, Bunyaviridae e do género Flavivirus (ANDAYI et al., 2014;
BRONZONI et al., 2005; HANLEY, WEAVER, 2008; HOLLIDGE et al., 2010; WEAVER,
REISEN, 2010). Os virus produzem uma diversidade de manifesta¢@es clinicas que variam de
doenca febril indiferenciada ou moderada a grave, incluindo alteracbes neuroldgicas e
hemorragicas (BRONZONI et al., 2005; LOPES et al., 2014; RUST, 2012). Os principais
sintomas sdo: gripe, febre, mal estar, dor de cabeca e garganta, calafrios, cefaleia, mialgia,
artralgia, exantema, rash maculopapular, petéquias, entre outros (BALE, 2015; CLETON,
2012; LOPES et al., 2014; HOLLIDGE et al., 2010; RUST, 2012). Enquanto os sintomas
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relacionados as infeccbes do SNC incluem: disfuncdo visual, anormalidades papilares,
convulsoes, distarbios cognitivos e comportamentais, ataxia, niveis alterados de consciéncia,
mielite, paralisia, graus variaveis de meningoencefalite, sonoléncia e coma profundo (BALE,
2015; RUST, 2012). Estas manifestacdes variam com a gravidade da infeccdo, do patogeno
viral e do sistema imune do individuo (BALE, 2015; WASAY et al., 2015).

O ciclo de transmisséo dos arbovirus depende da presenca de artropodes e hospedeiros
vertebrados (Figura 1) (ANDAY!I et al., 2014; CLETON et al., 2012; GUBLER, 2011). Ao
alimentar-se de um animal infectado, durante o repasto sanguineo, as fémeas adquirem o0s
virus e estes replicam-se nas células epiteliais mesenteronais. Apds serem liberados dessas
células, infectam as glandulas salivares e sdo transmitidos para o hospedeiro vertebrado
através de uma picada (GO et al., 2014; HOLLIDGE, et al. 2010). Entre os principais vetores
envolvidos, destacam-se 0 Aedes aegypti, Aedes albopictus, Culex e carrapatos (CHRISTO,
2015; KARABTSOS, 1985; LOPES et al., 2014; TURTLE et al., 2012).

©
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\ /,(

Figura 1. Representacdo do ciclo de vida dos arbovirus. LACV (La
crosse virus), DENV (Dengue virus), VEEV (Encefalite equina
venezuelana virus), WNV (West nile virus) e SLEV (Saint Louis
encefalite virus) (Fonte: Hollidge et al. (2010). Adaptado.

Outra forma de transmissdo é a vertical, através da via transovariana, na qual o
mosquito fémea transmite os virus para sua progénie (FIGUEIREDO, 2007). Além disso,
também sdo transmitidos através do sangue de pacientes virémicos, 0 que constitui um dos
principais motivos de preocupacdes no processo de doacdo de sangue em locais endémicos
(CLETON et al., 2012; LEVI et al.,, 2015). Em 2012, foi realizado um estudo durante
epidemias nas cidades do Rio de Janeiro e Recife para investigar a transmissdo do DENV
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através de transfusdo de sangue, obtendo uma taxa de 37,5%. A partir disso, foi possivel
concluir que 1% a 2% das doagdes podem ser positivas no teste para deteccdo do RNA do
virus durante os periodos de pico da epidemia e que 0,3% a 0,6% de todas as transfusdes
podem transmitir o DENV (SABINO, et al., 2016).

Em 2015, pelo menos nove arbovirus patogénicos que causam doengas em humanos
tem circulado no Brasil (FIGUEIREDO, 2015). Entre eles o SLEV, que é transmitido através
da picada de mosquitos Culex e desde 1953 tem causado pequenos surtos de doenca febril
aguda e meningoencefalite, sendo que em 2007 foi registrada a sua primeira epidemia no
Brasil, concomitante a um surto de DENV-3. Situacao similar foi descrita no estado do Mato
Groso entre 2011 e 2012, cujo trés casos de co-infecgdo entre 0 DENV e o SLEV foram
confirmados (HEINEN et al., 2015; SILVA et al., 2014; VEDOVELLO, 2015). O DENV 1-4
que circula em todo o pais, associado a transmissdo de doenca febril aguda, meningite e outras
formas graves, resultando em milhares de mortes anualmente (MURRAY et al., 2013;
SOARES et al.,, 2006). E o WNV que foi introduzido no pais na década passada,
provavelmente oriundo da América do Norte e tem causado muitas infecgdes em cavalos. Em
2014, o primeiro caso de meningoencefalite em humanos associado ao WNV foi relatado no
Estado do Piaui, localizado na regido Nordeste do Brasil (FIGUEIREDO, FIGUEIREDO,
2014; TEIXEIRA et al., 2013; VIEIRA et al., 2015).

Nos ultimos dois anos, o Chikungunya virus (CHIKV) que pertence a familia
Togaviridae e género Alfavirus foram introduzidos em diferentes regibes do Brasil, com
gendtipos oriundos provavelmente do Caribe e da Asia (FIGUEIREDO, 2015; BRASIL,
2014). Em 2015, o Zika virus (ZIKV) foi responsavel por um surto de doenca febril aguda no
Nordeste Brasileiro, incialmente no estado da Bahia e disseminando-se rapidamente para
outros estados e paises da América (CAMPOS, SARDI, 2015; FIGUEIREDO, 2015; WHO,
2016). Acredita-se que a introducdo destes virus esteja relacionada ao movimento de seres
humanos, principalmente o turismo e a imigracdo (FIGUEIREDO, 2015). Outros arbovirus
incluindo o Bussuquara virus (BSQV), llheus virus (ILHV) e Cacipacore virus (CPCV)
também tém sido relatados no pais, associados a casos esporadicos de infec¢cbes em humanos
(BATISTA et al., 2011; NASSAR et al., 1997; SRIHONGSE, JOHNSON, 1971).

N&o ha nenhum medicamento especifico para o tratamento de infec¢Bes causadas por
arbovirus (RUST, 2012; WASAY et al.,, 2015). Nos casos de infecces do SNC, sdo
realizados tratamento de suporte como: aumento da pressdo intracraniana, manutencdo da
ventilagdo, funcdo cardiaca e tratamento das convulsdes (WASAY et al., 2015). A melhor

estratégia disponivel para o controle das arboviroses € a prevencdo, através do controle dos
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vetores, uso de repelentes, vacinagdo quando disponivel e um monitoramento eficaz da
vigilancia ambiental, proporcionando uma reducdo da susceptibilidade do hospedeiro
(CHRISTO, 2015; HEINZ, STIAS, 2012; NYRUST, 2012; WITHLEY, GNANN, 2002).
Recentemente, a vacina tetravalente contra a dengue desenvolvida pela empresa Sanofi
Pasteur, que ja havia sido liberada no México e nas Filipinas, foi aprovada no Brasil pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (GUY et al., 2015; NOGUEIRA, 2015).

2.2 Flavivirus

O género Flavivirus pertence a familia Flaviviridae, € composto por mais de setenta
espécies de virus altamente patogénicos para 0s seres humanos e animais, transmitidos através
de vetores artrépodes (principalmente mosquitos e carrapatos) (GO et al., 2014; GOULD,
SOLOMON, 2008; ISHIKAWA et al., 2014; LINDENBACH et al., 2013; MONATH,
HEINZ, 1996; PIERSON, DIAMOND, 2012; WEISSENBOCK et al., 2009). Este género
compreende o Dengue virus (DENV 1-4), o Saint Louis encefalite virus (SLEV), o West nile
virus (WNV), Bussuquara virus (BSQV), Cacipacore virus (CPCV), llheus virus (ILHV),
Rocio virus (ROCV) e o Febre amarela virus (YFV) (FIGUEIREDO, 2000; LINDENBACH
et al., 2007; MACKENZIE et al., 2004; MUKHOPADHYAY et al., 2005; PIERSON,
DIAMOND, 2012; TURTLE et al., 2012).

Podem ser classificados em complexos antigénicos e subcomplexos, relacionados a
partir da sua genética, etiologia e sorologia (CALISHER, 1998; GO et al., 2014; GOULD,
SOLOMON, 2008). Infeccdes causadas por estes virus podem ser assintomaticas ou causar
doenca febril inespecifica (TURTLE et al., 2012). Além de uma série de manifestacdes,
como: febre, exantemas, rash, alteracbes hemorrégicas, encefalite, meningite, mielite,
convulsdes, paralisia e ictericia (GOULD, SOLOMON, 2008; ISHIKAWA et al., 2014; SIPS
etal., 2012; TURTLE et al., 2012).

No Brasil, além das epidemias de dengue em quase todo o pais (TEIXEIRA et al.,
2013) e dos surtos esporadicos de febre amarela silvestre, principalmente na Regido Norte
(CAMARA et al., 2013), foram encontradas evidéncias soroldgicas de cinco Flavivirus de
potencial importadncia médica para humanos: WNV, SLEV, ILHV, CPCV e ROCV em
equinos, ovinos e jacarés na regido do Pantanal (PAUVOLID-CORREA et al., 2014). No
Estado do Piaui, a dengue é hiperendémica com a cocirculacdo dos quatros sorotipos virais, 0
que favorece ao desenvolvimento de epidemias e formas graves. O DENV-4 foi identificado

em 2012, através de reacGes moleculares (Semi-nested -PCR) realizadas no Laboratorio de
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Bioguimica e Biologia de Micro-organismos e Plantas (BIOMIC) e posteriormente submetida
a andlise filogenética para confirmagdo (SANTOS, 2012; VALE, 2015). Em 2014, o Estado
registrou o primeiro caso de infeccdo em humanos pelo WNV no pais (VIEIRA, et al. 2015) e
em 2015 o ZIKV foi responsavel por um elevado nimero de casos de doengas exantematicas
em todo o pais, principalmente na regido Nordeste (CAMPOS, SARDI, 2015; ZANLUCA et
al., 2015). Diante disso, quatro Flavivirus (DENV, ZIKV, SLEV e WNV) serdo amplamente

discutidos neste trabalho.

2.2.1 Caracteristicas gerais

Os Flavivirus apresentam genoma RNA de fita simples, senso positivo com
aproximadamente 11 Kilobases (kb) e medem de 40 a 60 nanbémetro (nm) de didmetro
(FERREIRA et al., 2008).

Genoma viral

Nucleocapsideo

ProteinaEe M

Envelope viral

Figura 2. Estrutura do Dengue virus. Fonte: Nature
(2011). Adaptado.

Seu genoma possui uma Unica fase de leitura aberta (Open Reading Frame, ORF) que
codifica uma poliproteina, que ap6s a clivagem por uma combinacdo de proteases do
hospedeiro e do virus é convertida em trés proteinas estruturais: proteina C do capsideo, pré-
membrana/membrana (prM/ M) e proteina E do envelope, as quais estdo envolvidas na
entrada e montagem dos virus, e sdo codificadas na por¢do N-terminal da poliproteina (Figura
2). Além de sete proteinas ndo-estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5 que desempenham fungdes na regulacdo e expressdo do virus, como replicacao,
viruléncia e patogenicidade, e sdo codificadas na parte restante da poliproteina (Figura 3)
(ALVAREZ et al., 2006; CHAMBERS et al., 1990; CHANG, 1997; FANG et al., 2013;
GUBLER et al., 2007; LINDENBACH et al., 2007; LIU et al., 2005; LOPES et al., 2014;
MUNOZ-JORDAN et al., 2003; PIERSON, DUMOND, 2012; SANTOS, ROMANOS,
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WIGG, 2008; ROTHMAN, 2004). Regides ndo traduzidas nas extremidades 5’ e 3’
desempenham papéis importantes no processo de replicacdo viral, traducdo e montagem do
virus (ALVAREZ et al., 2006; FAGGIONI et al., 2014; LOPES et al., 2014; MARKOFF,
2003; WEAVER, VASILAKIS, 2009; YU et al., 2008).

5 UTR
NSZA N':.Iﬂ-ﬁ.
C |M E N51m M53 M55
1
MS2B MS4B 3 UIR

Figura 3. Organizacdo do genoma do DENV e suas proteinas resultantes. Fonte: Guzman et al.
(2010).

A principal proteina estrutural € a do envelope (E), uma glicoproteina incorporada na
membrana viral que pesa 55 kDa. Esta proteina é responsavel pela ligacdo ao receptor, fuséo
da membrana e montagem do virus. Além disso, é um dos principais antigenos, o que pode
induzir a formacdo de anticorpos neutralizantes e imunidade protetora especifica ao
hospedeiro (KUHN et al., 2002; MUKHOPADHYAY et al., 2005). Como esta proteina
interage diretamente com o sistema imune do hospedeiro, possui a mais alta taxa de mutacéo
entre os Flavivirus, resultando no surgimento de variantes genéticas (DETTOGNI et al., 2012;
LAI et al., 2008). Ela é composta por trés dominios: dominio I, que corresponde a uma
estrutura em B-barril orientado paralelamente a membrana viral, dominio Il, portador do
peptideo de fusdo e o dominio 111, que é responsavel pela interagdo com receptores celulares,
facilitando a entrada do virus e possui 0s epitopos mais importantes na ligagdo a anticorpos
neutralizantes (BEASLEY, BARRETT, 2002; LINDENBACH, RICE, 2007; WEAVER,
VASILAKIS, 2009).

A proteina prM é um precursor da glicoproteina estrutural M, devido a adigdo de
hidratos de carbono é essencial para o dobramento correto da proteina E. Este precursor sofre
uma clivagem, que esta relacionada & maturacdo do virus e a sua liberacdo (HEINZ et al.,
1994; LINDEBACH et al., 2003; LINDENBACH, RICE, 2007; LORENZ et al., 2002;
PIERSON, DIAMOND, 2012).

A glicoproteina NS1 encontra-se retida no interior ou superficie da células. Possui dois
locais de glicosilagdo que s&o conservados entre os Flavivirus (SCHLESINGER et al., 1987).
Sua funcdo ainda é desconhecida, mas acredita-se que ela facilite a infeccdo e patogénese

viral (LIBRATY et al., 2002). Ao contrario das outras glicoproteinas virais, a NS1 ndo faz
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parte da formagdo do virus, mas é expressa na superficie das células infectadas. Portanto,
trata-se de um importante marcador de infeccdo aguda e produz forte imunogenicidade
(AVIRUTNAN et al., 2010; MALAVIGE et al., 2004; PERERA, KUHN, 2008).

As proteinas NS2A, NS4A e NS4B sdo as menos caracterizadas, estdo associadas com
as membranas celulares e descobertas recentes propGe um papel inibitério na transdugéo de
sinal mediada por interferon (IFN) (BACK, LUNDKVIST, 2013; GUZMAN, HARRIS,
2015). As NS3 e NS5 estdo localizadas no citoplasma e interagem diretamente entre si
(WELSCH et al., 2009; YU et al., 2013). Estas duas proteinas, compde o complexo de
replicacdo junto com o RNA viral, cofatores virais e cofatores das células hospedeira
(MURRAY et al., 2013; PAUL, BARTENSCHLAGER, 2013).

A NS3 é uma serina-protease que requer o cofator NS2B para funcionar como uma
enzima ativa (CHAMBERS et al., 1990; LI et al., 2005). E a NS5 é a maior e mais conservada
proteina entre os Flavivirus (LUO et al., 2015), possui trés dominios funcionais: uma
metiltransferase na extremidade N-terminal, sequéncias de localizagdo nuclear e uma RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp) na sua extremidade C-terminal (DONG et al., 2012;
LI et al., 1999; PERERA, KUHN, 2008; XIE et al., 2011). Atualmente, ambas funcionam
como base para o desenvolvimento de farmacos contra os Flavivirus (LUO et al., 2015).

O ciclo de replicagdo dos Flavivirus acontece no citoplasma das células do hospedeiro
e a entrada do virus na célula ocorre por endocitose, mediada por receptores entre eles as
lecitinas do tipo C e as familias TIM e TAM da fostatidilserina (MEERTENS et al., 2012).
Apdbs a adsorcdo, o virus é endocitado em vesiculas recobertas por clatrinas (CHU, NG,
2004). O pH écido do endossoma induz uma mudanca conformacional da proteina E, atraves
da fuséo do envelope do virus com membranas celulares, a qual é responsavel pela liberacédo
do nucleocapsideo no citoplasma (GOLLINS, PORTERFIELD, 1986; HEINZ et al., 2003;
KUHN et al., 2002; MODIS et al., 2004). Assim que o genoma viral é liberado no citoplasma
da célula inicia-se o processo de traducdo e replicacdo viral. A primeira etapa da replicacdo
consiste na sintese de uma fita de RNA de polaridade negativa, a qual servira de molde para
novas fitas de RNA de polaridade positiva e o processo de replicacdo é finalizado com a
montagem de novas particulas virais (BACK, LUNDKVIST, 2013; CLYDE et al., 2006;
LINDENBACH et al., 2007; LOPES et al., 2014; SANTOS, ROMANOS, 2008).
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2.2.2 Ciclo de transmissao

O DENV e 0 ZIKV séo transmitidos aos seres humanos através da picada da fémea de
mosquitos do género Aedes (Figura 4) (GUBLER, 1998; PETERSEN et al., 2016; WHO,
2016). Esses mosquitos estdo distribuidos ao longo dos trépicos (PETERSEN et al., 2016) e 0
Aedes aegypti é o principal vetor associado a transmissao destes arbovirus, no entanto o Aedes
albopictus destaca-se na regido dos EUA e sul da Europa. Ambos estdo associados a
transmissdo de outras arboviroses importantes como CHIKV (CDC, 2016; MARCONDES et
al., 2015; PETERSEN et al., 2016; TERZIAN et al., 2015; WONG et al., 2013).

Estes adquirem o virus ao realizarem o repasto sanguineo em individuos infectados
durante o periodo de viremia (2 a 10 dias). Ao entrar em contato com o0 mosquito 0 virus
passa por um periodo de incubacdo de 8 a 12 dias, onde se replica no intestino médio, é
carreado pela hemolinfa até atingir outros 6rgdos e chegar as glandulas salivares. Apos esse
periodo 0 mosquito potencialmente infectante transmite a doenca a outros seres humanos,
durante o repasto sanguineo (GUBLER, 1998; MALAVIGE et al., 2004; RIGAU-PEREZ et
al., 1998).

Aedes mosquito ~ ::\—;.. I

\%/

Figura 4. Ciclo de transmisséo do DENV.
Fonte: Whitehead (2007). Adaptado.

No caso do SLEV, o ciclo biologico é mantido através de aves silvestres (pardal,
pombos) que funcionam como hospedeiros vertebrados primarios e varias especies de
mosquitos, seres humanos e outros mamiferos sdo considerados hospedeiros acidentais
(Figura 1) (FIGUEIREDO, 2000; MONATH, HEINZ, 1996; REISEN, 2003; SPINSANTI et
al., 2008; VASCONCELOS et al., 1998). A infeccdo nos passaros ocorre de forma inaparente,
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no entanto eles desenvolvem viremia suficiente capaz de infectar os vetores. O principal vetor
envolvido é o mosquito do género Culex e as espécies variam de acordo com a regido
(AUGUSTE et al., 2009; GO et al., 2014; SILVA et al., 2014). Além disso, acredita-se que as
aves migratorias de longas distancias sdo responsaveis pela dispersdo dos virus
(FIGUEIREDO, 2007; TWIDDY, HOLMES, 2003).

E quanto ao WNV, de acordo com a literatura ha descri¢do de infecgcdo por este virus
em diversos animais, entre eles cées, gatos, ovelhas, esquilos, jacarés, cavalos e aves
(BOWEN, 2011; CHANCEY et al.,, 2015; PETERSEN, HAYES, 2008). O ciclo de
transmissdo existe em areas urbanas e rurais, onde o virus infecta aves, seres humanos,
cavalos e outros mamiferos (CDC, 2015; CHAVEZ et al., 2013; HAMER et al., 2013; PAZ,
2015). O principal vetor envolvido na transmissdo do WNV é o mosquito do género Culex
(BLITVICH, 2008). A infeccdo pelo WNV assim como o SLEV pode ndo apresentar
sintomas clinicos detectaveis ou apresenta-los de forma leve, com isso ha um alto risco de
transmissao destes virus por transfusdo sanguinea, transplantes de 6rgdos e leite materno,
como descrito em paises da América do Norte (CDC, 2002; IWAMOTO et al., 2003;
GOULD, SOLOMON, 2008; MONDINI et al., 2007; STRAMER et al., 2005; VAMVAKAS
et al., 2006). Os seres humanos e os cavalos sdo considerados hospedeiros acidentais, como
ndo desenvolvem viremia suficiente para infectar os vetores, ndo participam do ciclo de
transmissdo do WNV (CHANCEY et al., 2015; MEULEN et al., 2005).

2.2.3 Dengue virus (DENV)

Dengue é a doenca sistémica aguda mais prevalente transmitida ao homem (BHATT,
2013). A doenca é causada por um dos quatro sorotipos do Dengue virus (DENV 1-4) e
espalha-se rapidamente, resultando no aumento da frequéncia das epidemias, surgimento de
formas graves e transmissdo autoctone na Europa e EUA (GOULD; SOLOMON, 2008;
GUBLER 2002; GUZMAN, HARRIS, 2015). Um quinto sorotipo viral (DENV-5) foi
recentemente descrito, detectado durante a triagem de amostras virais no estado de Sarawak
da Malasia em 2007 (GRANGE et al., 2014; MUSTAFA et al., 2015; NORMILE, 2013;
VASILAKIS, 2013). A doenca é endémica em mais de 100 paises, incluindo América,
Pacifico Ocidental, Africa e regifo do Mediterraneo Oriental como mostra a figura 5
(GRANGE et al., 2014; GUZMAN, HARRIS, 2015; WHO, 2012).
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Figura 5. Risco da dengue global em 2014. Fonte: Guzman; Harris (2015). Adaptado.

Estima-se que 3,6 bilhGes de pessoas (55% da populacdo mundial), em centenas de
paises, estejam sujeitas a contrair a dengue (FARIA et al., 2013; WHO 2009). Nos ultimos 50
anos a sua incidéncia aumentou 30 vezes e de acordo com estimativas feitas pela Organizacéo
Mundial de Saude em 2013 este valor foi trés vezes maior quando comparado a 2012
(BHATT, 2013; CHRISTO, 2015; GUZMAN, HARRIS, 2015). Bhatt e colaboradores (2013)
apontam gue este nimero possa ser ainda maior, com 390 milhdes de infec¢gdes ocorrendo por
ano, das quais 96 milhdes sdo aparentes. Desta forma a dengue representa um crescente
desafio para as autoridades de salde publica, além de ser considerada um énus econémico em
paises endémicos (BHATT, 2013; SHEPARD et al., 2013).

O DENV consiste em quatro sorotipos geneticamente distintos que compartilham uma
homologia de 60-75% ao nivel de aminoacido (GUBLER, 1998; GUZMAN, HARRIS, 2015;
ROTHMAN, ENNIS, 1999). Cada sorotipo é subdividido em genétipos e linhagens, com base
na diversidade genética e distribuicdo geografica (ARAUJO et al., 2009; RICO-HESSE,1990;
RICO-HESSE, 2007; VASILAKIS et al., 2007). Dentro do mesmo sorotipo apresentam
diferengas que variam cerca de 3% ao nivel de aminoacidos e 6% ao nivel de nucleotideos e
sdo determinantes no estabelecimento de potenciais epidemias, diversidade das manifestacdes
clinicas, viruléncia, gravidade da doenca e desenvolvimento de vacinas (CARNEIRO et al.,
2012; CHAO, et al. 2008; GUBLER, 1998; GUZMAN, KOURI, 2002; GUZMAN, HARRIS,
2015; KATZELNICK et al., 2015; MIAGOSTOVICH et al., 2003; OHAINLE et al., 2011;
VU et al., 2010; ZHANG et al., 2005).

A variedade dos gendtipos foi determinada de acordo com suas sequéncias
nucleotidicas, através da andlise das regides dos genes M, E, NS1. Atualmente sao
reconhecidos cinco gendtipos para 0 DENV-1 e seis gendtipos para 0 DENV-2 com base na
juncdo E/NS1 (RICO-HESSE, 1990; GONCALVEZ et al., 2002; TWIDDY, 2002), quatro



28

genotipos para DENV-3 com base no sequenciamento dos genes M/E (LANCIOTTI et al.,
1994) e quatro genotipos para 0 DENV-4, através da analise do gene E (CHEN, VASILAKIS,
2011; LANCIOTTI et al., 1997). A distribuicdo geografica dos genotipos do DENV esta

descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos diferentes genétipos do DENV, conforme sua distribuicdo geogréfica.
Fonte: WEAVER; VASILAKIS, 20009.

SOROTIPO GENOTIPO DISTRIBUICAO GEOGRAFICA
I Sudeste Asiatico, China e Africa Oriental
I Tailandia (1950-1960)
DENV-1 Il Virus silvestre identificado na Malasia
v Ilhas do Pacifico Ocidental e Austrélia
\ Américas, Africa Ocidental e alguns virus da Asia
Asiatico 1 Malésia, Tailandia e Asia
Asiatico 2 Vietnd, China, Taiwan, Sri Lanka e Filipinas
Cosmopolita Australia, Africa Oriental e Ocidental, llhas do Pacifico
e do Oceano indico, no subcontinente Indiano e em
Ilhas do Pacifico
DENV-2 Americano América Latina e Caribe (1950-1960), subcontinente
Indiano e ilhas do Pacifico
Asiatico/Americano Tailandia, Vietnd e Américas
Silvestre Virus coletados em humanos, mosquitos ou animais
sentinelas na Africa Ocidental e Sudeste Asiatico.
I Indonésia, Malasia, Filipinas e ilhas do Pacifico Sul
I Tailandia, Vietnd e Bangladesh
DENV-3 1 Sri Lanka, India, Africa e Samoa
v Porto Rico, América Latina e Central e Taiti
I Tailandia, Filipinas, Sri Lanka e Jap&o
I Indonésia, Malasia, Taiti, Caribe e Américas
DENV-4 Il Tailandia (virus recentes)
v Malasia (virus silvestres)

Segundo WEAVER, VASILAKIS (2009) existem evidéncias de que alguns genotipos

sdo mais virulentos que outros, pois frequentemente estdo associados a manifestacdes
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hemorrégicas. Entre eles, o geno6tipo asiatico do DENV-2 tem demonstrado risco aumentado
para hemorragias em infeccbes secundarias (LEITMEYER et al., 1999; RICO-HESSE et al.,
1997). O gendtipo | do DENV-4, também foi apontado como mais virulento e com maior
potencial de disseminacdo (PATIL et al., 2012). Acredita-se que isso aconteca pois eles se
replicam mais eficientemente em células dendriticas humanas e no vetor Aedes aegypti,
quando comparado ao gen6tipo americano (ARMSTRONG, RICO-HESSE, 2001;
COLOGNA et al., 2005).

Os quatros sorotipos do DENV produzem um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, que variam desde doenca febril aguda autolimitada (FD) a casos de febre
hemorragica (FHD) e sindrome do choque da dengue (SCD), no entanto a maioria s&o
assintomaticas ou subclinicas (WHO 2009; FREDERICKS, FERNANDEZ-SESMA, 2014,
GUZMAN et al., 2010; GUZMAN, HARRIS, 2015; NEERAJA et al., 2014; WEAVER,
VASILAKIS, 2009). Em 2008 os tipos classicos de manifestacdes foram reclassificadas pela
OMS, em dengue sem sinal de alerta, com sinal de alerta e dengue severa, sendo esta
denominacdo implantada no Brasil desde janeiro de 2014 (BARNIOL, 2011; CAVALCANTI,
2011; GUZMAN, HARRIS 2015; WAN, 2013; WHO, 2009). Segundo estudos realizados, 0s
resultados obtidos com o novo método sdo satisfatorios, principalmente na identificacdo de
casos graves, que passou a incluir manifestacdes neuroldgicas. Esta nova classificagdo visa
melhorar a triagem e o tratamento adequado (CAROD-ARTRAL et al., 2013; HORSTICK et
al., 2012; NARVAEZ et al., 2011; PUCCIONI-SOHLER et al., 2015).

As formas mais brandas caracterizam-se por febre alta, dor de cabeca, mialgia,
artralgia, dor retro-orbital, exantema, rash maculopapular e leucopenia. Enquanto as formas
mais graves, por complicacdes hemorragicas como epistaxe, sangramento gengival e
gastrointestinal, hematdria, trombocitopenia e extravasamento do plasma (GUZMAN,
KOURI, 2002; GUZMAN et al.,, 2010). Outras manifestagdes como miocardiopatia,
insuficiéncia hepatica, complicacbes neuromusculares, encefalopatia e encefalites que antes
eram consideradas raras, atualmente tornaram-se comuns (ARAUJO, 2011; GUZMAN,
HARRIS, 2015).

AlteracBes do SNC tém sido descritas em 4-47% dos casos de pacientes infectados
pelo DENV em locais onde a doenca é endémica (ARAUJO, 2011; CAROD-ARTRAL et al.,
2013). Além disso, 0,5-20% dos pacientes internados em hospitais com dengue classica
podem apresentar um quadro clinico neuroinvasivo (CAROD-ARTRAL et al.,, 2013).
Conforme estudo realizado Jackson e colaboradores (2008) na Jamaica, alteracGes

neuroldgicas anormais sdo comuns em casos de dengue classica (JACKSON et al., 2008;
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SOARES et al., 2010; WHO, 2009). Evidéncia do neurotropismo do DENV e o0 aumento do
isolamento do virus em liquido cefalorraquidiano ou tecido cerebral tem aumentado desde o
final da década de 1990 (DOMINGUES et al., 2008; LUM et al., 1996; SOLOMON et al.,
2000).

No Brasil, a primeira epidemia descrita ocorreu no estado de Roraima, no inicio dos
anos 80, onde foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4 (OSANAI, 1983). Somente
em 1986, ocorreram epidemias atingindo o Rio de Janeiro e algumas capitais da regido
Nordeste, sendo identificado o sorotipo DENV-1, em 1990 o DENV-2 e em 2000 0 DENV-3
(BRASIL, 2010; NOGUEIRA et al., 1993; NOGUEIRA et al., 2007; SCHATZMAYR et al.,
1986). Em julho de 2010, o DENV-4 reemergiu no Estado de Roraima e em 2011 foi
detectado pela primeira vez no Estado do Piaui, seguido de casos identificados no Amazonas,
Para, Cear4, Bahia, Rio de Janeiro e S&o Paulo (SIQUEIRA JR et al., 2011; PIAUI, 2012).
Atualmente é possivel observar a cocirculagdo dos quatros sorotipos virais no pais, 0 que
constitui um fator de risco para novas epidemias, principalmente apds a introducdo de um
sorotipo em areas anteriormente ndo afetadas (ACOSTA et al., 2011; BRASIL, 2005).

A infeccdo primaria por um sorotipo do DENV confere protecdo homdloga ao longo
da vida e imunidade heter6loga transitoria (3-4 meses) (KURANE, ENNIS, 1992; SIMMONS
et al., 2012; WHO, 2009). Em éareas onde a dengue é endémica, infeccdes heterotipicas
sequencias sao comuns e constituem um importante fator de risco para o desenvolvimento de
formas graves, através do fendmeno denominado resposta exacerbada dependente de
anticorpo (ADE) (HALSTEAD, 1988; HALSTEAD, 2007; GUZMAN et al., 2000;
GUZMAN et al., 2010; WHITEHORN et al., 2011). De acordo com esta hipotese, 0s
anticorpos neutralizantes produzidos na infeccdo primaria, facilitam a entrada do virus nas
células, levando ao aumento do nimero de células infectadas e consequentemente dos niveis
de viremia (HALSTEAD, 2007; WEAVER, VASILAKIS, 2009; WHITEHORN et al., 2011).
Além disso, a idade e fatores genéticos do virus e do hospedeiro desempenham um papel
importante no desenvolvimento de formas graves (GUZMAN, KOURI, 2002; HALSTEAD et
al., 2007; RICO-HESSE, 1997).

No Estado do Piaui, a dengue é um problema de satde publica desde o inicio dos anos
90, quando os surtos da doenca tornaram-se mais frequentes (CASTRO et al., 2003). Ocorre
em todas as regides do estado, com as mais altas taxas de incidéncia nos municipios
localizados ao norte (BRASIL, 2008). A ocorréncia de sucessivos surtos de dengue em varios
municipios e a cocirculagdo dos quatro sorotipos favorecem o desenvolvimento de formas
graves da doenca (PIAUI, 2012).
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2.2.4 Zika virus (ZIKV)

O ZIKYV foi identificado pela primeira vez em um macaco rhesus na floresta Zika,
localizada em Uganda em 1947 (DICK et al., 1952). Em 1954, foi o responsavel pelo surto
de doencas febris em humanos na Africa Ocidental, disseminando-se para Indonésia,
Microneésia, Tailandia, Filipinas, Polinésia Francesa e Ilha da Pascoa no Oceano Pacifico,
onde ocorreu um dos maiores surtos durante o periodo 2013-2014 (ALERA et al., 2015;
BARONTI et al., 2015; BUATHONG et al., 2015; DUFFY et al., 2009; HAYES, 2009;
MACNAMARA, 1954; MUSSO et al., 2014; OLSON et al., 1981; TOGNARELLI et al.,
2014).

Acredita-se que o ZIKV tenha sido introduzido no Brasil logo ap6s o Campeonato
Mundial de Canoa que foi realizado no Rio de Janeiro, em agosto de 2014 e n&o durante a
Copa do Mundo de Futebol, na qual ndo houve participacéo de atletas oriundos de paises do
Pacifico. Outra possibilidade foi a introducdo através de viajantes oriundos do Chile
(MUSSO et al., 2014; SALVADOR, FUJITA, 2015).

Na América do Sul, o primeiro registro de infeccdo pelo ZIKV foi relatado no Brasil
em maio de 2015 na cidade de Salvador — BA, a partir de isolamento viral em caso suspeito
de dengue (CAMPOS, SARDI, 2015; ZANLUCA et al., 2015), disseminou-se rapidamente
para diversas regides do territério Brasileiro, predominando na regido Nordeste e outros 26
paises americanos (BRASIL, 2015; CALVET et al., 2016; CDC, 2015; GINIER et al., 2016;
PETERSEN et al., 2016; ZANLUCA et al., 2015). Nos EUA em 2015 e 2016,
aproximadamente oito turistas foram positivos para o ZIKV (CDC, 2016) e a Organizacdo
Pan Americana de Saude (OPAS) emitiu um alerta sobre o potencial risco de transmissdo
desse virus no nordeste do Brasil (OPAS, 2015).

Recentemente, este surto tem sido associado ao aumento do numero de bebés nascidos
com microcefalia e outras alteragdes neurolégicas (BRASIL, 2015; CALVET et al., 2016;
WHO, 2016; PETERSEN et al., 2016). Segundo o ultimo boletim epidemioldgico liberado
pelo Ministério da Saude no dia 23 de fevereiro de 2016, os casos suspeitos de microcefalia
que estdo sob investigacdo chegam a 4.107 casos em todo o pais, desses 583 casos foram
confirmados para microcefalia e outras alteracdes do sistema nervoso em 235 municipios,
incluindo o estado do Piaui (BRASIL, 2016).

A transmissdo materno-fetal do ZIKV foi documentada durante a gravidez, e o virus
pode ser transmitido da mée para o feto durante qualquer trimestre da gestagéo, entretanto

estudos sugerem que a transmissdo durante o primeiro trimestre eleva o risco de
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microcefalia fetal (OLIVEIRA et al., 2016; PETERSEN et al., 2016; SCHULER- FACCINI
et al., 2016). O RNA viral do ZIKV foi detectado em varias amostras de tecidos do corpo,
incluindo o cérebro de uma crianc¢a que foi a dbito no periodo neonatal, no liquido amnidtico
de duas gestantes com fetos microcefalicos e em criancas com microcefalia, o que reforca a
ligacdo entre a infeccdo pelo virus na gravidez e microcefalia no feto, no entanto mais
estudos ainda estdo sendo realizados (CALVET et al., 2016; GINIER et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2016; SCHULER- FACCINI et al., 2016; PETERSEN et al., 2016).

Outras formas de transmissdo tém sido sugeridas, como através de relacbes sexuais,
transfusdes de sangue e perinatal (BESNARD et al., 2014; FOY et al., 2011; MARANO et
al., 2015; MUSSO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016; SCHULER-FACCINI et al., 2016).
Como 80% das pessoas infectadas pelo ZIKV sdo assintomaticas, € necessario reforcar o
monitoramento nos bancos de sangue, principalmente em areas endémicas para as
arboviroses (PETERSEN et al., 2016).

Os primeiros sintomas da infeccdo desenvolvem-se entre 3 a 12 dias apés a picada do
mosquito, assim como descrito por outras arboviroses, no entanto o periodo de incubac¢édo do
virus ainda ndo € conhecido (I00S et al., 2014; PETERSEN et al., 2016; RUDOLPH et al.,
2014). A maioria dos casos sdo assintomaticos, mas o ZIKV pode causar uma doenca leve e
em alguns o espectro clinico sobrepde-se ao de infeccdes causadas pelo DENV e CHIKV
(CDC, 2016; CARDOSO et al., 2015; WHO, 2016). Casos graves sdo incomuns e na
maioria ndo é necessario hospitalizacdo. As principais manifestacdes clinicas incluem: febre,
dor de cabeca, mal-estar, exantema maculopapular, astenia, conjuntivite, dor muscular e
articular. Esses sintomas desaparecem rapidamente e duram cerca de 2 a 7 dias (MUSSO et
al., 2014; PETERSEN et al., 2016; WHO, 2016). Além disso, em 2013 durante a epidemia
ocorrida na Polinésia Francesa, foram relatadas complicacBes neuroldgicas, como a
Sindrome de Guillain Barré e recentemente casos associados a esta sindrome também foram
descritos no Brasil (BRASIL, 2015; OEHLER et al., 2014; PINTO JUNIOR et al., 2015).

2.2.5 West Nile virus (WNV)

O WNV foi isolado pela primeira vez em Uganda, no ano de 1937 (SMITHBURN et
al., 1940; GOULD et al., 2003). Inicialmente causou surtos esporadicos na Asia, Africa,
Oriente Médio e Australia (GO et al., 2014; HAYES, O’LEARY, 2004; PETERSEN et al.,
2013). Em 1999, emergiu em Nova York disseminando-se rapidamente nos EUA, sendo o
principal agente envolvido nas causas de encefalite (KILPATRICK, 2011; NASH et al., 2001,
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RUIZ et al., 2010; PETERSEN et al., 2004; WEAVER et al., 2004). Desde entdo, ha relatos
da sua atividade na Europa Central e paises sul-americanos (GOULD, FIKRIG, 2004;
MONACO et al., 2010; SILVA et al., 2013). O virus € classificado sorologicamente, como
membro do complexo da encefalite japonesa (PAZ, 2015) e encontra-se distribuido de forma
global assim como o DENV ocorrendo principalmente em areas tropicais e subtropicais do
sudeste Asiatico, Pacifico e Américas (GO et al., 2014).

De acordo com analises genéticas, observou-se que 0 WNV possui cinco linhagens
com base na sequéncia de nucleotideos e filogenia (GO et al., 2014; MANN et al., 2013). As
linhagens genéticas 1 e 2 sdo as principais e podem afetar tanto os seres humanos quanto
animais (cavalos) (LANCIOTTI et al., 2002; LONGO, 2014; MANN et al., 2013; PAPA et
al., 2013; PETERSEN et al., 2013). A classificacdo taxondmica e viruléncia das linhagens 3 e
4 ainda n&o sdo claras e a 5 esta presente, principalmente, na regido da india (GO et al., 2014;
KRAMER et al., 2008).

As principais manifestagdes clinicas associadas a infec¢fes por WNV incluem febre,
mal-estar, nduseas, dor de cabeca e retro-orbital, artralgia, mialgia, vomitos, diarreia, dor de
garganta e linfadenopatia. Outros sintomas como hepatomegalia, esplenomegalia, miocardite,
pancreatite e hepatite tém sido descritos em infec¢des graves (GOULD, SOLOMON, 2008;
HAYES et al., 2006; HAYES, O’LEARY, 2004). A maioria das infec¢cdes (80%) séo
subclinicas e desaparecem espontaneamente e a minoria (20%) sdo caraterizadas por estes
sinais clinicos (CDC, 2015; HAYES et al., 2005, MOSTASHARI et al., 2001).
Aproximadamente 1% dos pacientes desenvolvem sintomas neuroldgicos, entre eles
encefalite, meningite ou meningoencefalite, sendo mais comuns em idosos ou em pacientes
imunodeprimidos (GO et al., 2014; PAPA et al.,, 2013). A taxa de mortalidade nestes
pacientes é de 5 a 10% (GOULD, SOLOMON, 2008).

No Brasil, os primeiros anticorpos neutralizantes para WNV foram detectados em
cavalos e aves, na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul (MELANDRI et al., 2012;
PAUVOLID-CORREIA et al., 2011). Além de circular e infectar cavalos na regido Centro-
Oeste do Brasil, foram encontradas evidéncias sorologicas do WNV em cavalos na Paraiba
(PB), sugerindo a expansdo do virus para regides do Nordeste Brasileiro (OMETTO et al.,
2013; SILVA, 2013). Em 2014, foi registrado o primeiro caso de Febre do Nilo Ocidental em
humanos no Brasil, na zona rural do municipio Aroeiras do Itaim, localizado ao Sul do Estado
do Piaui (Nordeste Brasileiro). O paciente apresentou sintomas como: febre, dores de cabeca,
rigidez muscular e encefalite. A doenca foi confirmada através de testes soroldgicos (IH e
ELISA) reagentes para o WNV (VIEIRA et al., 2015).
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2.2.6 Saint louis encefalite virus (SLEV)

O SLEV foi isolado inicialmente em 1933 nos Estados Unidos, durante uma grande
epidemia em St. Louis, Missouri (SILVA et al., 2014; REISEN, 2003; WEBSTER, FITE,
1933). O virus e amplamente distribuido nas Américas e ilhas do Caribe, e tem sido detectado
em regides do Canada até Argentina com varios surtos descritos recentemente (AUGUSTE et
al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2007; HEINEN et al., 2015; MAIA et al., 2014; REISEN,
2003; ROCCO et al., 2005; SANTOS et al.,, 2006). O SLEV destaca-se como um dos
principais arbovirus responsaveis por infeccGes na América do Norte, pertence ao complexo
do virus da encefalite japonesa e a taxa de mortalidade varia de 5% a 20% (CALISHER,
GOULD, 2003; GUBLER et al., 2007; HEINEN et al., 2015; LOPES et al., 2014; MAIA et
al., 2014; REISEN, 2003; RODRIGUES et al., 2010). O SLEV reage de forma cruzada com
outros integrantes do género, principalmente DENV, WNV e JEV, tornando dificil o
diagnostico sorologico destas infecgdes (GO et al., 2014; HEINEN et al., 2015; KUNO,
2003).

Infeccdes causadas por SLEV variam desde uma doenga febril leve a encefalite grave
que pode ser fatal, inicialmente caraterizada por uma sindrome gripal, seguida de alteracGes
nas meningeas e sinais neuroldgicos focais (AUGUSTE et al., 2009; GOULD, SOLOMON,
2008; MAIA et al., 2014; MONDINI et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010). A idade do
paciente € um dos fatores associados a gravidade da infeccdo, sendo os idosos o principal
grupo de risco (MONATH, HEINZ, 1996; REISEN, 2003; SPINSANTI et al., 2007;
VASCONCELOS et al.,, 1998). Além disso, alguns fatores como hipertensdo, doenca
aterosclerdtica, diabetes e alcoolismo crénico predispde a infeccbes graves e fatais (GOULD,
SOLOMON, 2008).

No Brasil, a soroprevaléncia do SLEV na populacéo varia de 3% a 43% (MAIA et al.,
2014; PAUVOLID-CORREIA et al., 2010; PAUVOLID-CORREIA et al., 2014). Em 1978,
foi registrado o primeiro caso de SLEV em humanos através de diagnostico soroldgico, o qual
ocorreu em Belém no Estado do Para (PINHEIRO et al., 1981). Nos anos seguintes,
Vedovello e colaboradores (2015) analisaram a primeira sequéncia completa de SLEV isolada
a partir de humanos no Brasil, cuja amostra original corresponde ao primeiro caso registrado
no estado do Para. Estas andlises contribuem para o conhecimento sobre a dispersdo do virus
no pais e no mundo, fornecendo ferramentas para o estudo de proteinas e sua variabilidade
(VEDOVELLDO, et al., 2015).
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Um percentual de 5% de anticorpos especificos para o SLEV foi detectado em
humanos da regido Norte e Nordeste do pais, no entanto deve se levar em consideracéo as
reacOes heterotipicas entre os Flavivirus, principalmente em locais endémicos para dengue e
de populacbes imunizadas para febre amarela (LAROQUE et al., 2014; MONDINI et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2010; VASCONCELOS et al., 1998). Acredita-se que o SLEV
circule nestas areas, resultando em infeccGes humanas subclinicas ou inaparentes,
acompanhadas por baixos titulos de viremia. Entretanto, o baixo numero de casos em
humanos também pode ser resultado da subdeteccdo, devido a auséncia de diagndstico
diferencial (HEINEN et al., 2015; MONDINI et al., 2007; VASCONCELOS et al., 1998).

Em 2004, outros casos foram reportados no Estado de Sao Paulo e diagnosticados por
RT-PCR (ROCCO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2010). Em 2006, foi registrado em Séo
José do Rio Preto — SP um surto de doenca febril aguda com meningoencefalite e/ou
manifestacdes hemorragicas, este ocorreu concomitantemente com uma grande epidemia de
dengue (MONDINI et al., 2007; TERZIAN et al., 2011) e um caso de co-infec¢cdo com o
DENV-3 e SLEV foi identificado (MONDINI et al., 2007). O SLEV além de humanos, €é
capaz de infectar passaros, mosquitos e marsupiais (FIGUEIREDO, 2000; GO et al., 2014).
Recentemente o virus foi isolado também a partir do cérebro de um cavalo que manifestou
sinais de alteracdes neuroldgicas, no estado de Minas Gerais (ROSA et al., 2013). InfeccBes
causadas por este virus provavelmente ndo sao raras no Brasil, mas muitos casos permanecem
sem diagnostico, principalmente devido a semelhanca dos sintomas com o DENV (HEINEN
etal., 2015; MAIA et al., 2014).

2.3 Diagnostico laboratorial

InfeccBes causadas por arbovirus necessitam de um diagndstico rapido e confiavel, a
fim de auxiliar no manejo clinico adequado do paciente, diferenciacdo de outras doencas com
sintomatologia semelhante e estabelecimento dos programas de vigilancia (DEEN et al., 2006;
FOORD et al., 2014; GUZMAN et al., 2010; GUZMAN, HARRIS, 2015; MENDONZA et
al., 2007; SANTIAGO et al., 2013; TANG et al., 2012; WHO, 2009). O diagndstico pode ser
realizado utilizando técnicas diretas e indiretas que variam de acordo com a evolucdo do
quadro clinico (MORALES et al., 2006). Os métodos diretos detectam o0 genoma do virus e
sdo importantes na identificacdo da infeccdo durante a fase aguda. E os métodos indiretos
detectam os anticorpos produzidos pelo hospedeiro em resposta ao agente viral e sdo Uteis no
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diagnéstico tardio (Figura 6) (LANCIOTTI, 2003; LAUGHLIN et al., 2012; LOW et al.,
2011; PEELING et al., 2010; WHO, 2009).

Os métodos soroldgicos sdo os mais utilizados na rotina laboratorial, devido a
facilidade quando comparado a técnicas moleculares e de cultura celular (CALISHER,
POLAND, 1980; MOURAO et al., 2015; PAUVOLID-CORREIA et al., 2014; PEELING et
al., 2010; TANG et al., 2012). Uma vez que o isolamento viral a partir do soro ou LCR, em
alguns casos é incomum, embora seja considerado como método padrdo ouro, possui
limitacdes, principalmente devido a viremia transitéria (MOURAO et al., 2015; SPINSANTI
et al., 2008). O método de ELISA é amplamente utilizado no diagnéstico de arboviroses, em
amostras de soro e LCR (BASTOS et al., 2014; CASSEB et al., 2014; CDC, 2003; MAIA et
al., 2014; MONDINI, 2007; PAPA et al., 2013; SOARES et al., 2006). E um método simples,
sensivel e de facil execucdo, além de possuir uma elevada especificidade (CASSEB et al.,
2014; MARTIN et al., 2002), mas como 0s anticorpos ndo sdo detectaveis na fase inicial da
doenca, a andlise de amostras coletadas durante a viremia, podem levar a resultados falso-
negativos (MURRAY et al., 2013).

Meétodos Diretos Meétodos Indiretos
Q. I )
o~ “© % % YYY YY !
3 ® Y Y Y
Isolamento Detecglo do Detecglo de Sorologia Sorologia
viral genoma antigeno IeM IeG
Especificidade e e—— Opoztumdadei -
e —————— —

Figura 6. Comparacdo entre os métodos diagnosticos diretos e indiretos.
Fonte: Peeling et al. (2010). Adaptado.

A cocirculacdo de diferentes Flavivirus na mesma area geografica tem dificultado o
diagnostico especifico destes virus, devido as reagdes cruzadas (CHAVEZ et al., 2013; GO et
al., 2014; MARTIN et al., 2002). Autores sugerem que o dominio Ill da proteina E pode ser
usado como antigenos para diagnostico sorologico especifico de infec¢bes pelos Flavivirus.
Diante disso, testes soroldgicos baseados neste principio tém sido aplicados no diagnostico de
infeccdes por WNV (CHAVEZ et al., 2013) e SLEV (SILVA et al., 2014; FIGUEIREDO,
2014).
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Os métodos moleculares detectam o RNA viral e constituem uma técnica répida,
sensivel, especifica e confidvel, amplamente utilizada como método de escolha para o
diagnostico de infeccBes, durante a fase aguda da doenca (FOORD et al., 2014; GUZMAN,
HARRIS, 2015; LANCIOTTI et al., 1992; LANCIOTTI et al., 2000; MENDONZA et al.,
2007; MOURAO et al., 2015; SANTIAGO et al., 2013; TANG et al., 2012). O VRNA pode
ser extraido a partir de amostras de soro, LCR, sangue, plasma, tecidos, saliva e urina
(BASTOS et al., 2014; BARZON et al., 2014; GUZMAN, HARRIS, 2015; LINKE et al.,
2007; MENDONZA et al., 2007).

Vaérios protocolos de RT-PCR tém sido desenvolvidos para deteccdo de arbovirus,
entre eles RT-PCR convencional, RT-PCR em tempo real e PCR multiplex. Esses protocolos,
variam quanto ao método de extracdo do RNA, localizacdo genémica dos iniciadores,
especificidade e sensibilidade (BRONZONI et al., 2005; CHIEN et al., 2006; GUZMAN,
KOURI, 2002; HUE et al.,, 2011; JHONSON, et al. 2005; LANCIOTTI, et al. 1992;
MORITA, 1994; MUNOZ-JORDAN et al., 2003; PATEL et al., 2013; TANG et al., 2012).
Em infecgdes causadas pelo ZIKV e WNV, o diagnostico molecular em amostras de soro é
limitado, devido ao baixo nivel de viremia em pacientes infectados (CARDOSO et al., 2015).
Diante disso, amostras de urina e saliva tem se destacado como uma alternativa viavel, pois o
virus pode ser excretado por um longo periodo nesses espécimes clinicos, e eles podem ser
testados até trés semanas apos o inicio dos sintomas (BESNARD et al., 2014; GOURINAT,
2015; MUSSO et al., 2015; PETERSEN et al., 2015).

Outros métodos também sdo utilizados, entre eles o teste de inibicdo de
hemaglutinagéo (IH) que permite testar simultaneamente um grande nimero de amostras para
diferentes arbovirus (RODRIGUES et al., 2010; SPINSANTI et al., 2008). E o teste de
neutralizacdo de reducdo de placa (PRNT), usado na confirmacgéo de infecgdes especificas por
Flavivirus, em amostras de soro convalescentes e quando ha preocupagdo com reagdes
cruzadas (Figura 7) (BARZON et al., 2014; CALISHER et al., 1989; JHONSON et al., 2009;
KUNO, 2003; LANCIOTTI et al., 2000; MURRAY et al., 2013; RAINWATER-LOVETT et
al., 2012; PAPA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2010; SPINSANTI et al., 2008).
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Isolamento ELISA ELISA - IgG
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RT-PCR
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Tempo ap6s a infeccdo

Figura 7. Representacdo dos métodos de diagndstico para arbovirus e o periodo
adequado para sua realizacdo. Fonte: Maeda; Maeda (2013). Adaptado.

Nos casos de infeccdes do SNC causadas por arbovirus, além dos métodos citados
acima, os achados laboratoriais e de imagem sdo essenciais para o diagnostico, no entanto
estes podem ser inespecificos no inicio dos sintomas ou em casos leves. Os principais achados
incluem: aumento dos leucdcitos, das proteinas e niveis de glicose normais, que podem variar
em certas infecces (ARYEE, THWAITES, 2015; WASAY, 2015). Ndo existe um teste
diagndstico ideal para identificacdo das arboviroses, a escolha do método depende da
finalidade para o qual ele vai ser utilizado (GUZMAN et al., 2004; PEELING et al., 2010). A
melhor ferramenta é combinacdo destes métodos para aumentar a sensibilidade e
especificidade (BALE, 2015; LAUGHLIN et al., 2012; LUM, 1996; PUCCIONI-SOHLER et
al., 2001; SOARES et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Detectar através de métodos moleculares os Flavivirus associados a doencas
exantematicas e caracterizar geneticamente os sorotipos do Dengue virus, circulantes no
estado do Piaui durante o periodo de 2014-2015.

3.2 Objetivos especificos

Identificar os sorotipos do Dengue virus através de RT-PCR, utilizando iniciadores

especificos para os genes C/prM e E.

Analisar amostras clinicas de soro e/ou LCR através de RT-PCR, utilizando
iniciadores especificos e monitorar a circulacdo dos Flavivirus (DENV 1-4, SLEV, WNV e
ZIKV) na regido.

Caracterizar a partir do sequenciamento do gene E os Dengue virus circulantes e
realizar analise da diversidade genética, através de inferéncias filogenéticas, além de
estabelecer os genotipos virais e compara-los com os isolados em outras regides do pais e do

mundo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostras

Foram analisadas 114 amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de dengue ou
outras arboviroses e 14 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com
sintomatologia sugestiva de infecgdes do Sistema Nervoso Central (SNC) e/ou alteracdes
neuroldgicas, cedidas pelo Laboratério Central Dre. Costa Alvarenga (LACEN), localizado
em Teresina-Pl, pelo Hospital Estadual Dirceu Arcoverde (HEDA), pelo Pronto Socorro
Municipal ou por laboratérios privados da cidade de Parnaiba-Pl. As amostras de soro foram
coletadas desde o inicio do ano de 2014 e as de LCR desde o inicio de 2015. Para a realizacdo
desse estudo, foram selecionadas amostras coletadas até o 7° dia ap6s o inicio dos sintomas,
periodo que corresponde a fase aguda da doenga.

As amostras de soro e LCR cedidas pelo LACEN foram previamente testadas nos
casos de infeccBes suspeitas de dengue ou por outros arbovirus. Para identificacdo do DENV,
amostras de soro foram submetidas a testes para detec¢cdo do antigeno NS1, anticorpos IgM
elou 1gG e isolamento viral. Para detec¢do de arbovirus foram realizados testes de Inibicdo de
hemaglutinacdo, isolamento viral, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
Enzimoimunoensaio (ELISA) nas amostras de soro e LCR. Os resultados foram
disponibilizados através do Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL). As amostras de
soro provenientes de Parnaiba, cedidas pelo HEDA também foram previamente testadas para
deteccdo de anticorpos IgM e/ou IgG nos casos suspeitos de dengue, e as fichas clinicas foram
obtidas quando disponiveis pelas unidade que cederam as amostras. Para o desenvolvimento
dessa pesquisa as amostras de Teresina-Pl foram autorizadas de acordo com a Declaracéo e
autorizacao de carater ético e legal, concedida pelo LACEN. Enquanto as de Parnaiba-PI, o
projeto foi aprovado em 24/08/2015 sob 0 CAAE 46111615000005214/ Parecer 1.197.622.

Os espécimes clinicos oriundos de Teresina-Pl foram transportados em gelo seco e
junto com as amostras coletadas em Parnaiba-PlI foram enviados ao Laboratorio de
Bioquimica e Biologia de Micro-organismos e Plantas (BIOMIC) da Universidade Federal do
Piaui (UFPI). Apoés selecdo criteriosa, considerando o periodo da coleta, sintomas e 0s
resultados laboratoriais disponiveis as amostras foram submetidas a analise molecular visando
a deteccdo do genoma viral, sendo armazenadas a — 70°C até o0 momento da sua utilizacéo.

Com a emergéncia do ZIKV na regido Nordeste do Brasil e sua possivel associacao
com o0 aumento do namero de bebés nascidos com microcefalia, 12 amostras de soro e sangue

total da mée e amostras de LCR dos recém-nascidos, com perimetro cefélico igual ou inferior
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a 32 cm, conforme recomendado pela OMS, foram coletados em Hospitais publicos e
privados da cidade de Parnaiba. Sendo que em dois casos também foram coletadas as
placentas, apds o parto. Essas amostras foram armazenadas a -70°C no laboratorio BIOMIC
para analises posteriores pelo o grupo de pesquisa, a fim de confirmar a relacdo entre a

infecgdo por ZIKV e a microcefalia nos recém-nascidos na cidade.

4.2 Extracdo do RNA e Transcri¢do Reversa da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR)

O RNA viral das amostras de soro e/ou LCR foram extraidos utilizando o QlAamp®
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo com as instru¢bes do
fabricante.

A RT-PCR permite a deteccdo do RNA viral e é dividida em duas etapas: Transcrigao
Reversa (RT), para conversdo do RNA viral em DNA complementar (cDNA) por acdo da
enzima Transcriptase reversa (Promega, Madison, USA) e Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), para amplificacdo dos fragmentos de interesse por acdo da enzima Tag DNA
polimerase Ludwig, Biotec).

No presente estudo, foram utilizados protocolos para detecgéo e tipagem dos sorotipos
do DENV, através da andlise de trés regides de interesse distintas para amplificacdo dos
produtos: os genes C/prM, E e NS5. Além da padronizacdo de duas RT-PCR, uma para
deteccdo do DENV 1-4 e SLEV, utilizando iniciadores especificos que amplificam a regido

do gene NS5 e outra para deteccdo do ZIKV, amplificando a regido pertencente ao gene E.

4.2.1 Transcricdo Reversa (RT)

Para a reacdo da Transcricdo Reversa (RT) foram utilizados iniciadores Random
Hexamers  (Applied Biosystems, Foster city, EUA) que correspondem a
oligodesoxirribonucleotideos de sequéncias curtas e aleatdrias [d (N)6], que se ligam a
qualquer regido do RNA e permitem a sintese de cDNA. Para um volume final de 26 pl, a
reacdo ocorreu em duas etapas: na primeira, 10 pl de RNA molde e 5 pl de Random
Hexamers (50 uM) (Applied Biosytems, Foster City, USA) foram incubados a 25°C por 10
min e 70°C por 5 min; na segunda etapa foram adicionados 5 pl de Tampao da enzima (5X), 5
pl de dNTP (10mM) e 1 pl de MMLYV (200U/ pl) incubados a 37°C por 60 min e 85°C por 5
min no termociclador TProfessional Basic Thermocycler (Biometra®). No intervalo entre as
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duas etapas as amostras foram colocadas no gelo durante 2 min, a fim de evitar a formacao de

dimeros.

4.2.2 PCR para a regido dos genes C/prM

Conforme o método descrito por Lanciotti e colaboradores (1992), as amostras de soro
e/ou LCR foram submetidas a duas reacdes de amplificacdo para identificacdo do DENV e
seus sorotipos: RT-PCR e Semi-Nested PCR. Na primeira foram utilizados os iniciadores D1
(forward) e D2 (reverse) especificos para a regido C/prM, conservada entre 0s quatro
sorotipos virais, dessa forma amostras positivas amplificam a 511pb independente do
sorotipo. Na segunda reacdo foram utilizados iniciadores sorotipos-especificos: TS1, TS2,
TS3 e TS4, possibilitando a identificagdo individual dos sorotipos. Os iniciadores com sua
localizacdo e o tamanho dos seus produtos apés a PCR, foram descritos na Tabela 2.
Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores descritos por Lanciotti e colaboradores (1992) para amplificagéo

da regido de interesse junto aos genes C/prM do DENV, com sua localizagéo e tamanhos do produto
da reacdo de PCR.

GENE | INICIADORES SEQUENCIA 5-3) POSICAO PRODUTOS
Forward DI | TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAACCG | 134-161
Reverse D2 | TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC | 616644 511pb
o TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482pb
> TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119pb
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 288pb
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392pb

ApoOs a reacdo de Transcricdo Reversa (RT) utilizando Random Hexamers, foi
realizada a reacdo de PCR. Para um volume final de 25 ul foram adicionados em tubo: 2,5pl
de tampéo (10x), 1,2ul de MgCl2 (25mM), 0,4ul de dNTPs (10mM), 0,2ul de Primer foward
— D1 (10 pM/ pl), 0,2ul de Primer reverse — D2 (10pm/ul), 0,25ul de Tag DNA polimerase
(2U/ul), 17,25ul de H20 estéril e 3,0ul de cDNA para cada amostra. Depois de misturados, 0s
reagentes foram incubados no termociclador TProfessional Basic Thermocycler (Biometra®)
e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial por 5min a 94°C, seguido de 35 ciclos de
amplificagcdo (94°C por 1 min; 58°C por 1 min; 72°C por 1 min) e de uma extensdo final a
72°C por 10 min.
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Para identificar os sorotipos virais foi realizada a segunda etapa da reagdo de
amplificacdo (Semi-Nested PCR). Nesta foram utilizados 5 pl da diluicdo do produto da
primeira reacdo de amplificacdo (RT-PCR). Nas amostras positivas, foram realizadas uma
diluicdo de 1:20 em agua estéril e nas amostras negativas de 1:5. Para um volume final de 25
pl foram adicionados: 2,5ul de tampédo (10x), 2ul de MgCl> (25mM), 0,2ul de dNTPs
(10mM), 0,2ul de D1 (10 pM/ pl), 0,2ul de TS1 (10 pM/ pl), 0,2ul de TS2 (10 pM/ pl), 0,2ul
de TS3 (10 pM/ pl), 0,2ul de TS4 (10 pM/ pl), 0,25ul de Tag DNA polimerase (2U/ul),
13,95l de H20 estéril e 5 pl do template. As rea¢es foram submetidas a 95°C por 3 minutos,
com 30 ciclos de amplificagdo (94°C por 1 minuto; 58°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto),
seguidos de uma extensdo final a 72°C por 10 min. As duas reagdes foram seguidas por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed® para visualizagdo sob luz
ultravioleta. Os produtos esperados para amplificacdo do gene C/prM, que corresponde a

regido flanqueada por cada par de iniciadores foram listados na Tabela 2.

4.2.3 PCR para o gene E

Entre os Flavivirus o gene E é o que possui a mais alta taxa de mutacdo e para sua
amplificacdo foram utilizados iniciadores sorotipo-especificos para o DENV, desta forma
permitem a identificacdo dos sorotipos em uma Unica etapa. Os iniciadores utilizados foram
listados na Tabela 3 e foram desenvolvidos por Barcelos Figueiredo e colaboradores (2014) e
Rocha e colaboradores (2013).
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Tabela 3. Sequéncia dos iniciadores para amplificacdo da regido de interesse no gene E do DENV,
com seus sorotipos especificos e tamanhos do produto da reacdo de PCR.

SOROTIPO INICIADORES SEQUENCIA (5'-3") PRODUTO
D13F AGCCAAAATATCAAACACCAC

DENV-1 D14R AAAGGTGGTTCTGTCTCAATG 972 pb
DEN2 3EF GTTCACGGGACATCTCAA

DENV-2 DEN2 4ER GTTCTTTATTTTTCCAGC 651 pb
DEN3 1EF CAATGAGATGTGTGGGAG

DENV-3 DEN3 2ER CTTCTTTCTTCAACACAA 1012 pb
DENA4E-F TATAGGATCCCGATGCGTAGGAGTAGGAAAC

DENV-4 DEN4E-R AGCAAGCTTTTATGTGGACTCAAACATCTTGCC 1212 pb

Para um volume final de 25 pl foram utilizados: 2,5ul de tampao (10x), 2,0ul de
MgCl> (25mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de cada um dos iniciadores D13F, D14R,
D23EF, D24ER, D31EF, D32ER, D4EF e D4ER (10pM/ul), 0,251l de Tag DNA polimerase
(2U/ul), 14,35ul de H20 estéril e 3ul de cDNA. Posteriormente, foram incubadas no
termociclador TProfessional Basic Thermocycler (Biometra®) e submetidas as seguintes
condicgdes de amplificacdo: desnaturacédo inicial a 94°C por 5mim, 30 ciclos de amplificacdo
(94°C por 45 seg; 56°C por 1 min; 72°C por 1:30 min), seguido de uma extensao final a 72°C
por 10 min. Os produtos obtidos para amplificacdo do gene E foram analisados em gel de
agarose 1,5% corado com GelRed®.

Durante a execucdo desse trabalho também foi realizado no laboratério BIOMIC, da
Universidade Federal do Piaui, a padronizagdo da metodologia para o diagnéstico do ZIKV,
amplificando a regido pertencente ao gene E. O sobrenadante de cultura de celula e cDNA do
virus foram usados como controle positivo, cedidos pela Dr.2 Erna Kroon do Laboratério de
Virus, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG). Os iniciadores utilizados para deteccdo do ZIKV foram

desenvolvidos por Faye e colaboradores (2008) e foram listados na tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores descritos por Faye e colaboradores (2008) para
amplificacdo da regido de interesse no gene E do ZIKV e o tamanho do produto apo6s

amplificacao.
INICIADORES SEQUENCIA (5°- 3”) PRODUTO
ZIKVENVF GCTGGDGCRGACACHGGRACT 364 pb
ZIKVENVR RTCYACYGCCATYTGGRCTG

Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampéao (10x), 1,5ul de
MgCl, (25mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de ZIKVENVF (10 pM/ pl), 0,3ul de
ZIKVENVR (10pm/ul), 0,25ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 3ul de cDNA para cada
amostra e 16,65l de H2O estéril. Logo depois, as reagcdes foram submetidas a 94°C por 3
minutos, com 45 ciclos de amplificacdo (94°C por 15 segundos; 57°C por 25 segundos; 72°C
por 20 segundos), seguidos ao final a 72°C por 10 min. Os produtos obtidos foram
visualizados em gel de agarose 1,5% corado com GelRed® e visualizados sob luz

ultravioleta.

4.2.4 PCR para o gene NS5

A proteina ndo estrutural NS5, possui na sua por¢do C-terminal o dominio RNA
polimerase dependente de RNA (RdRp), que consiste na regido mais conservada do genoma
dos Flavivirus (CHAO et al., 2007). E também altamente conservada entre os quatro
sorotipos do DENV (MANEEKAN et al., 2009). Diante disso, foram utilizados dois
protocolos: um para deteccdo de Flavivirus e outro para deteccdo do DENV 1-4 e SLEV, a
partir da amplificacdo dessa regido. O segundo protocolo foi padronizado durante a execugéo
desse trabalho e as amostras de cDNA dos virus usadas como controle positivo, foram
cedidas pelo Laboratério de Virus, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Para deteccdo dos Flavivirus foram utilizados os iniciadores desenvolvidos por Chao e
colaboradores (2007), listados na tabela 5 com suas respectivas sequéncias e 0 tamanho do

produto apds amplificagdo.
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Tabela 5. Sequéncia dos iniciadores descritos por Chao e colaboradores (2007) para amplificacdo da
regido de interesse no gene NS5 dos Flavivirus e o tamanhos dos produtos da reacdo de PCR.

INICIADORES SEQUENCIA (5’- 3°) PRODUTO
MFU1 TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAA 270 pb
CFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC

Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5l de tampédo (10x), 2ul de
MgCl> (25mM), 0,3ul de dNTPs (10mM), 0,1ul de mFUL (10 pM/ pl), 0,1pl de CFD2
(10pm/ul), 0,25ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 5ul de cDNA para cada amostra e
17,25ul de H»0 estéril. Logo depois, as reacbes foram submetidas a 94°C por 5 minutos, com
35 ciclos de amplificagcdo (94°C por 1 minuto; 58°C por 1 minuto; 72°C por 1 minuto),
seguidos ao final a 72°C por 10 min. Os produtos obtidos foram visualizados em gel de
agarose 1,5% corado com GelRed®.

Os iniciadores utilizados para deteccdo do DENV 1-4 e SLEV foram desenvolvidos
por Bronzoni e colaboradores (2005) e estdo listados na tabela 6.

Tabela 6. Sequéncia dos iniciadores descritos por Bronzoni e colaboradores (2005) para amplificacdo

da regido de interesse no gene NS5 do DENV 1-4 e SLEV e o tamanho dos produtos da reacéo de
PCR.

INICIADORES SEQUENCIA (5 - 3") PRODUTO
FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT
FG2 GTGTCC CATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA 958 pb
nDEN 1 CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 472 pb
nDEN 2 GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC 316 pb
nDEN 3 TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT 659 pb
nDEN 4 GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 222 pb
nSLE ATT CTT CTC TCAATC TCC GT 232pb

A reacdo foi dividida em duas etapas, a primeira consiste no anelamento dos
iniciadores FG1 e FG2 na regido do gene NS5 dos Flavivirus amplificando um produto de
aproximadamente 958 pb. Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampé&o
(10x), 1,2ul de MgCl; (25mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — FG1 (10
pM/ pl), 0,3ul de Primer reverse — FG2 (10pm/ul), 0,25ul de Tag DNA polimerase (2U/ul),
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16,95l de H>O estéril e 3,0ul de cDNA para cada amostra. Depois de misturados, 0s
reagentes foram incubados no termociclador TProfessional Basic Thermocycler (Biometra®)
e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial por 5min a 94°C, seguido de 30 ciclos de
amplificacdo (94°C por 1 min; 58°C por 1 min; 72°C por 2 min) e de uma extensdo final a
72°C por 5 min.

Para identificar os sorotipos virais do DENV e SLEV foram realizadas trés reagGes
distintas, uma para detec¢do simultanea do DENV 1, 2 e 3, uma para 0 DENV-4 e uma para o
SLEV. Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampédo (10x), 1,2ul de
MgCl, (25mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de FG1 (10 pM/ ul), 0,3ul de nDEN1 (10
pM/ ul), 0,3l de nDEN2 (10 pM/ pl), 0,3ul de nDEN3 (10 pM/ pl), 0,3ul de nDEN4 (10 pM/
ul), 0,3 de nSLE (10 pM/ ul), 0,25ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 16,85ul de H20 estéril
e 2,5 pl do produto da primeira reacdo de amplificacdo (RT-PCR). As reacGes foram
submetidas a 94°C por 5 minutos, com 25 ciclos de amplificacdo (94°C por 1 minuto; 53°C
por 1 minuto; 72°C por 2 minuto), seguidos de uma extensdo final a 72°C por 5 min. As duas
reacOes foram seguidas por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com GelRed® para
visualizacdo sob luz ultravioleta. Os produtos esperados para amplificacdo do gene NS5 do
DENV 1-4 e SLEV, que corresponde a regido flanqueada por cada par de iniciadores estdo

listados na Tabela 6.

4.3 Sequenciamento e Andlise Filogenética

4.3.1 Purificacdo dos produtos da PCR

A purificacdo do DNA amplificado a partir do produto da PCR, foi realizado através
do método de purificacdo por &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e foram utilizados
45 pL do produto proveniente da PCR, ao qual foram adicionados 11,25 puL de EDTA (125
mM) e 135 pL de etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada, em seguida centrifugada a
12.000 g por 25 minutos, a temperatura ambiente. Apés a centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado cuidadosamente, e o sedimento homogeneizado em 120 pL de etanol 70%. A mistura
foi homogeneizada por inversdo, em seguida centrifugada a 12.000 g por 10 minutos, e 0
sobrenadante descartado. Os tubos foram colocados a 37°C por 20 minutos para o etanol
residual evaporar. Ao final, o DNA obtido foi homogeneizado em 10 pL de &gua de injecéo, e
armazenado a — 20° C.
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4.3.2 Sequenciamento

As amostras positivas na PCR foram sequenciadas conforme o método de dideoxi
descrito por SANGER e colaboradores (1977). Em sequenciador automatico capilar “ABI
3730 DNA Analyzer” (Applied Biosystems), usando o kit “BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems), de acordo com as condi¢cdes de reacdo e leitura indicadas
pelo fabricante. Para cada sequéncia obtida a partir de uma amostra foram feitas duas reagdes
de sequenciamento, uma para o iniciador senso e outra para o0 anti-senso. Para cada reacao foi
utilizada uma quantidade adequada de DNA purificado de acordo com o tamanho do
fragmento amplificado na PCR, o iniciador na concentracdo final de 5 uM e &gua de injecéo
para completar o volume final da reacdo. A regido que codifica o gene E foi o0 alvo do estudo,
esta € descrita como informativa para estudos de filogenia e evolucio (ARAUJO 2009;
LANCIOTTI et al., 1994).

4.3.3 Andlise das sequéncias e filogenética

As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando o programa Electropherogram
quality analysis Emprapa [http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/]. Paralelamente, elas
também foram analisadas no programa Sequence Scanner Software 2 (Applied Biosystems
2012) para garantir a sua qualidade. A sequéncia consenso foi montada utilizando o programa
CAP3 Sequence Assembly Program [http://doua.prabi.fr/software/cap3]. Ao final, as
sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/], através da ferramenta
nucleotide BLAST (nBLAST) do programa Basic Local Aligment Search Tool (BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1990) [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi].

Além disso, as sequéncias nucleotidicas foram alinhadas usando o Clustal W
implementado no programa Mega 6.0 (THOMPSON et al., 1994). O modelo de substituigéo
de nucleotideos Tamura- Nei, com variagdo gama (TAMURA,; NEI, 1993) foi selecionado
(usando ferramenta disponivel no programa MEGA 6) e usado para reconstrucdo de arvore
filogenética, pelo método de maxima verossimilhanca executado pelo programa Mega 6.0. A
confiabilidade de agrupamento dos ramos foi testada por analise de 1000 réplicas de

bootstrap.
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4.3.4 Fluxograma

ET - Random
Hexamers

)

PCE — gene
N53
(Flavivirus)

PCP.—gene £
(DENV)

Semi-nested
PCR (DENV)

Eletroforese Sequenciamento
e Anilizes

Figura 8. Representacdo esquematica das etapas realizadas para deteccdo molecular do DENV, ZIKV e
SLEV.
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5 RESULTADOS

Foram analisadas no total 128 amostras, sendo que 114 correspondem a soro e 14 a
LCR. A maioria é referente a 2015, pois algumas amostras de 2014 foram desconsideradas
desse estudo, devido & falta de armazenamento correto e perda da viabilidade do RNA viral,
antes de serem enviadas ao laboratério BIOMIC para analise. Do total das amostras testadas
por RT-PCR, 22 amostras de soro (17%) foram positivas e nas amostras de LCR o VRNA néo
foi detectado. Dentre as amostras positivas, oito (P1-97, PI-532, P1-717, P1-752, PI-753, PI-
755, PI-778 e PI1-885) correspondem ao soro de pacientes com suspeita clinica de dengue,
coletados até o 5° dia ap6s o inicio dos sintomas, advindos de um hospital publico da cidade
de Parnaiba, que foram negativos quando testados por métodos soroldgicos para detecgédo de
anticorpos IgM/IgG.

Dos quatro sorotipos virais do DENV identificados por RT-PCR o DENV-1, DENV-2
e DENV-3, além de dois casos de co-infecgdes, ou seja, a presenca de mais de um sorotipo
viral, sendo as co-infeccbes pelo DENV-1 e 2. O DENV-2 foi o mais prevalente,
representando 54,5% das identificacGes, seguido do DENV-1 com 22,7% e do DENV-3 com
13,6% (Figura 9).

Total de Sorotipos do DENV
identificados durante os anos de 2014
e 2015

15

10
5 ; 2 =
0

DENV 1 DENV 2 DENV 3 DENV1e?2

Figura 09. Representacdo gréfica dos sorotipos do DENV identificados durante
0 periodo de 2014-2015.

As analises das amostras positivas por RT-PCR durante os anos de 2014-2015 foram
realizadas através da amplificacdo de trés regifes distintas do genoma do DENV, a regido
junto aos genes NS5, C/prM e E. A primeira permite a deteccdo de Flavivirus em geral e as
duas ultimas permitem a deteccdo do DENV. Enquanto a amplificacdo do gene E € capaz de

identificar os sorotipos em uma Unica etapa, na amplificacdo do gene C/prM sdo necessérias



51

duas etapas. Os sorotipos DENV 1, 2 e 3 foram identificados atraveés da amplificacdo dos
genes C/prM (Figura 10), enquanto as amplificagdes do gene E identificaram amostras
correspondentes apenas ao DENV-1 (Figura 11). Sendo que as amostras PI-19 e PI-279

também foram positivas a partir da amplificacdo do gene NS5.

A
L B 532 717 75275375577897 40 885 65 23
288pb
119pb
B
L B 164 25 19 52 50 25 34 76 56 25 51
451pb
119pb
C

19

972ph

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produto de
amplificacdo do DENV obtido na Semi-nested PCR junto a juncdo dos
genes C/prM, gerando fragmento com comprimento de 119pb (DENV-2) e
288pb (DENV-3) (Figura 11A); 451pb (DENV-1) e 119pb (DENV-2)
(Figura 11B e C); L: marcador de peso molecular. B: branco.
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451pb

119pb

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produto de
amplificagdo do DENV obtido na PCR para o gene E, gerando fragmento
com comprimento de DENV-1 (972pb), DENV-2 (651pb), DENV-3
(1012pb) e DENV-4 (1212 pb). L: marcador de peso molecular. B: branco.

As amostras positivas (n=22) foram classificadas quanto ao sexo, sendo que 68,2%
(n=15) dos casos correspondem ao feminino e 31,8% (n= 7) ao masculino (Figura 12). Em
relacdo a idade, a média foi de 32,5 anos e 18,2% (n=4) dos casos ocorreram em criangas com
idade inferior ou igual a 15 anos, sendo que em dois casos (PI-52 e P1-279) foi registrada a
presenca de manifestacGes hemorragicas. A descricdo das amostras clinicas positivas por RT-
PCR esta ilustrada na tabela 7.

DISTRIBUICAO DAS AMOSTRAS
POSITIVAS QUANTO AO SEXO

Sexo masculino
31,8% (n=7)

Sexo feminino
68,2% (n=15)

Figura 12. Representacdo grafica da distribuicdo das amostras positivas
quanto ao sexo durante o periodo de 2014-2015.
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Quanto as manifestacdes clinicas, 45,5% (n=10) das amostras positivas apresentaram
sintomas caracteristicos de dengue classica, os mais relatados foram febre, cefaleia, mialgia e
artralgia. Além disso, 18,2% (n=4) apresentaram manifestacfes hemorragicas, 13,6% (n=3)
alteracdes neurologicas e em 22,7% (n=5) dos casos as fichas clinicas ndo foram
disponibilizadas. Das amostras analisadas em 2014, trés (PI-50, PI-51 e PI-52)
corresponderam a pacientes internados por apresentarem quadro de agravamento por dengue,
dois desses casos evoluiram para 6bito (PI-50 e PI1-51), um deles apresentando acometimento
neuroldgico com paresia dos membros inferiores e superiores.

Além disso, também foram analisadas amostras pareadas de soro e LCR de pacientes
com acometimento neuroldgico, sendo que duas dessas amostras (P1-23 e PI-25) foram
positivas para DENV por RT-PCR no soro, no entanto ndo amplificaram no LCR. Estas
amostras foram previamente testadas por inibicdo de hemaglutinacdo para arbovirus, sendo
positivas para Flavivirus em ambos os espécimes clinicos e positivas para DENV no soro
através da detecc¢do de anticorpos IgM. Considerando a cocircula¢do de multiplos sorotipos do
DENYV e a gravidade dos quadros clinicos, quatro dessas amostras (PI1-50, PI-51, PI1-52 e PI-
279) foram selecionadas para 0 sequenciamento.

Tabela 7. Descricdo das amostras clinicas positivas (n=22) por RT-PCR, quanto a idade,
manifestacdes clinicas, outros testes como IgG, NS1, sorotipo identificado e origem das amostras.

NR= ndo realizado; (+) = positivo; (-) = negativo; NI = ndo informado; THE = Teresina; PHB =
Parnaiba.

Amostra | Idade | Manifestagdes clinicas | IgM | NS1 | RT- Sorotipo Origem
PCR
PI1-01 44 Febre e mal estar + NR + DENV le?2 THE
PI-19 25 NI NR | NR + DENV-1 THE
Febre, cefaleia, mialgia,
pl2g | 39 |atraloia - exantema | o | DENV-2 THE
vOmito, nausea, dor
abdominal e retro-
orbitéria, fraqueza
muscular, prostracao,
tremores nas
extremidades.
Cefaleia, artralgia,
PI-25 27 | mialgia, vomito, nausea, | + NR + DENV-2 THE
fraqgueza  muscular e
paralisia
Pl-34 14 NI - NR + DENV 1e?2 THE
P1-40 76 NI + NR + DENV-2 THE
Astenia, hipotensdo, dor
*P1-50 78 | abdominal e| NI NI + DENV-2 PHB
plaquetopenia.
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Mialgia, paresia  dos

*PI-51 54 | membros inferiores e | NI NI DENV-2 PHB
superiores
Febre, cefaleia, mialgia e

*P]-52 8 hemorragia conjuntival + + DENV-1 PHB

P1-56 47 NI - NR DENV-1 THE
Febre, cefaleia, artralgia,

P1-65 23 mialgia, exantema e | NR | NR DENV-2 THE
prurido
Febre, cefaleia intensa,

PI-76 15 | vomito e dor lombar - NR DENV-2 THE
Febre, cefaleia, calafrios,

PI1-97 43 | mialgia, dispneia e| - NR DENV-2 THE
nauseas

05 | Febre, erupcbes cutaneas

P1-164 | meses | e prurido - NR DENV-1 PHB
Cefaleia, nauseas,

*P|-279 04 mialgia, vomitos, | NR + DENV-1 PHB
exantema, dor abdominal
e manifestacdes
hemorragicas
Febre, exantema com

PI1-532 29 | prurido, cefaleia, mialgia | - NR DENV-2 PHB
e artralgia
Cefaleia, mialgia,

PI-717 50 | calafrios e exantema - NR DENV-3 PHB
Cefaleia, artralgia,

PI-752 27 | mialgia e prova do laco + - NR DENV-2 PHB
Cefaleia, artralgia, dor

PI-753 40 | retro-orbitaria, exantema, | - NR DENV-3 PHB
calafrios e sangramento
Astenia, febre, cefaleia,

PI-755 22 | mialgia, calafrios e dor| - NR DENV-2 PHB
retro-orbitaria

PI-778 33 | Mialgia, exantema e| + NR DENV-2 PHB
sangramento gengival

P1-885 18 NI NR | NR DENV-3 PHB

*Amostras enviadas para sequenciamento do genoma viral.

O sequenciamento das amostras foi realizado a partir da regido do gene E, que é

considerada ideal para estudos de filogenia e evolugdo. Das quatro amostras enviadas para o

sequenciamento, duas (P1-50 e PI-51) terdo a reacdo repetida. As amostras P1-52 e P1-279 que

correspondem ao sorotipo DENV-1 produziram uma sequéncia de 836 e 833 nucleotideos,

respectivamente. As amostras foram alinhadas através do BLAST, e a PI-52 apresentou 99%

de homologia, com amostras brasileiras de Goiania (GO) e Belém (PA), depositadas no



55

GenBank em 2015 e 2011 sob numero de acesso KP858116.1 e HMA450101.1,
respectivamente. E a amostra P1-279, também apresentou 99% de homologia, com amostras
brasileiras de Goiania (GO) e de Buenos Aires, depositadas no GenBank em 2015 e 2014 sob
numero de acesso KP858101.1 e KC692514, respectivamente.

Uma éarvore filogenética foi gerada pelo método de méxima verossimilhanga, através
do programa MEGA versdo 6.0 (Figura 15). De acordo com essa arvore, as amostras
identificadas no Piaui agruparam-se dentro do genétipo V, no entanto em linhagens
diferentes. A amostra PI-279 corresponde a linhagem 1 e apresenta relacdo com amostras
isoladas no Brasil, estado de Pernambuco, Rio de Janeiro, Minas Gerais e outros paises como
Venezuela e Coldmbia. Enquanto a amostra P1-52 pertence a linhagem 6 e esté relacionada
com amostras Brasileiras, dos estados de Pernambuco, Para, Espirito Santo e Rio de Janeiro.

No estado do Piaui além da cocirculacdo dos multiplos sorotipos do DENV, em 2014
foi descrito o primeiro caso de meningoencefalite em humanos associado ao WNV. Em 2015,
0 ZIKV foi responsavel por um grande surto de doencas exantematicas no Brasil,
principalmente na regido Nordeste, disseminando-se para outros estados e paises das
Américas. Diante disso, 0 grupo de pesquisa vem trabalhando na padronizacdo de novas
metodologias, a fim de ampliar o diagndstico dessas arboviroses no estado. Foram utilizados
controles positivos de WNV, ZIKV, DENV 1-4 e SLEV para auxiliar nessa etapa. Duas novas
metodologias foram padronizadas durante a execucdo desse trabalho, uma delas tem como
alvo a deteccdo do ZIKV a partir da amplificacdo do gene E (Figura 14A) e a outra permite a
deteccdo dos quatros sorotipos do DENV e do SLEV, a partir do gene NS5 (Figura 14B). A
metodologia usada para deteccdo de WNV ndo obteve resultado satisfatorio e continuara

como objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa.

659pb

472pb
316pb

364pb

232pb
222pb

Figura 13. A. Eletroforese em gel de agarose 1,5% do produto de amplificacdo do ZIKV obtido na RT-
PCR para o gene E, gerando fragmento com comprimento de 364pb a partir do controle positivo (cDNA
do virus) cedido pela Laboratério de Virus da UFMG. B. Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos
produtos de amplificacdo do DENV e SLEV obtido na RT-PCR para o gene NS5, gerando fragmento com
comprimento de D1 (472pb), D2 (316pb), D3 (659pb), D4 (222pb) e SLEV (232pb). L: marcador de peso
molecular; B: branco.
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Durante a fase final do trabalho houve um aumento do nimero de casos de doencas
exantematicas associadas ao ZIKV registrados em todo o Brasil, dez amostras de soro de
pacientes negativos para dengue por RT-PCR também foram testados para deteccdo do ZIKV.
Essas amostras correspondem as coletadas no Pronto Socorro Municipal de Parnaiba, durante
0 periodo de maio a junho de 2015. Foram coletadas até o 52 dia apds o inicio dos sintomas e
todos os pacientes apresentaram febre, cefaleia, mialgia, artralgia e exantema com prurido.

Ap0s resultados negativos por RT-PCR para o dengue através da analise dos gene
Cl/prM, E e NS5, essas amostras foram investigadas para deteccdo do ZIKV na amplificacao
do gene E. Varios protocolos foram implementados até a chegada do controle positivo, em
sobrenadante de cultura, bem como DNA complementar desse virus o que auxiliou na
padronizacdo da reacdo molecular. Apesar dos sintomas caracteristicos, a coleta ocorrer no
periodo adequado e da reacdo amplificar o virus controle, as amostras ndo amplificaram para
deteccdo do ZIKV.
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Figura 14. Arvore filogenética construida pelo método da Méxima Verossimilhanca
através do programa MEGA v.6.0, mostrando a identificacdo do gendétipo V para as
amostras de DENV 1 identificadas no Piaui (grifadas em vermelho), sendo que a amostra
P1-279 corresponde a linhagem 1 e esta relacionada com amostras brasileiras, da
Venezuela e Colémbia e a PI-52 corresponde a linhagem 6 e estd relacionada com
amostras brasileiras.
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6 DISCUSSAO

As amostras de soro e/ou LCR analisadas durante a realizacdo desse trabalho foram
previamente testadas por métodos soroldgicos nas instituicdes pelas quais foram cedidas. Os
métodos soroldgicos sdo os mais utilizados na rotina para o diagndstico de dengue,
principalmente devido a rapidez, ao facil manuseio e baixo custo, no entanto, s&o menos
especificos que os métodos moleculares (BAHT et al., 2015; PEELING et al., 2010). Os
anticorpos IgM/IgG sdo detectados até 5 dias ap6s o inicio dos sintomas (SANTIAGO et al.,
2013), e a utilizacdo dessa metodologia durante a fase aguda pode resultar em resultados falso
negativos, o que contribui para o elevado numero de subnotificacdo dos casos e um
inadequado manejo clinico do paciente. A escolha do método ideal para o diagnostico de
dengue e outras arboviroses depende de alguns fatores, entre eles o periodo de coleta (BALE,
2015; HUTAMO et al., 2010; POERSCH et al., 2004; SANTIAGO et al., 2013).

E importante ressaltar que os testes soroldgicos possuem limitacdes, devido a
reatividade cruzada com outros Flavivirus, o que dificulta o diagndstico correto (BRONZONI
et al., 2005; GUZMAN et al., 2010). No Brasil, além da cocirculacdo dos quatros sorotipos do
DENV (1-4), outros arbovirus tém sido descritos (FIGUEIREDO, 2015). Entre eles o ZIKV,
responsavel por um elevado nimero de casos de doencgas exantematicas em 2015 na regido
Nordeste (CAMPQOS, SARDI, 2015; MUSSO et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015). O WNV
associado ao primeiro caso de meningoencefalite em humanos no Brasil, em 2014 (VIEIRA et
al., 2015; WHO, 2014). E ainda o SLEV, responsavel por surtos ocorridos na regido Sudeste
do pais e recentemente teve seu primeiro genoma completo sequenciado a partir de uma
amostra brasileira (MONDINI et al., 2007; TERZIAN et al., 2011; VEDOVELLO, 2015).

Os métodos diretos, como RT-PCR, utilizados para deteccdo do RNA viral ou
antigenos soltveis, como o NS1 para diagndstico de dengue, sdo mais eficientes durante a
fase aguda da doenca, que corresponde aos primeiros cinco dias ap6s o inicio dos sintomas,
guando os niveis de viremia sdo elevados (LANCIOTTI, 2003; LOW et al., 2011;
SANTIAGO et al., 2013; WHO, 2009). Esses métodos possuem um elevado grau de
sensibilidade e especificidade (CHIEN et al., 2006; HUE et al., 2011; JOHNSON et al., 2005;
MUNOZ-JORDAN et al., 2009).

No entanto, os arbovirus sdo virus de RNA, extremamente termolabeis e requerem
condicdes especificas de armazenamento a -70°C (BANGS et al.,, 2007; KUMARIA,
CHAKRAVARTI, 2005; WHO, 2009). Fatores como acondicionamento incorreto,
congelamento/descongelamento repetido e baixa carga viral do paciente, devido a periodos de
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coleta inadequado podem ocasionar degradacdo do material genético, inviabilizando a reacdo
e podendo gerar resultados falso-negativos (SA-NGASANG et al., 2003; WHO, 2009).
Apesar disso, foram identifcadas amostras positivas por RT-PCR que foram negativas nas
demais metodologias, 0 que reafirma a eficiéncia desse método. As andlises por RT-PCR
foram positivas em 22 amostras de soro (17%), resultados semelhantes foram descritos por
Gurukumar (2009), Santos (2012) e Vale (2015). As amostras de LCR n&o amplificaram, e
uma das dificuldades encontradas esta associada ao periodo de coleta inadequado, pois foram
coletadas sete dias ap6s o inicio dos sintomas. Geralmente, os pacientes procuram o sistema
de saude apenas quando ocorre agravamento do caso, e na maioria das vezes esse periodo ja
n&o corresponde a fase aguda, dificultando a deteccdo de antigenos e do RNA viral (ARAUJO
et al., 2011; SOARES et al., 2006). Apds o quinto dia dos sintomas, o diagndstico € realizado
através da deteccdo de anticorpos IgM, embora os niveis desse anticorpo e do antigeno NS1
sejam baixos, quando comparado a amostras de soro (ARAUJO et al., 2011; CHEN et al.,
1991; PUCCIONI-SHOLER et al., 2009). A melhor ferramenta para o diagndstico de
infeccbes por arbovirus, associadas a manifestacbes exantematicas e neuroldgicas €
representado pelo uso combinado de RT-PCR e ensaios imunolégicos (BALE, 2015;
LAUGHLIN et al., 2012; PUCCIONI-SOHLER et al., 2001; SOARES et al., 2006).

Essas amostras foram analisadas a partir de trés regides do genoma viral, que
correspondem a juncdo dos genes C/prM, na qual foi utilizado a metodologia proposta por
Lanciotti e colaboradores (1992), que é bem caracterizada e amplamente utilizada para
determinacédo dos sorotipos virais. Durante a realizacdo desse estudo, esse método mostrou-se
altamente eficaz, embora alguns autores tenham relatado resultados falso-negativos,
possivelmente associados a alteragdes gendmicas do DENV (CHIEN et al., 2006; REYNES et
al., 2003; STEINHAUER et al., 1992). A regido do gene E, possui a maior taxa de mutagédo
entre os Flavivirus, isso ocorre porque ela interage diretamente com o sistema imune do
hospedeiro e por isso sofre forte pressdo evolutiva, sendo utilizada para estudos de filogenia e
evolugdo viral (ARAUJO et al., 2009; CHEN et al., 2003; DETTOGNI et al., 2012;
LANCIOTTI et al., 1994). E a regido do gene NS5, corresponde a regido mais conservada
entre os Flavivirus, inclusive entre os quatro sorotipos do DENV, portanto analises dessa
regido permitem monitorar a insercdo de novos Flavivirus em determinadas areas gerogréaficas
(BRONZONI et al., 2005; CHAO et al., 2007; MANEEKAN et al., 2009).

Ao analisar a distribuicdo das amostras positivas por RT-PCR quanto ao género, foi
observado que houve maior incidéncia no sexo feminino, representando 68,2% dos casos.

Resultados similares foram descritos em outras regides do pais (ALVES et al., 2011,
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CARDOSO et al., 2011; CORDEIRO et al., 2007; MONTEIRO et al., 2009, OLIVEIRA et
al., 2012). Esse fenbmeno pode ser justificado pelo elevado nimero de mulheres que
procuram 0s servicos de salde e/ou por passarem mais tempo em suas residéncias, estando
mais expostas ao Aedes aegypti (ALVES et al., 2011; CARDOSO et al., 2011; FLAUZINO et
al., 2009).

Em relacdo a idade, a média foi de 32,5 anos e quanto a classificacéo final da doenga,
predominaram as formas clinicas brandas, que correspondem a Febre do dengue (FD). Outros
estudos também descrevem esse padrdo (CAVALCANTI et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2010; SIQUEIRA JR et al., 2011). Esses resultados refletem o que ocorre nas Américas,
incluindo o Brasil, onde a dengue afeta principalmente a populacdo adulta e estd associada a
formas menos severas (FD). E este perfil difere do encontrado no Sudeste Asiatico, onde
predominam as formas graves da doenca (FHD) em lactentes e criancas (HALSTEAD, 2006;
SIQUEIRA JR et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005). Alguns fatores como 0s possiveis casos
de subnotificacdo das formas graves nas Américas e a teoria da infecgdo viral dindmica, em
que as criangas tornam-se a populacdo susceptivel apds os adultos terem sido infectados e
estarem imunes, podem ser usadas para explicar as diferencas entre os padrbes
epidemiol6gico dessas duas regides (ARGOLO et al., 2013; FERGUSON et al., 1999;
HALSTEAD, 2006).

Nos ultimos anos, paises da América relataram um aumento significativo na incidéncia
de formas graves da dengue, no numero de hospitalizacdes e morte entre criancas
assemelhando-se ao descrito no Sudeste Asiatico (ARGOLO et al., 2013; BHATT et al.,
2013; HASLTEAD et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2013; VILLABONAS-ARENAS et al.,
2013; WHO, 2012). No Brasil, esse fendmeno tem sido descrito ao longo dos anos de 2007-
2008 e acredita-se que este aumento esteja relacionado a reintrodugdo do DENV-2 no pais
(BARCELOS-FIGUEIREDO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2013). Varios estados brasileiros
observaram essa mudanca, no entanto ela foi mais perceptivel na Regido Nordeste, onde em
2007 as criangas foram responsaveis por 65% do total de casos de FHD, principalmente nos
estados do Maranhdo, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Ceara e Piaui (ARGOLO et al.,
2013; BRANCO et al., 2014; BRASIL, 2007; CAVALCANTI et al., 2011; GARCES et al.
(manuscrito em preparacdo) (SANTOS, 2012; TEIXEIRA et al., 2008).

Durante o periodo analisado, dentre os pacientes que apresentaram manifestacdes
hemorragicas, dois correspondem a criangas do sexo feminino (PI-52 e Pl 279) com 8 e 4
anos, respectivamente. Um dos casos que evoluiram para ébito corresponde a uma mulher de

78 anos que apresentou hipotensdo grave, provavelmente devido ao extravasamento
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plasmaético, caracteristico de choque causado pela dengue. Segundo diretrizes nacionais e
internacionais as criangas sdo consideradas um grupo de risco para o desenvolvimento de
formas severas, estas estdo associadas ao aumento da permeabilidade vascular, que pode levar
a hipotensdo e choque (ARGOLO et al., 2013; GUZMAN et al., 2010; POTHAPREGADA et
al., 2016; VERHAGEN, GROOT, 2014; WHO, 2009).

O desenvolvimento de formas graves da dengue (FHD e SCD) s&o mais comuns em
infeccdes secundarias, isso ocorre devido ao fenbmeno da resposta exacerbada dependente de
anticorpo (ADE) (GUPTA et al., 2006; HASLTEAD, 2006; POTHAPREGADA et al., 2016;
WICHMANN et al., 2004). No entanto, alguns pacientes desenvolvem formas graves em uma
infeccdo primaria, destacando o papel dos fatores do virus e do hospedeiro (MISRA et al.,
2015). Criancas menores de 1 ano de idade com infeccdo primaria pelo DENV, nascidas de
mées gque tenham sido previamente infectadas pelo virus também podem desenvolver formas
graves da doenca (KLIKS et al., 1988). Leite (2014) em um estudo com gestantes no Nordeste
Brasileiro, relatou em 95% dos casos a presenca de anticorpos IgG no sangue materno e no
corddo umbilical, sugerindo que muitos recém nascidos possuem anticorpos anti-dengue
transitérios e caso adquiram infeccdo no primeiro ano de vida, esses anticorpos podem
favorecer ao desenvolvimento de formas graves devido o fendmeno ADE (HALSTEAD et al.,
2002; HAUSE et al., 2016; KLIKS et al., 1988; SIMMONS et al., 2007; VERHAGEN,
GROOT, 2014).

Em relacdo aos pacientes que apresentaram alteracdes neuroldgicas, dois (P1-23 e PI-
25) correspondem ao sexo feminino, possuem 39 e 27 anos, respectivamente. Em ambos 0s
casos foram avaliadas por RT-PCR as amostras de soro e LCR, no entanto apenas as amostras
de soro amplificaram. Segundo o estudo de Soares e colaboradores (2008), amostras de soro e
LCR também foram analisadas para deteccdo do DENV, sendo que nenhuma delas amplificou
e o diagnostico foi baseado na detec¢do de anticorpos IgM, como a PCR normalmente é
positiva na primeira semana da infeccdo, o periodo de coleta e a baixa viremia em amostras de
LCR podem ter influenciado o resultado.

O outro paciente (P1-51) corresponde a um homem de 54 anos que apresentou paresia
dos membros superiores e inferiores, posteriormente diagnosticada como Sindrome de
Guillain Barré (SGB), cujo quadro evolui para 6bito. Conforme Misra e colaboradores (2015),
pacientes infectados pelo DENV com envolvimento do SNC, geralmente desenvolvem formas
graves da doenca, com um pior prognéstico e que pode levar ao 6bito. O DENV-2 foi o
sorotipo associado a esses trés casos de alteracGes neuroldgicas e segundo Puccioni-Sohler e

Rosadas (2015), esse sorotipo junto com o DENV-3 s@o 0s principais responsaveis por essas
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manifestacbes (DOMINGUES et al., 2008; LUM et al., 1996; PUCCIONI- SOHLER,
ROSADAS, 2015; SOARES et al. 2010; SOLOMON et al., 2000).

Alteracdes neuroldgicas associadas ao DENV e outros arbovirus estdo se tornando
frequentes, principalmente em locais endémicos, segundo Carod-Artral e colaboradores
(2013) a associacgdo entre FD e alteragdes neuroldgicas varia entre 0,5% e 5,4% no Sudeste
Asiatico e chega a 21% no Brasil. Entre essas alteracfes destaca-se encefalopatia, encefalite,
disfuncdo muscular e sindrome de Guillain Barré (SGB) (CAROD-ARTRAL et al., 2013;
DOMINGUES et al., 2008; PUCCIONI-SOHLER, ROSADAS, 2015; SOARES et al., 2011;
WHO, 2009). Essa Ultima é caracterizada por uma neuropatia inflamatdria desmielinizante,
que pode se desenvolver apds infecgdes, sobretudo virais, destacando-se 0 DENV e mais
recentemente 0 ZIKV (BRASIL, 2015; CALVET et al.,, 2016; CAROD-ARTRAL et al.,
2013; CHEN, LEE, 2007; FERREIRA, 2005; OEHLER et al., 2012; OEHLER et al., 2013;
ORSINI et al., 2010; PINTO JUNIOR et al., 2015). Simom e colaboradores (2016)
registraram a ocorréncia simultanea da SGB e infeccdo pelo DENV, anteriormente descrita
em apenas dois casos (SHARMA et al., 2011; SOARES et al., 2008). Como nas duas doenca
sdo encontrados os mesmos mediadores inflamatdrios, acredita-se que a relacdo entre a
infeccdo pelo DENV e o desenvolvimento da SGB estejam associados a resposta imune do
hospedeiro, embora os mecanismos ainda ndo sejam totalmente compreendidos (SULEKHA
etal., 2014).

As amostras positivas por RT-PCR, analisadas entre o periodo de 2014-2015
indicaram a cocirculacdo dos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 no estado do Piaui.
Outras regides também apresentaram resultados similares, como o estado do Ceara (ARAUJO
et al., 2011). Segundo Santos (2012) e Vale (2015), durante o periodo entre 2006 e 2012, 0s
quatros sorotipos do DENV foram isolados no estado. A introdugdo do DENV-4 no Piaui em
2011 foi detectada através de RT-PCR, pelo nosso grupo de pesquisa e representa um
importante marco epidemioldgico, considerando que cada sorotipo produz imunidade
duradoura apenas contra si e protecdo heterotipica transitoria, a introducdo destes em uma
populacéo susceptivel leva ao desenvolvimento de epidemias e casos graves (CARDOSO et
al., 2011; GUZMAN et al., 2010). Essa amostra foi enviada para sequenciamento e através de
analise da regido junto aos genes C/prM, identificou-se que o DENV-4 circulante no estado
do Piaui pertence ao gendtipo Il, de acordo com o cendrio nacional (ACOSTA et al., 2011;
NAVECA et al., 2012; NUNES et al., 2012; SOUZA et al., 2011; VALE, 2015).

Dois casos de co-infec¢des pelo DENV 1 e 2 foram registrados durante o periodo entre

2014-2015. Essa é uma situacdo comum em regides hiperendémicas, como o estado do Piaui,
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onde circulam multiplos sorotipos do DENV. Resultado similar foi descrito no estado em
2012, conforme Santos (2012) e Vale (2015) e em outras regides do pais (ARAUJO et al.,
2006; BASTOS et al., 2012; BONA et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2003; FIGUEIREDO
etal., 2011; ROCCO et al., 1998)

Durante a realizacdo desse trabalho, quatro amostras referentes ao periodo entre 2014-
2015 foram enviadas para sequenciamento (PI-50, PI-51, PI-52 e PI-279), todas
correspondem a pacientes que desenvolveram formas graves da doenca, sendo que dois
evoluiram para 6bito. Os resultados dos sequenciamentos referentes as amostras P1-50 e P1-51
ndo foram satisfatdrios e estas serdo reenviadas para repeticao. Através do sequenciamento do
gene E das amostras PI-52 e P1-279, identificamos que as amostras de DENV-1 circulantes no
estado do Piaui pertencem ao gendtipo V (Figura 14) e as linhagens 6 e 1, respectivamente.
Conforme Carneiro e colaboradores (2012) esse genotipo é encontrado no Brasil desde 1982 e
€ 0 Unico que circula no pais até 0 momento (BONA et al., 2012; CARNEIRO et al., 2012;
DOS SANTOS et al., 2011; DRUMOND et al.,, 2012; PIRES NETO et al., 2005;
VILLABONA-ARENAS, ZANOTTO, 2013). Este representa a maioria dos genotipos
descritos para o DENV-1 encontrado nas Ameéricas (CHEN, VASILAKIS, 2011;
VILLABONA-ARENAS, ZANOTTO, 2013.).

O DENV-1 foi introduzido na América Latina em 1966, em Porto Rico (DRUMOND
et al., 2012; VILLABONA-ARENAS, ZANOTTO, 2013). Desde entdo tem sido descrito em
diversos paises, na Bolivia esse sorotipo foi identificado em 1987, com surtos anuais desde
1999. No Paraguai, foi descrito desde 1988 e no Chile desde 2002 (DICK et al., 2012; ROCA
et al., 2009; TITTARELI et al., 2014). No Brasil, um surto do DENV-1 foi relatado na regido
Norte em 1981, com circulacdo restrita a esse local. Provavelmente esse sorotipo foi
reintroduzido no pais em 1984-1985 e um surto foi identificado no Rio de Janeiro em 1986,
disseminando-se por todo o territorio brasileiro (DOS SANTOS et al., 2002; DRUMOND et
al., 2012; DRUMOND et al., 2016; TITTARELI et al., 2014). Apds circulacao silenciosa, em
2009 o DENV-1 re-emergiu na regido Sudeste, causando uma grande epidemia no pais em
2010-2011 (DOS SANTOS et al., 2011). Analises filogenéticas do virus isolado no Rio de
Janeiro em 1986 sugeriram que ele é descendente de um Unico ancestral recombinante, entre o
gendtipo IV (Jamaica) e gendtipo | (Singapura) (HOLMES et al., 1999; HOLMES, BURCH,
2000).

Estudos filogenéticos de isolados brasileiros do DENV-1, realizado por Dos Santos e
colaboradores (2011) registram a circulacdo de maultiplas linhagens deste sorotipo no Brasil,

gerando um aumento na diversidade genética deste virus (DOS SANTOS et al., 2011;
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DRUMOND et al., 2012; CARNEIRO et al., 2012). Resultados similares também foram
descritos na Asia e em outras regides das Américas (KUKRETI et al., 2009; MENDEZ et al.,
2010). No Brasil, trés linhagens foram reconhecidas, entre as quais se aglomeram todos os
isolados das Américas e estas foram introduzidas no pais em eventos diferentes (CARNEIRO
et al.,, 2012; DRUMOND et al., 2012). A linhagem Il que corresponde a virus brasileiros
(1986), a linhagem | (2001), sugere origem asidtica e a linhagem lll, isolada entre 2010 e
2011, sugere origem Latino-americana (DOS SANTOS et al., 2011). Estudos realizados por
Drumond e colaboradores (2012) detectaram uma possivel nova linhagem recombinante do
virus, derivada de duas linhagens distintas. Com isso, é possivel observar que o DENV-1 foi
introduzido no Brasil a partir de diferentes paises e em periodos divergentes, levando a
substituicdo das linhagens ou a cocirculacdo das mesmas, podendo estar associado ao longo
periodo de circulacdo do DENV 1, no Brasil. E sua reemergéncia, pode estar associada ao
elevado numero de casos e a ocorréncia de formas graves (DOS SANTOS et al., 2011,
DRUMOND et al., 2012; CARNEIRO et al., 2012).

A amostra P1-279 apresentou uma relacdo préxima com amostras isoladas no Brasil,
nos estados de Pernambuco, Rio de Janeiro e Minas Gerais e com outros paises da Ameérica,
como Venezuela e Colombia. Resultado semelhante foi descrito por Drumond e
colaboradores em (2016) em estudo realizado no Sul de Minas Gerais, onde foi isolado o
DENV-1 de um paciente com manifestacGes hemorragicas e apds analises filogenéticas foi
confirmado o genoétipo V, linhagem 1 o qual estd no mesmo ramo da arvore dos virus da
Venezuela e do Brasil, provavelmente originado a partir do Rio de Janeiro.

Enquanto a amostra PI-52 pertence a linhagem 6 e esta relacionada com amostras
Brasileiras, dos estados de Pernambuco, Para, Espirito Santo e Rio de Janeiro. Conforme
Drumond e colaboradores (2012) em estudo realizado com 59 sequéncias de genoma
completo e diferentes linhagens do DENV-1, observou que atualmente os isolados brasileiros
agrupam-se nas linhagens 1, 3 e 6. A linhagem 6 corresponde a amostras brasileiras e isoladas
entre os anos de 2000-2008, a partir de regides Norte e Sudeste do pais. Esta linhagem esta
estreitamente relacionada com amostras das Ilhas Virgens, Singapura e Ilha Reunion que com
0s outros isolados do Brasil e América Latina, estando em outro ramo da arvore como mostra
a figura 15.

Acredita-se que estes virus possam ter sido introduzidos no Brasil através da rota
Caribenha, a qual é conhecida como uma importante via de entrada de novos virus na
América do Sul e consequentemente no Brasil, incluindo outros sorotipos do DENV
(ARAUJO et al., 2012; BARCELOS-FIGUEIREDO, 2014; DRUMOND et al., 2012;
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NUNES et al., 2014). A linhagem 1 compreende trés amostras brasileiras, duas foram isoladas
do Rio de Janeiro e sdo intimamente relacionadas entre si, mas ndo apresentam relagdo com o
terceiro isolado que corresponde a amostra da regido Norte, isolada em 2008. Essa amostra
compartilha um ancestral comum com duas linhagens, uma da Colémbia e outra da
Venezuela, isoladas em 2004/2005. Enquanto os isolados do Rio de Janeiro compartilham um
ancestral comum com amostras da Venezuela datada de 2006. A linhagem 6 foi
provavelmente introduzida na regido Norte do Brasil em 1998/1999, circulando de forma
restrita nessa area. S6 entdo em 2006/2007 esse virus foi transportado para regido Sudeste.
Diante disso, é possivel observar que essas linhagens foram introduzidas no Brasil através de
diferentes regides e eventos paralelos, sendo que atualmente ambas evoluem de forma
independente (DRUMOND et al., 2012).

A insercdo de novos sorotipos e/ou genoétipos e linhagens do DENV em novas areas
constituem um importante fator de risco para o desenvolvimento de surtos da dengue e
aumento da diversidade genética da populacdo (DRUMOND et al., 2016). Geralmente a
entrada de novos virus no Brasil é descrita a partir da regido Norte e Sudeste, entretanto
Barcelos Figueiredo e colaboradores (2014) sugerem uma nova rota de entrada através do
estado do Piaui. Andlises filogenéticas das amostras de DENV-2 circulantes no estado durante
0 periodo de 2006 e 2007 agruparam-se proximo aos isolados no Rio de Janeiro, que é
sugerido como local de entrada do virus no pais entre anos 2007 e 2008 (DRUMOND et al.,
2013). Entretanto, as amostras de DENV-2 ja circulavam no Nordeste entre 2006 e 2007, o
que sugere que esse virus foi inserido e circulou na regido Nordeste, especificamente no Piaui,
anterior a regido Sudeste. E importante ressaltar a importancia de analises filogenéticas dos
virus circulantes na regido, a fim de avaliar a insercao e evolugdo do DENV e seu impacto na
populagéo durante uma epidemia.

Devido a cocirculacdo de diferentes arbovirus, o diagnostico diferencial para DENV,
ZIKV e CHIKYV é imprescindivel (PINTO JUNIOR et al., 2015). E ainda 0 WNV e SLEV
que estdo associados principalmente a alteragdes neurolégicas. Diante disso, com o0 proposito
de auxiliar no diagnostico de doencas febris exantematicas e alteragdes neuroldgicas no
estado do Piaui, o nosso laboratorio foi responsavel pela padronizagdo de uma reagdo de RT-
PCR para amplificacdo do ZIKV bem como para deteccdo de DENV 1-4 e SLEV. Foram
feitos também alguns testes para padronizacéo da reacdo capaz de detectar o WNV, utilizando
os iniciadores descrito por Anderson e colaboradores (2001) (dados ndo mostrado) e controle
positivo cedido pela Dr.2 Erna Kroon do Laboratério de Virus da UFMG, no entanto 0s

resultados nao foram positivados. A inclusdo dessa metodologia no Piaui é essencial,
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principalmente devido a deteccdo desse virus associada ao primeiro caso de
meningoencefalite em humanos, em 2014 no estado (VIEIRA et al., 2015).

Como o ZIKV, o SLEV e 0 WNV pertencem ao género Flavivirus, a utilizacdo de
testes sorologicos para deteccdo de anticorpos € limitada, devido a reatividade cruzada
(BRONZONI et al., 2005; DUFFY et al., 2009; LANCIOTTI et al., 2007; MANSFIED et al.,
2011; PINTO JUNIOR et al., 2015). InfeccBes causadas por esses e outros arbovirus ndo
possuem sintomas clinicos especificos e muitos deles cocirculam no mesmo local. A RT-PCR
pode ser uma ferramenta Util para a deteccdo desses virus, entretanto em alguns casos
apresenta limitagdes como na deteccéo do ZIKV, devido a baixa viremia restrita aos 2-3 dias
apés o inicio dos sintomas. Amostras de urina e saliva tambem tém sido utilizadas para
deteccdo desses virus e se destacado com uma alternativa vidvel, devido a facilidade para
obtencdo das amostras, elevada carga viral e a deteccdo por um periodo mais longo (10-20
dias apds o inicio dos sintomas), no caso da urina (GINIER et al., 2016; GOURINAT et al.,
2015; MUSSO et al., 2015).

A regido do gene NS5 é altamente conservada entre os Flavivirus, devido a presenca
do dominio RdRp na sua porcdo C-terminal, e também entre os quatros sorotipos do DENV
(CHAO, 2007; MANEEKAN et al., 2009). Diante disso, uma nova abordagem foi
padronizada no BIOMIC para detecgdo e identificagdo rapida dos Flavivirus, também pode
ser utilizada para deteccdo de Alphavirus. Essa técnica funciona como uma ferramenta de
diagnostico rapido e diferencial das amostras clinicas, evitando a necessidade de testar varias
amostras através de métodos isolados de PCR (BRONZONI et al., 2005).

Baseado nos dados descritos, observamos que no estado do Piaui circularam o0s
sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 entre o periodo de 2014-2015, entretanto 0s quatros
sorotipos foram identificados durante o periodo de 2006-2012, caracterizando o estado como
uma regido hiperendémica, o que predispde ao desenvolvimento de epidemias e formas
severas da doenga. Em 2011, o DENV-4 foi introduzido no estado e anélises filogenéticas
realizadas por colaboradores do nosso grupo de pesquisa identificaram que ele pertence ao
gendtipo I, semelhante ao descrito no territério brasileiro. Amostras do DENV-1 (PI-52 e PI-
279) identificadas durante a realizacdo desse trabalho também foram caracterizadas
filogeneticamente e pertencem ao gendtipo V, que segundo estudos é o unico que circula no
Brasil desde 1982, no entanto diversas linhagens ja foram descritas. Devido a circulacdo dos
multiplos sorotipos do DENV e de outros arbovirus associados a doencgas exantematicas e
alteracOes neurologicas é necessario a implantacdo de um programa de monitoramento eficaz,

a fim de auxiliar a vigilancia epidemioldgica do estado.
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7 CONCLUSAO

e A técnica molecular aumentou a capacidade de deteccdo viral em amostras
consideradas negativas quando testadas por outras metodologias.

e Durante o periodo de 2014-2015, ocorreu a circulacao dos sorotipos DENV-1, DENV-
2 e DENV-3 no estado do Piaui. Casos de co-infeccdes também foram registrados, o que

reflete a situagédo de hiperendemicidade da regido.

e O aumento do numero de formas graves, incluindo alteracdes neuroldgicas tem
ocorrido com maior frequéncia no Brasil, inclusive no Piaui, esse fato pode estar associado a

maultipla circulacéo de arbovirus.

e A padronizacgdo da técnica de RT-PCR para detec¢do do ZIKV amplificou a regido do
gene E e a de DENV 1-4 e SLEV amplificou o gene NS5, ambas visam auxiliar no
diagnostico molecular diferencial dessas doencas e monitorar a insercao de novos Flavivirus

no estado.

e Apos caraterizacdo molecular, o sorotipo DENV-1 circulante no estado do Piaui foi
agrupado com o gendtipo V, corroborando conforme descrito na literatura no cenario
nacional. No entanto, as duas amostras foram caracterizadas em linhagens distintas: a amostra

P1-279 - linhagem 1 e a PI-52 - a linhagem 6.

e As analises filogenéticas do DENV fornecem informacbes sobre a evolucdo e
dindmica viral e sdo essenciais para uma melhor compreensdo da sua epidemiologia nas

diversas regides geograficas.
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