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RESUMO

Os arbovirus séo transmitidos por vetores artropodes, 0s quais geram
preocupacdo no ambito da saude publica por provocarem grandes epidemias em
diversas partes do mundo. Durante a fase aguda de suas infecgles, estes virus
provocam infeccfes assintomaticas ou com quadro febril indestinguivel, o que dificulta
o diagndstico clinico diferencial e, por conseguinte, o tratamento de suporte adequado.
No Brasil, ha varios arbovirus circulantes, havendo, além das epidemias de dengue,
relatos de surtos provocados pelo virus llhéus (ILHV), Saint Louis (SLEV), Rocio
(ROCV) e Oropouche (OROV). Contudo, no estado de Alagoas ndo ha nenhum dado
cientifico sobre estes virus. Assim, o presente estudo prop6s avaliar aspectos
epidemiolégicos das arboviroses circulantes em Alagoas, por meio da deteccao
molecular de genomas virais e caracterizagao do perfil epidemiolégico dos individuos
acometidos. Para tanto, foram analisadas 230 amostras (205 de soro e 25 de liquor)
de pacientes atendidos no Hospital Escola Hélvio Auto, coletadas entre outubro de
2013 e junho de 2014. Apos a triagem por PCR, os 85 pacientes com RNA viral
detectado, tiveram seus perfis epidemiolégicos analisados e foram submetidos a
guantificacdo de citocinas pro-inflamatorias. Entre os virus triados, o sorotipo 4 do
virus dengue (DENV-4), era o circulante em Alagoas sendo este introduzido no estado
em 2012, apds a reemergéncia em 2010 do DENV-4 no Brasil. Foi predominante os
sintomas comumente relacionados a infec¢cdes provocadas pelo virus dengue.
Contudo, somente 37,65% dos pacientes desenvolveram plaquetopenia, além da
observacdo de pacientes com decréscimo no nivel de hematdcrito (17,65%) e
aumento nos niveis de TGO e/ou TGP. Ademais, identificamos correlagdo entre a
gueixa de dor abdominal com a manifestacao de plaquetopenia. Observamos também
niveis elevados de IL-10 em casos graves da doenca, além do aumento significativo
dos niveis de IL-8 e IL-6 nas demais amostras. Diante disto, os resultados obtidos s&o
de grande importancia para os 6rgaos de vigilancia epidemiolégica de Alagoas, pela
ciéncia do sorotipo de dengue circulante e pelas informacfes epidemioldgicas que
servirdo de suporte para criagdo e/ou manutencdo de medidas de intervengcao e
manejo clinico aos individuos acometidos pelo DENV. Contudo, ainda sé&o
necessarios mais estudos levando em consideracdo também os individuos com
genoma viral ndo detectado a fim de verificar a existéncia de aspectos
epidemioldgicos distintivos entre os grupos, como auxilio ao diagnéstico clinico.

Palavras-chaves: Dengue — Alagoas. Arbovirus. Epidemiologia.



ABSTRACT

The arboviruses are transmitted by arthropod vectors, generating concern in
public health by causing epidemics in many parts of the world. In the acute phase of
their infection, these viruses cause asymptomatic infections or indistinguishable fever,
hindering the clinical diagnosis, and consequently, appropriate treatment. In Brazil,
there are several circulating arboviruses, with reports of outbreaks caused by Illheus
(ILHV), Saint Louis (SLEV), Rocio (ROCV) and Oropouche (OROQV), besides dengue
epidemic. However, in the state of Alagoas there is a deficit in the epidemiological and
scientific data about these viruses. Thus, the aim of this study is to evaluate the
epidemiology of circulating arboviruses in Alagoas, through the molecular detection of
viral genomes and characterization of the epidemiologic profile of affected individuals.
Therefore, we analyzed 230 samples (205 serum and 25 liquor) of patients attending
at the Hospital Escola Hélvio Auto (HEHA), acquired between October 2013 and June
2014. After assay of PCR we detected 85 patients with viral RNA that had their
epidemiologic profile analyzed in addition to the quantification of proinflammatory
cytokines. Among the viruses screened, the serotype 4 dengue virus (DENV-4) was
detected as circulating in Alagoas, which was introduced in the state in 2012, after the
re-emergence in 2010 of the DENV-4 in Brazil. Furthermore, the symptoms commonly
associated with infections caused by dengue virus were predominant in our patients.
However, only 37.65% of the patients developed thrombocytopenia and 17.65% of
them had a decrease in hematocrit level. They presented increased levels of AST and
/ or ALT. In addition, we identified correlation between the complaint of abdominal pain
and thrombocytopenia. We also observed high levels of IL-10 in severe cases, in
addition to high levels of IL -8 and IL -6 in the other samples. In view of this, the results
are of great importance for the epidemiological surveillance department of Alagoas,
due to the knowledge about the current serotype of dengue in the region and to the
epidemiologic information that will help elaborate clinical management protocols to
DENV-infected individuals. However, more studies are needed including individuals
with viral genome not detected in order to find epidemiological differences over those
DENV-infected and thus aid in clinical diagnosis.

Keywords: Dengue — Alagoas. Arbovirus. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo infeccdes provocadas por virus transmitidos através de
vetores artropodes, as quais anualmente geram grandes epidemias em diversas
partes do mundo. Essas viroses podem apresentar-se desde a forma assintomatica
até aquelas com comprometimento neurologico (encefalites e meningoencefalites) e
desenvolvimento de hemorragia. Dessa forma, sao preocupantes no cenario de satde
publica principalmente porque para a maioria 0 tratamento é apenas de suporte
(voltado a controlar os sintomas), ndo havendo vacina e nem tratamento antiviral

disponivel.

Dentre os arbovirus circulantes no Brasil, relacionados a surtos e epidemias em
seres humanos, estdo os membros da familia Flaviviridae, como virus dengue
(DENV), virus Rocio (ROCV), virus llhéus (ILHV) e virus da Encefalite de Saint Louis
(SLEV), além do virus Oropouche (OROV), da familia Bunyaviridae. Todos estes
agentes, durante a fase aguda de suas infecc¢des, provocam febre, dores de cabeca,
mialgia, artralgia, exantemas, dentre outros, o que dificulta a distin¢do clinica entre

estas viroses.

Em alguns estados do pais, ja ha grupos de pesquisa realizando a busca por
estes e outros arbovirus, contudo, em Alagoas é realizado apenas 0 monitoramento
para o DENV através dos boletins epidemiologicos do Ministério da Saude. Por meio
destes é possivel observar que a grande maioria dos casos notificados para dengue
nao sao confirmados. Isto remete a hipotese de que o0s casos nao confirmados para o
DENV sejam, na verdade, infeccbes provocadas por outros arbovirus, que até o

momento ndo foram investigados, neste estado.

Portanto, o conhecimento da circulacao de outros virus em Alagoas, bem como
o estabelecimento da epidemiologia das infec¢des, auxiliar4 na elaboracdo de acdes
de vigilancia mais efetivas, a fim de se evitar 0os casos graves através do levantamento

de parametros prognadsticos para o estabelecimento medidas de controle.
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2 REVISAO

Arbovirus, segundo a expressao inglesa arthropod-borne-virus, ¢ o termo
designado aos virus transmitidos por vetores artrépodes hematéfagos, em geral
mosquitos e carrapatos (GUBLER, 2001). Atualmente fazem parte deste grupo 537
espécies, as quais estao listadas e descritas no Catalogo Internacional de Arboviroses
(CDC, 2015), e sdo, em sua maioria, representantes das familias: Togaviridae (género
Alphavirus), Flaviviridae (género Flavivirus) e Bunyaviridae (género Orthobunyavirus).
A manutencdo destes virus na natureza ocorre através de aves e mamiferos (seus
principais hospedeiros), sendo acidental a infeccdo em humanos (Figura 1)
(MELTZER, 2012).

A transmissdo destes virus é diretamente relacionada ao clima, havendo
distincdo entre areas tropicais e areas de clima temperado. Na primeira, 0s virus
circulam ao longo do ano apresentando um pico sazonal amplo. Ja na segunda, casos
de arboviroses sdo relatados apenas nos meses mais quentes, nao havendo
circulagédo de virus no periodo de temperaturas baixas (HOLLIDGE; GONZALEZ-
SCARANO; SOLDAN, 2010). Dessa forma, os arbovirus possuem ampla
disseminacdo mundial e as infec¢cOes provocadas pelos mesmos resultam em grande
impacto na saude publica e veterinaria (PFEFFER; DOBLER, 2012).

Figura 1 — Representacdo dos ciclos de transmissdo e manutencdo de arbovirus no

mundo

CICLO DE TRANSMISSAO DOS ARBOVIRUS

—

Hospedeiro Animais Hinianos
Vertebrado Domésticos

CICLO CICLO CICLO
ENZOOTICO EPIZOOTICO EPIDEMICO
SILVESTRE RURAL URBANO

Vetor Vetor Vetor

| SE—

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de Anez et al. (2012).
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Dentre os arbovirus brasileiros relacionados a surtos em seres humanos estao
o0 virus dengue (DENV), virus Rocio (ROCYV), virus lIhéus (ILHV) e virus da Encefalite
de Saint Louis (SLEV) — familia Flaviviridae — e o virus Oropouche (OROV) — familia
Bunyaviridae (Tabela 1). Além destes, nos ultimos dois anos, houve a introdugéo de
dois arbovirus no Brasil, o virus Chikungunya (Alphavirus) e o virus Zika (Flavivirus)
(FIGUEIREDO, 2015).

Tabela 1 — Informacgdes epidemioldgicas gerais dos arbovirus abordados no presente

estudo
o i ) Distribuicéo o
Familia/Género Virus Vetor Hospedeiro o Referéncia
Geografica
Sudeste da Asia,
) ) Américas, oeste BHATT et. al
Primatas e primatas .
Dengue Aedes ssp . do Pacifico, Africa = (2013); GUZMAN e
ndo humanos
e leste do HARRIS (2015)
Mediterraneo
Péssaros
) ) Continente ROSA et. al (2013),
Saint Loius Culex ssp. ) .
Humanos e equinos = Americano DIAZ et. al (2015).
Flaviviridae/ (acidental)
Flavivirus
. PAUVOLID-
i Aedes ssp i América Central e .
Ilhéus Péssaros CORREA et al
Psorophora ssp do Sul
(2011)
Aedes ssp
) Pé&ssaros, roedores ) FIGUEIREDO
Rocio Psorophora ssp ) Brasil
e equinos (2014)
Culex ssp
Aedes
i ) FIGUEIREDO
» (Oclerotatus) Pé&ssaros, preguicas
Bunyaviridae/ ) . - (1999)
] Oropouche serratus e primatas nd&o América do Sul
Orthobunyavirus o CARDOSO et al.
Culicoides ssp | humanos
(2015)

Culex
quinquefasciatus

Fonte: Autora (2016)

O surgimento e ressurgimento de arboviroses estdo diretamente relacionados
com os habitos humanos, sendo o transito de pessoas e de insumos (comércio) entre

0s paises, 0 maior contribuinte para a propagac¢éao de virus e mosquitos antropofilicos
16



em todo o mundo. Ainda, a exposi¢do a esses vetores é intensificada pelo processo
de urbanizac&o junto com precarias condi¢cdes sanitarias (HOLLIDGE; GONZALEZ-
SCARANO; SOLDAN, 2010). Isto contribui para um cenario propicio a ocorréncia de
arboviroses, 0 que gera preocupac¢ao pois para grande maioria destes virus ndo ha
vacina e nem tratamento antiviral disponivel (ANEZ et al., 2012).

Somando a isto, em geral, os arbovirus podem provocar estado febril
indistinguivel ou assintomatico na fase aguda das infec¢des (ANEZ et al., 2012), o que
dificulta o diagnostico clinico diferencial e, por conseguinte, o tratamento de suporte
adequado. Quando manifestados, segundo Cleton et al., (2012) os sintomas podem
ser categorizados em quatro grupos: doenca febril leve ou grave (DF), erupcéo
cutanea (rash) e artralgia (RA), sindrome neurolégica (SN) e sindrome hemorragica
(SH). Na DF as manifestacfes clinicas sdo similares as da gripe, como febre e dores
de cabeca, muscular e retro-orbitaria. Por sua vez a RA é caracterizada pela
manifestacdo de exantemas e poliartralgias. Ja para SN pode apresentar-se como
encefalite ou meningite. E por fim, SH é caracterizada pela reducdo de plaquetas,

hemorragias e choque.
2.1 Flavivirus

Entre os grupos que compde a familia Flaviviridae, o género Flavivirus engloba
0 maior numero de representantes (53 espécies) (ICTV, 2015). Estes sao virus
pequenos e envelopados que contém RNA de fita simples de polaridade positiva com

aproximadamente 11.000 nucleotideos.

Na forma madura apresentam didmetro em torno de 50 nm e contém trés
proteinas estruturais designadas como C (capsideo), E (envelope) — o principal
determinante antigénico por mediar a ligacdo e fusdo com a célula do hospedeiro
durante a infeccdo — e M (membrana) (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; HEINZ;
STIASNY, 2012) (Figura 2). Esta ultima, em particulas virais imaturas esta como sua
forma precursora, prM, a qual perde o radical pr ap6s processo proteolitico pela furina
no aparelho de Golgi durante a exocitose das células do hospedeiro (YU et al., 2008;
HEINZ; STIASNY, 2012).
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Figura 2 — Representagdo morfologica de um Flavivirus na forma imatura e madura

Imaturo | Maduro

Membrana Nucleocapsideo
lipidica

Legenda: E — proteina do envelope viral; prM — proteina percursora da proteina da membrana (virus

imaturo); M — proteina de membra; C — proteina do capsideo.

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de HEINZ e STIASNY (2012).

O genoma é composto por uma regido 5’ ndo-codificadora (untranslated region
— UTR), uma Unica open reading frame (ORF), contendo mais de 10.000 nucleotideos,
e uma regiao terminal 3’ ndo-codificadora. A ORF codifica as trés proteinas estruturais
(C, E e prM) e outras sete proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5, responsaveis pelas atividades reguladoras e de expressdo do virus,
incluindo replicacdo, viruléncia e patogenicidade (BALEOTTI; MORELI;
FIGUEIREDO, 2003; ROMANOS, 2008) (Figura 3).

As formas como estas proteinas nao-estruturais desempenham
especificamente suas funcdes ainda é alvo de estudos, contudo se pode afirmar que
a proteina NS1 tem importante papel como biomarcador de infec¢do por Flavivirus
devido a esta ser secretada no sangue, pelas células infectadas do hospedeiro, nos
primeiros dias ou antes mesmo dos sintomas (YOUNG et al., 2000; MULLER;
YOUNG, 2013). Ainda, ja se sabe que a NS2B é funciona como co-fator para a NS3,
a qual possui importantes papeis no ciclo viral atuando como protease, helicase e
NTPase (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; LUO; VASUDEVAN; LESCAR, 2015;
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WU et al.,, 2015). Além disso, bem como a NS3, a proteina NS5 possui papel
fundamental na replicacdo viral devido a suas atividades de RNA polimerase RNA-
dependente (RpRd) e metiltransferase (MTase), sendo descrita como a maior e mais
conservada proteina dos Flavivirus (BALEOTTI; MORELI; FIGUEIREDO, 2003;
LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

Figura 3 — Representacado esqueméticado genoma dos Flavivirus, com setas indicando

os sitios de clivagem

~11kb

UTR 5" UTR 3"

| |
Proteinas nac-estruturais | |
/U V4 v Ly ~\
T [ I | -] | i/ vorace B Rera |
E 44 NS5

cC prMm NS1 NS2A 2B NS3 NS4B

Legenda: UTR - regido ndo-codificadora de proteinas (untranslated region); C — regido codificadora da
proteina do capsideo; prM — regido codificadora da proteina precursora de membrana; E - regido
codificadora da proteina do envelope; NS1 - regido codificadora da proteina ndo-estrutural 1; NS2A -
regido codificadora da proteina nao-estrutural 2A; 2B - regido codificadora da proteina nao-estrutural
2B; NS3 - regido codificadora da proteina ndo-estrutural 3; 4A - regido codificadora da proteina nao-
estrutural 4A; NS4B - regido codificadora da proteina ndo-estrutural 4B; NS5 - regido codificadora da
proteina nao-estrutural 5; MTase — regido codificadora da enzima metiltransferase; RpRd — regido

codificadora da RNA polimerase RNA-dependente (RpRd).

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de LINDENBACH, THIEL e RICE (2007)

2.1.1 Dengue

O virus dengue (DENV) é endémico em mais de 100 paises, distribuidos pelo
sudeste da Asia, Américas, oeste do Pacifico, Africa e leste do Mediterraneo (Figura
4), sendo anualmente responséavel por cerca de 390 milhdes de infec¢cdes humanas
no mundo, categorizando-o como um importante problema de saude publica, que
acarreta efeitos sociais e econdmicos substanciais (BHATT et al., 2013; GUZMAN,;
HARRIS, 2015).

Este cenario € reflexo da crescente expansdo do virus desde seu primeiro

isolamento em 1943 no Japdo. Para tanto um dos importantes contribuintes para esta
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realidade € a ampla distribuicdo dos seus vetores — mosquitos pertencentes ao género
Aedes (comumente Ae. aegypti e Ae. albopictus) — os quais mantém o virus na
natureza através de ciclo urbano e silvestre, por meio de infeccdo de humanos e
primatas ndo humanos, respectivamente (ROMANOS, 2008; MESSINA et al., 2014).

Figura 4 — Prevaléncia mundial de infec¢cdes pelo virus dengue

Prevaléncia de dengue
I Alta

=1 Madia

[] Baixa

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de GUZMAN e HARRIS (2015)

Somado a isto, a alta prevaléncia de infec¢des pelo virus dengue possivelmente
se da por este possuir quatro sorotipos (DENV 1-4), os quais possuem em torno de
60% a 75% de identidade a nivel de aminoacido, fato que Ihes confere distincbes
filogenéticas e antigénicas (OHAINLE et al., 2011; GUZMAN; HARRIS, 2015). Devido
a isto, ao desenvolver a doenca, o sistema imunolégico humano produz anticorpos
capazes de conferir protecdo duradoura apenas contra o sorotipo causador daquela
infeccdo, o que deixa o individuo suscetivel a infec¢cdes subsequentes aos demais
sorotipos (BURKE; MONATH, 2001; GUZMAN; HARRIS, 2015).

Além disso, para cada sorotipo € intrinseco a distingdo de 3% entre 0s seus
aminoécidos e de 6% entre nucleotideos, o que filogeneticamente os agrupam por
genotipos. Esta variabilidade génica esta relacionada tanto a localidade de ocorréncia
(Tabela 2), quanto a capacidade infectante de cada sorotipo, sendo uma ferramenta
importante para determinar a origem e a propagacao de epidemias de dengue no
mundo (MESSINA et al., 2014; GUZMAN; HARRIS, 2015).
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Tabela 2 — Gendtipos dos sorotipos do virus dengue e seus respectivos locais
circulacéo
SOROTIPO GENOTIPO LOCALIZACAO
Genétipo | Sudeste da Asia, China e Leste da Africa
Gendtipo |l Tailandia
DENV-1 Genodtipo lll Malésia
Genotipo IV Sul do Pacifico
Genétipo V América e Africa
Asiatico | Tailandia e Malasia
Asiatico Il Filipinas, Taiwan, Vietnd, China e Sri Lanka
Americano/ Asidtico | China, Tailandia, Vietna, Brasil, Venezuela e Caribe
DENV-2 Americano Peru, Venezuela, Caribe e Sul do Pacifico
. india, sudeste da Asia, Africa, Oriente Médio e
Cosmopolita -
Austrélia
Silvestre Africa e Asia
Gendtipo | Indonésia, Malasia, Singapura, Filipinas e sul do
Pacifico
Gendtipo Tailandia, Camboja, China e Myanmar
DENV-3 Genétipo Il Sudeste da Asia, América Central e do Sul, Africa e
Oriente Médio
Gendtipo IV Porto Rico
Gendtipo V Filipinas (estirpe mais antiga isolada em 1956)
Gendtipo | Filipinas, Tailandia, Sri Lanka e Japéo
Gendtipo Il Indonésia, sul do Pacifico e América Latina
DENV-4 - -
Genatipo lll Tailandia
Silvestre Maléasia

de

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de TWIDDY et al. (2002), MENDEZ et al. (2010), LUO et al. (2012),

PINHO et al. (2015).

2.1.1.1 Resposta Imunoldgica

Diante do cenério mundial (Figura 5), a preocupacdo maior gira em torno do

risco de evolucdo para manifestacbes graves da doenca em casos de infeccao

7

secundaria. Este efeito € conhecido como Imunoamplificacdo Dependente de

Anticorpo (Antibody-dependent enhancement ou ADE), onde as células de memodria,

decorrentes da infeccdo prévia por outro sorotipo, sintetizam anticorpos né&o

neutralizantes durante uma infeccdo secundéria. Estes, formam imunocomplexos que

sado fagocitados por mondcitos/macréfagos aumentando assim a taxa de infeccéo

destas células, e consequentemente as respostas inflamatorias exacerbadas e
deletérias ao individuo (ROMANOS, 2008; SIERRA et al., 2012).
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Figura 5 —Mapa mundial de co-circulacéo dos sorotipos do virus dengue no periodo de

2000 a 2013, indicando o ultimo sorotipo recentemente isolado
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Fonte: Autora (2016) — Adaptado de MESSINA et al. (2014)

Estas respostas exacerbadas sdo consequéncia da expressao de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, IFN-B, IFN-y IL-6, IL-8, IL-17A) e anti-inflamatorias (IL-10), as
guais estdo associadas a regulacdo da permeabilidade vascular e disfuncéo
plaguetaria, fato que contribui para o extravasamento de plasma e de moléculas
intravasculares  (IANI et al., 2016; INYOO; SUTTITHEPTUMRONG;
PATTANAKITSAKUL, 2016; OLIVEIRA et al., 2016; KUCZERA et al., 2016).

Ainda, estas também regulam o tipo de resposta imunoldgica que os linfocitos
T auxiliares (células T CD4+) terdo frente a infeccdo pelo DENV, podendo esta ser
perfil. Thl ou Th2. O primeiro é ativado diante de quadro inflamatoério, de
hipersensibilidade, ou leséo tecidual provocada por infeccdes e doencgas autoimunes,
e estd comumente relacionado com a recuperacdo do organismo durante uma
infeccdo. JA o segundo perfil, esta associado com o estimulo de produgdo de
anticorpos de memoria pelos linfocitos B, e em geral, conduz a uma resposta
exacerbada a infeccdo com consequente quadro patologico grave (CHATURVEDI et
al., 2000; CHATURVEDI, 2009; LEE et al., 2013). Assim, o perfil Th2 é comumente
observado em casos graves de dengue, e o0 Thl, por sua vez, em infecgbes agudas

provocadas pelo virus dengue (Figura 6).

22



Figura 6 — Inducédo de cascata de citocinas em infec¢cdes pelo DENV
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Legenda: DENV replica em macréfagos e é apresentado para o recrutamento de células T CD4*, as
quais produzem hCF (Human Cytotoxic Factor). O hCF induz uma cascata de citocinas que podem
provocar uma resposta do tipo Thl, associada a forma branda de dengue, a DF, ou uma resposta do
tipo Th2, a qual acarreta o desenvolvimento de fatores de severidade associados a DHF. hCF — fator
citotéxico humano; DF — Febre do Dengue; DHF — Febre Hemorragica do Dengue. Seta continua fina

—inducao positiva, seta continua grossa — efeito nocivo; seta pontilhada — inibi¢ao.
Fonte: Autora (2016) — Adaptado de CHATURVEDI et al. (2000).

2.1.1.2 Dengue no Brasil

O primeiro caso de epidemia provocada pelo DENV no Brasil foi reportado em
1845, no Rio de Janeiro, seguido de novos relatos em outras localidades até 1923
(PINHEIRO; NELSON, 1997; SCHNEIDER; DROLL, 2001). Apoés este periodo, ndo
houve relatos de novas epidemias no pais devido a implementacdo do programa de
erradicacao do Ae. aegypti, também vetor do virus da febre amarela, que provocava
grave epidemia naquela época. Esta acao foi realizada também por outros paises da
América do Sul (Bolivia, Coldmbia, Equador, Paraguai e Peru) e em 1947 a
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) aprovou o plano continental da
erradicacao do Ae. aegypti, utilizando como base as acdes ja desenvolvidas pelos
paises citados (PAHO, 1947; DICK et al., 2012; MESSINA et al., 2014; FARES, et al.,
2015).
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Dessa maneira, ndo s6 o Brasil, mas todo o continente americano passou
longos anos sem circulacdo do Ae. aegypti , conseguentemente sem casos de
dengue, contudo apés o sucesso do plano, as medidas de erradicacéo foram sendo
negligenciadas e na década de 60 o mosquito foi reintroduzido no continente (DICK
et al.,, 2012). Assim, em 1981, no estado de Roraima, foram referidas infeccoes
ocasionadas pelos sorotipos 1 e 4 de dengue e desde entdo vem ocorrendo novos
casos da doenca além da introducéo dos demais sorotipos no pais (Figura 7) (OSANAI
et al., 1983; FARES, et al., 2015).

Figura 7 — Locais das primeiras ocorréncias de infec¢cdo por diferentes sorotipos de

dengue no Brasil

1845 - Rio de Janeiro 1981 - Roraima 1990 - Rio de Janeiro
Ano histérico de ocorréncia DENV-1 e DENV-4 DENV-2

de dengue

2010 - Roraima
2000 - Ri i
9 SE?\JGV‘-?"Q g DENV-4 (reemergente)

[ Estado onde o sorotipo de dengue foi primeiramente identificado

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de FARES et al. (2015)

Assim, a dengue se tornou endémica no Brasil com casos reportados
anualmente. Em 2015, foram registrados 1.649.008 casos provaveis de dengue no
pais, sendo a regido Sudeste responsavel pelo maior numero (1.026.226 casos;
62,2%), seguida da regido Nordeste (311.519 casos; 18,9%) (BRASIL, 2016a). Dentre
os estados que compdem a regido Nordeste esta Alagoas, o qual notifica casos desde

a implementacdo do Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo (SINAN), em
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1999 e que, no geral, apresenta incidéncia de infec¢cdes acima da média nacional

(Figura 8). Entretanto, ndo ha dados cientificos sobre a doenca no Estado.

Figura 8 — Incidéncia de casos provaveis de dengue em Alagoas em comparagdo com

a média nacional, no periodo de 2000 a 2014
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Fonte: Autora (2016) — Adaptado de BRASIL (2015).

2.1.1.3 Manejo clinico de infecces por dengue no Brasil

No ano de 2016, o Ministério da Saude brasileiro com apoio técnico da
Organizacédo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial da Saude (OPAS/OMS),
lancou a 52 edi¢cao do protocolo para manejo clinico dos pacientes com dengue, o qual
inclui o diagnéstico diferencial entre as novas arboviroses, chikungunya e zika,
introduzidas no pais nos ultimos anos e também enfatiza a nova classificacdo de
dengue da OMS, a qual coloca em desuso os termos “dengue classica” e “dengue
hemorragica” devido ao novo perfil clinico e epidemiolégico da doenca (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2012). Esta vem sendo utilizada pelo Brasil desde 2014 e
define dengue como uma doencga Unica, dindmica e sistémica, ou seja, pode evoluir
para a remissdo dos sintomas ou agravar-se exigindo constante reavaliacdo e
observacédo, permitindo intervencdes eficazes de forma a evitar mortes (BRASIL,
2016Db).

Dessa forma, as infeccBes sintomaticas causadas pelo virus dengue sao
subdivididas em trés fases clinicas: febril, critica e de recuperacao (Figura 9). A fase

febril, como o nome ja remete, € marcada pela febre — geralmente alta (39°C a 40°C)
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— de inicio abrupto com duracdo de dois a sete dias, associada a outros sintomas,
sendo estes: cefaleia, adinamia, mialgia, artralgia e dor retroorbitaria. Por sua vez, a
fase critica € marcada pela desfervescéncia da febre, em geral entre o terceiro e o
sétimo dia do inicio da doenc¢a, acompanhada do surgimento dos sinais de alarme
(Figura 10). Ja na fase de recuperacao, o individuo apresenta melhora clinica gradual
e para 0s que passaram pela fase critica, havera reabsorcdo gradual do conteudo
extravasado de liquidos (BRASIL, 2016b).

Figura 9 — Evolucao clinica e laboratorial da dengue

Dias de doenga 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temperatura 402

Choque Reabsor¢ao
Desidratacao Sobrecarga de
Potenciais problemas clinicos Sangramento fluidos

Comprometimento de 6rgaos

Plaquetas

Mudangas laboratoriais

Hematdcrito .

Evolucao da dengue Febril ' Critica ' Fase de recuperacao

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de BRASIL (2016b).

Figura 10 — Quadro listando as manifestac@es clinicas consideradas de alarme para as

infeccbes com o virus dengue

Sinais de alarme na dengue

* Dor abdominal intensa (referida ou a palpagao) e continua.

= Vomitos persistentes.

= Acumulo de liquidos (ascite, derrame pleural, derrame pericardico).
* Hipotensao postural e/ou lipotimia.

* Hepatomegalia maior do que 2 cm abaixo do rebordo costal.

= Sangramento de mucosa.

= Letargia e/ou irritabilidade.

= Aumento progressivo do hematécrito.

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de BRASIL (2016b).
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Para o acompanhamento dessas infec¢des, 0s pacientes sao categorizados em
grupos de risco de acordo com suas manifestacdes clinicas e achados laboratoriais
(Figura 11) (BRASIL, 2016b). Dessa forma, o servico de saude almeja dar celeridade
ao acolhimento do paciente e ser capaz de distinguir aqueles com necessidade de

tratamento prioritario (casos com sinais de alarme e graves), a fim de evitar ébitos.

Figura 11 - Fluxograma para classificacdo de risco de dengue

Suspeita de Dengue

Relato de febre, usualmente entre dois e sete dias de duragio, e duas ou mais das segui mani Ses: ndusea, vémi
mialgias, artralgia; cefaleia, dor retro-orbital; petéquias; prova do lago positiva; leucopenia. Tambem pode ser considerado caso suspeito
toda crianga com quadro febril agudo, usualmente entre dois e sete dias de duracio, e sem foco de infecgdo aparente.

= Notificar todo caso suspeito de dengue

I Tem sinal de alarme ou de gravidade? I

I

NAO SIM

Pesquisar sangramento espontaneo de pele ou induzido (prova Grupo C Grupo D
do laco, condicdo clinica especial, risco social ou comorbidades) Sinais de alarme presente e Dengue grave

sinais de gravidade ausentes
* Extravasamento grave de plasma,

* Dor abdominal intensa (referida ou levando ao choque evidenciado por
4 palpagio) e continua. taquicardia; extremidades distais frias;
* Vémitos persistentes. pulso fraco e filiforme; enchimento capilar
« Aciimulo de liquidos (ascite, derrame lento (>2 segundos); pressio ﬂ"tﬁﬁfd_
Dengue sem sinais de alarme, sem Dengue sem sinais de alarme, com pleural, derrame pericirdico). convergente (< 20 mm Heg); taquipneia;
condigio especial, sem risco social condigio especial, ou com risco « Hipotensio postural e/ou lipotimia. oliguria (< 1.5 ml/kg/h); hipotensao
& sem comorbidades social e com comorbidades * Hepatomegalia maior do que 2 cm arterial (fase tardia do choque); cifmse
abaixo do rebordo costal. (fase tardia do choque); acumulagio de
+ Sangramento de mucosa. liquidos com insuficiéncia respiratoria.
* Letargia e/ou irritabilidade. * Sangramento grave.
* Aumento progressivo do hematocrito. + Comprometimento grave de orgios.
h 4 ¥ Y

Iniciar hidratacdo dos pacientes de imediato de acordo com a classificacdo, enquanto aguarda exames laboratoriais.
Hidratacdo oral para pacientes do grupo A e B. Hidratacio venosa para pacientes dos grupos C e D.

Acompanhamento Acompanhamento Acompanhamento
Aml'::mml Em leito de observagio até resultado Em leito de internagio EAtlﬂmP;:hame_ntq
de exames e reavaliagio clinica até estabilizagio tlle ) o e

Condicdes clinicas especiais e/ou risco social ou comorbidades: lactentes (< 2 anos), gestantes,adultos com idade > 65 anos, com hipertensio arterial
ou outras doengas cardiovasculares, diabetes mellitus, Dpoc, doengas hematologicas crénicas (principalmente anemia falciforme), doenga renal crénica,
doenga dcido péptica e doencas autoimunes. Estes pacientes podem apresentar evolugio desfavordvel e devem ter acompanhamento diferenciado.

Fonte: BRASIL (2016b).
2.1.2 Virus da Encefalite de Saint Louis

O virus da Encefalite de Saint Louis (SLEV) é considerado endémico nas
Américas, com casos diagnosticados desde o Canada até a Argentina
(VASCONCELOS et. al, 1998). Seu ciclo viral € enzootico (silvestre), o qual € mantido
pelas aves silvestres (e.g. pardais — Passer domesticus) e pelos mosquitos
pertencentes ao género Culex (REISEN, 2003). Entretanto hé relatos de infec¢cdes em

outros animais silvestres e de criacdo (e.g. morcegos, marsupiais, cavalos) e em
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humanos, mas essas sdo consideradas acidentais (ROSA et. al, 2013; DIAZ et. al,
2015).

O primeiro caso reportado de infeccdo humana pelo virus foi em 1933, em Saint
Louis (origem do nome), Missouri, EUA (REISEN, 2003). Desde entdo nas Américas,
surtos de estado febril leve até graves encefalites vem sendo associados a esse virus,
com Obito em 5% a 20% dos casos (MAIA et. al, 2014).

No Brasil, o primeiro caso de doenca induzida por SLEV em seres humanos,
ocorreu em Belém-PA em 1978 (PINHEIRO et. al, 1981). Anos depois em 2004, por
meio de RT-PCR, foi identificado o primeiro caso no estado de S&o Paulo (ROCCO
et. al, 2004). Dois anos depois, no mesmo estado, em Sao José do Rio Preto, foram
relatados 6 casos de SLEV durante um surto de dengue causado pelo sorotipo 3, fato
gue provavelmente contribuiu para a observagao do primeiro caso de co-infeccao no
Brasil de SLEV e dengue tipo 3 (MONDINI et. al, 2007a; MONDINI et. al, 2007b). Ainda
em Sao Paulo, na cidade de Ribeirdo Preto, em 2008 foi reportado outro caso de
infecgéo por SLEV (MAIA et. al, 2014). E mais recentemente, em Cuiaba (MT), durante
o surto provocado por DENV-4 no periodo de 2011-2012, foram reportados dois casos
de co-infecgdo com SLEV, sendo um de tripla co-infeccdo com DENV-1. Na mesma
regido, em 2013, foi detectado o genoma do virus em pool de mosquitos Culex spp
(HEINEN et al, 2015).

Vale mencionar que todos o0s casos identificados por SLEV foram
diagnosticados clinicamente como dengue, devido a similaridade dos sintomas
induzidos por estes virus. Contudo, ressalta-se que o SLEV tem tropismo pelo sistema
nervoso e recentemente Diaz e colaboradores (2015) identificaram sitios de mutacéo
correlacionados com a patogenicidade e a viremia do virus, os quais interferem na
infectividade deste em aves e facilitam o processo de invasdo do sistema neurolégico

em ratos.
2.1.3 Virus llhéus

O virus lIhéus (ILHV) foi descrito pela primeira vez em 1944, quando foi isolado
de mosquitos pertencentes ao género Aedes e Psorophora, durante investigacéo

epidemioldgica de casos de febre amarela na cidade de Ilhéus (BA), no Brasil
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(LAEMMERT; HUGHES, 1947). Estes juntamente com as aves compdem o ciclo
enzodtico que mantem o virus na natureza. Entretanto, pesquisas tem apontado
outros possiveis colaboradores deste ciclo, como mosquitos pertencentes aos
géneros Culex, Sabethes, Haemagogus e Trichoprosopon e hospedeiros mamiferos
(roedores, cavalos e macacos) (KARABATSOS, 1985; PEREIRA et al., 2001; SHOPE,
2003; JOHNSON et al., 2007; PAUVOLID-CORREA et al., 2011).

A respeito de infec¢cdes em seres humanos, estas sdo reportadas em paises
da América Latina, porém sem relatos de epidemias (VENEGAS et al., 2012). As
manifestacdes clinicas vao desde quadro febril agudo, até disfun¢cées neurolbgicas e
cardiacas, mas felizmente até no momento, ndo ha descricdo de sequelas ou mortes
provocadas por este virus (VENEGAS et al., 2012).

No Brasil o relato mais recente foi a confirmagdo de circulacdo do virus na
regido do Pantanal, Mato Grosso do Sul, por meio de isolamento do virus de
mosquitos do género Aedes e deteccdo de anticorpos em cavalos (PAUVOLID-
CORREA et al., 2011; PAUVOLID-CORREA et al., 2013).

2.1.4 Virus Rocio

O virus Rocio (ROCV) foi isolado em 1975 no Brasil, durante uma grave
epidemia de encefalite em habitantes da regido do vale Ribeira (SP), a qual perdurou
de 1973 a 1980 (TIRIBA et al. 1976; LOPES et al. 1978; HENRIQUES, 2009). Acredita-
se que este virus tenha um ciclo silvestre mantido por mosquitos do género Aedes,
Psorophora e Culex, sendo os passaros o seu reservatorio natural, contudo anticorpos
para o virus ja foram encontrados também em mamiferos (roedores, marsupiais e
cavalos) (IVERSSON, 1980; CARDOSO; NAVARRO, 2007; BARROS, et al. 2011,
FIGUEIREDO, 2014; SILVA et al., 2014).

Dentre os possiveis reservatorios, recentemente foi descrito pela primeira vez
a presenca de anticorpos para ROCV em equinos de criadouros pertencentes a
estados da regido nordeste (Paraiba), centro-oeste (Mato Grosso do Sul), e Sudeste
(Séo Paulo, Rio de Janeiro) do Brasil, fato que categoriza estes locais como potenciais
para ocorréncia de surtos por este virus (FIGUEIREDO, 2014; SILVA et al., 2014).
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A respeito dos sintomas, as infec¢des por ROCV apresentam manifestacdes
clinicas similares a de outros Flavivirus, como febre aguda, dor de cabeca, anorexia,
nauseas, vomitos e mialgia, o que facilita erro de diagndstico apenas pela clinica,
como descrito em moradores do estado da Bahia, que clinicamente foram notificados
como suspeita de dengue, mas possuiam anticorpos de infec¢do recente para ROCV
(STRAATMANN, et al., 1997).

Além disso, este virus possui tropismo pelo sistema nervoso, o qual, apés a
fase aguda pode desencadear sinais de encefalite, incluindo confuséo, disturbios de
reflexo, comprometimento motor, irritacdo meningea e sindrome cerebelar (BARROS,
et al. 2011; CHAVEZ et al, 2013). Manifestacdes estas, observadas durante um surto
no Brasil na década de 70, que em alguns individuos provocaram sequelas graves,
dentre estas: comprometimento visual, olfativo e de memodria, além de perturbacbes
auditivas e falta de coordenacédo motora, e apresentou uma taxa de letalidade de 10%
(IVERSSON, 1980; BARROS, et al. 2011). No entanto, felizmente, apos este episddio

ndo houve mais relatos de encefalite com tal nivel de gravidade.
2.2 Orthobunyavirus

A familia Bunyaviridae atualmente é composta por 350 espécies de virus
distribuidos entre cinco géneros: Orthobunyavirus, Phlebovirus, Nairovirus, Hantavirus
e Tospovirus (EIFAN et al, 2013; ELLIOTT, 2014). Desses, apenas 0 género
Orthobunyavirus engloba 170 espécies de virus, os quais compartiham com os
demais integrantes da familia Bunyaviridae o capsideo envelopado esférico (Figura
12A), com aproximadamente 100nm de diametro (CARDOSO et al., 2015).

Além disso, estes virus possuem RNA de fita simples, com senso negativo,
envolto por um nucleocapsideo helicoidal, subdividido em 3 segmentos, denominados
de grande (L- large), médio (M — medium) e pequeno (S — small) (Figura 12A), sendo
este Ultimo o mais conservado no género Orthobunyavirus, o que justifica o seu amplo
uso na reconstrucao filogenética e confirmacéo de isolamento para alguns de seus
representantes, como o virus Oropouche (OROV) (SAEED et al., 2000; NUNES et al.,
2005; VASCONCELOS et al., 2011; HANG et al., 2014). Ainda, vale mencionar que
cada segmento codifica proteinas distintas, sendo a RNA polimerase dependente de

RNA (RdRp) codificada pelo segmento L; o precursor das glicoproteinas de superficie
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(Gn e Gc) e a proteina nao estrutural NSm pelo segmento M; e a proteina N do
nucleocapsideo junto com uma pequena proteina ndo estrutural NSs, pelo segmento
S (Figura 12B) (VASCONCELOS et al., 2009; EIFAN et al, 2013).

Figura 12 - Representacdo esquematica da morfologia (A) e genoma (B) dos

representantes do género Orthobunyavirus

A B
RdRp N Gne Gc |I|
N —
S r—
Gn/NSm/Gc > | L

v

RdRp

Legenda: Virion pertencente ao género Orthobunyavirus com suas proteinas de superficie (Gn e Gc) e
genoma segmentado encapsulado pela proteina N (A). Pode-se observar também o produto que cada
segmento do genoma gera, apds transcricdo (B). L — segmento grande; M — médio; S — pequeno; RdRp
— RNA polimerase dependente de RNA; NSs — proteina ndo-estrutural do fragmento S; NSm — proteina

nao-estrutural do fragmento M.

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de EIFAN, et al. (2013)

2.2.1 Virus Oropouche

O virus Oropouche (OROV) foi isolado pela primeira vez em Trindade e
Tobago, no ano de 1955, a partir de soro de paciente e pool de mosquitos
Coquillettidia venezuelensis (ANDERSON et al, 1961). ApoOs este episédio, varios
surtos foram reportados ndo s6 em Trindade e Tobago, mas também no Peru, Panama
e Brasil (PINHEIRO et al., 1981). Para este ultimo, foi reportado o primeiro isolamento
do virus em 1960, do sangue de preguicas e pool de mosquitos da espécie Aedes
(Oclerotatus) serratus, capturados durante a constru¢cdo da rodovia Belém-Brasilia
(PINHEIRO et al., 1962). Recentemente, houve o primeiro relato de isolamento de
OROQV de pacientes e mosquitos Culex quinquefasciatus no Estado de Mato Grosso
(CARDOSO et al., 2015).
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O ciclo silvestre desse virus € mantido por meio de passaros, preguicas e
primatas como reservatorio e incluindo como vetores, além do Aedes (Oclerotatus)
serratus ja citado, os mosquitos Coquillettidia venezuelensis e do género Culicoides
(FIGUEIREDO, 1999). Quando acidentalmente humanos sao infectados, estes
desenvolvem manifestacdes clinicas similares as relatadas em outras infecc¢des virais,
como febre, dor de cabeca, artralgia, mialgia, podendo ser acompanhada de
exantema, e em casos raros e mais graves meningoencefalite (BASTOS et al., 2012).
Estas manifestacfes mais graves, foram também observadas em experimentos com
hamster, além de hepatite, acompanhados de letargia, tremores, dificuldade na
deambulacéo com tropeco frequente, sugestivo de ataxia, e, ocasionalmente, paralisia

dos membros traseiros e perda de peso (RODRIGUES et al., 2011).

Figura 13 — Disperséao geografica dos genétipos do virus Oropouche na Américado Sul,

baseado em dados do gene N, no periodo de 1995 a 2009

sTrindade e Tobago

Venezuela Guiana

Suriname
Guiana Francesa

Colombia

Equador

Bolivia

Legenda: a regido amarela representa a de distribuicdo do OROV no Brasil; as setas correspondem a
dispersao dos gendtipos, sendo a vermelha para o genotipo |, a azul para o gendtipo Il e a verde para

0 genotipo lll; o ponto preto ilustra a ocorréncia do genétipo IV.

Fonte: Autora (2016) — Adaptado de VASCONCELOS, et al. (2011)
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Referente a variabilidade genética, de acordo com as sequéncias pertencentes
ao segmento S, codificadora da proteina N, depositadas no GenBank, foram
distinguidos 4 gendtipos de OROV. O genotipo | inclui estirpes brasileiras isoladas nos
estados do Acre, Amazonas, Maranhao, Tocantins e Para, e estirpes de Trindade e
Tobago. O gendtipo Il inclui cepas isoladas durante surtos no Brasil (Amapa, Para e
Rondénia) e Peru. O genotipo 1l é formado por estirpes isoladas no Brasil (Acre, Minas
Gerais e Rondb6nia) e Panama e o genotipo IV inclui estirpes brasileiras isolada no
estado do Amazonas (VASCONCELOS et al., 2011) (Figura 13).

Dessa maneira, o Brasil apresenta a circulacéo de 4 genadtipos do virus OROV,
fato que evidencia a suscetibilidade de dispersédo desse virus no pais e possibilidade

de ocorréncia de novos surtos.
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3 OBJETIVO
3.1 Geral

Estudar aspectos epidemiolégicos e imunologicos das arboviroses circulantes
em Alagoas, por meio da deteccao molecular de genomas virais e caracterizagéo do

perfil epidemiologico dos individuos acometidos.
3.2 Especificos

*Coletar amostras sanguineas e dados epidemioldgicos de individuos com

guadro febril agudo, atendidos no Hospital Escola Dr. Hélvio Auto;

*Averiguar a presenca dos genomas virais de DENV (DEN-1, DEN-2, DEN-3,
DEN-4), SLEV, ROCV, ILHV e OROQV nas amostras séricas e de liquor obtidas dos

individuos incluidos no estudo;
«Caracterizar o perfil demogréfico, clinico e laboratorial das infec¢des;

eldentificar marcadores imunoldgicos para ocorréncia de infeccdes graves

causadas pelos arbovirus estudados.
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4 MATERIAIS E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFAL, sob
protocolo n°® 19172913.3.0000.5013.

4.1 Pacientes, Amostras e Dados Epidemioldgicos

No presente estudo foram incluidos 230 pacientes oriundos do pronto
atendimento e enfermaria do Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA), cujos
atendimentos ocorreram entre outubro de 2013 e junho de 2014 e resultaram na coleta
de 205 amostras de soro e de 25 amostras de liquor. Para a inclusdo no estudo,
independente de sexo ou faixa etéria, foi utilizada a definicdo de caso suspeito de
dengue do Ministério da Saude, a qual engloba pessoas que vivem em area onde se
registram casos de dengue, ou que tenham viajado nos ultimos 14 dias para area com
ocorréncia de transmissdao de dengue (ou presenca de A. aegypti), apresentando
febre, usualmente entre 2 e 7 dias, e duas ou mais das seguintes manifestacoes:
nausea, vomitos, exantema, mialgias, artralgia, cefaleia, dor retroorbital, petéquias,
prova do laco positiva; leucopenia; além de criancas provenientes de (ou residente
em) area com transmissao de dengue, com quadro febril agudo, usualmente entre 2

e 7 dias, e sem foco de infecgédo aparente (BRASIL, 2016b).

Os voluntarios ou responsaveis pelos mesmos (no caso de menores de 18
anos) que se enquadraram nos critérios de inclusdo acima, autorizaram a participacao
na pesquisa por meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Os dados epidemioldgicos foram coletados, por meio de questionario (ANEXO
), preenchido durante entrevista aos voluntarios (ou responsaveis pelos mesmos) e

através de averiguacdo dos prontudrios.
4.2 Controles Virais

As cepas dos quatro sorotipos de DENV e dos virus SLEV, ROCV, ILHV e
OROV utilizadas como controles positivos neste trabalho (Tabela 3) foram gentilmente
doadas pelo Prof. Dr. Victor Hugo Aquino, do Laboratério de Virologia da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), da Universidade de Séo
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Paulo. As mesmas foram cultivadas in vitro em células C6/36 de Aedes albopictus ou
em células VERO E6 de Cercopithecus aethiops (rim de macaco verde africano) para
producdo de estoques virais no LAPEVI/ ICBS/ UFAL (Laboratério de Pesquisas em
Virologia e Imunologia). Os isolados virais foram recolhidos do sobrenadante celular
apos 7 dias de infeccdo, e as aliquotas foram divididas e estocadas em nitrogénio

liguido e em freezer -80°C.

Para a quantificacdo do titulo dos controles foi realizado o método das placas

de lise com células VERO EB6, estas em uma densidade de 2x10° células/mL.

Tabela 3 — Controles positivos utilizados no estudo e seus respectivos titulos virais

Titulo viral
Virus Cepa

(PFU/mL)
DENV-1 HAWAI 1X10°
DENV-2 NGC 3,7X10*
DENV-3 H87 2,5x10?
DENV-4 H241 4,4X10%
OROV BeAn1991 3,1X10°
SLEV BeH356964 2 X10°
ROCV SPH 3,1X10°
ILHEUS BeH7445 5x10°

Legenda: PFU — Plaque Forming Units

4.3 Deteccédo Molecular

Todas as amostras do presente estudo foram submetidas a deteccdo molecular
para os quatro sorotipos de DENV e os virus SLEV, ROCV, ILHV e OROV.

4.3.1 Iniciadores

Para a deteccdo de genoma viral de Oropouche foram utilizados os iniciadores
ORO N5 e ORO N3, que anelam na regido do segmento S (VASCONCELOS et. al,
2011) (Tabela 4). Por sua vez, para os representantes do género Flavivirus foram
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utilizados os iniciadores género-especifico FG1 e FG2 e iniciadores espécie-
especificos (Tabela 4) os quais se anelam na regido do gene NS5 (BRONZONI et al.,
2005).

Tabela 4 — Iniciadores utilizados no presente estudo

Amplicon

Iniciador (bb) Sequéncia (5'— 3') Referéncia
ORON5(+) oo  AAAGAGGATCCAATAATGTCAGAGTTCATTT ~VASCONCELOS
ORO N3 (-) GTGAATTCCACTATATGCCAATTCCGAATT  etal., 2011
FG1 (+) osg  TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT FULOP
FG2 () GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA et al., 1993
NDEN1 (-) 472+ CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC R
NDEN2 (-) 316  GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC aBIRgg'gé) NI et
NDEN3 (-) 659*  TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT ZR%IOZS NI et
NDEN4 (-) 222%  GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC SIR%%SO NI et
nSLE (-) 232*  ATTCTTCTCTCAATCTCCGT BRONEON! et
nILH () 474  TCCACCGCTGATCTGAGCCCGTGA ZR%%S NI et
nROC (-) 230+  TCACTCTTCAGCCTTTCG ZR%%S NI et

Legenda: pb: pares de base; (-): sentido anti-genémico; (+): sentido gendmico; *com iniciador FG1

4.3.2 RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada por meio de kits de extracdo comerciais
(NucleoSpin® RNA Virus, Macherey-Nagel; AxyPrep Body Fluid Viral DNA/RNA
Miniprep Kit, Axygen Biosciences; QlAamp® Viral RNA, Qiagen) seguindo as
especificacdes do fabricante, obtendo um volume final de 50ul. Antes do
armazenamento em freezer -80°C, parte do RNA extraido foi submetido a transcricédo
reversa (subitem 4.3.3) e a reacdo de One-Step RT-PCR para OROV (subitem 4.3.5).

4.3.3 Transcricdo Reversa (RT)

Para a transcricao reversa foi utilizado o protocolo adaptado de BRONZONI et
al. (2005), onde 8ul do RNA viral séo adicionados a uma mistura de reacéo contendo
1X de tamp&o 5X (250 mM Tris-HCI [pH 8.3], 375 mM KCI, 15 mM MgCI2), 7,5mM de
DTT, 0,2mM de dNTP, 0,3mM do iniciador FG2 (género-especifico para Flavivirus),
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20U de inibidor de RNAse (RNaseOUT, Invitrogen), 100U de transcriptase reversa
(SuperScript 111, Invitrogen), completando o volume final da reacdo para 20 ul com

agua ultrapura — DEPC. A mistura foi incubada por 60min a 50°C e 70°C por 15min.

4.3.4 PCR género-especifica para Flavivirus e Nested-Multiplex-PCR espécie-

especifica

A fim de detectar o genoma viral de SLEV, ILHV, ROCV e dos sorotipos de
DENV foram realizadas PCRs género-especifica e posteriormente Nested-Multiplex
espécie-especifica, conforme protocolo adaptado de BRONZONI et al. (2005). Para a
reacdo de PCR 8ul de cDNA foram adicionados em uma mistura contendo 5X de
tampdo 10X (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 2mM de MgClz, 0,2mM de
dNTP, 0,3mM de iniciador FG1, 1U de Tag DNA polimerase (Platinum Tag DNA
polymerase, Invitrogen), completando o volume final da reac&o para 50l com agua
ultrapura — DEPC. A mistura foi submetida a 30 ciclos de 94°C por 1 min, 53°C por 1
min e 72°C por 2 min, com um clico de extenséo final de 72°C por 2 min. Por sua vez,
para a reacao de nested foram realizadas duas multiplex, uma com os iniciadores para
identificar os sorotipos de DENV (nDEN-1, nDEN-2, nDEN-3 e nDEN-4) e outra com
os iniciadores para SLEV, ILHV e ROCV (nSLE, nILH e nROC). Para cada multiplex
foram utilizados 3ul de produto da primeira reacdo de PCR, 5X de tamp&o 10X (200
mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KCI), 2mM de MgClz, 0,2mM de dNTP, 0,3mM de
iniciador FG1, 0,3mM de cada iniciador espécie-especifico, 1U de Taq DNA
polimerase (Platinum Tag DNA polymerase, Invitrogen) completando o volume final
da reacédo para 50ul com agua ultrapura — DEPC. A mistura foi submetida a 25 ciclos
de 94°C por 1 min, 53°C por 1 min e 72°C por 2 min, com um clico de extensao final
de 72°C por 2 min.

4.3.5 One-Step RT-PCR para OROV

O ensaio para deteccédo de genoma viral de Oropouche seguiu os parametros
preconizados por Vasconcelos e colaboradores (2009), onde para um volume final de
50ul foram utilizados, 5ul de RNA, 5X de tampéo 10X (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500
mM KCI), 2,5mM de DTT, 2mM de MgClz, 0,2mM de dNTP, 0,3mM de cada iniciador
(ORO N5 e ORO NB3), 20U de inibidor de RNAse (RNaseOUT, Invitrogen), 100U de

transcriptase reversa SuperScript Il, Invitrogen), 1,25 U de Tag DNA polimerase
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(Platinum Tag DNA polymerase, Invitrogen) completando o volume final com agua
ultra pura — DEPC. A mistura foi incubada por 65min a 42°C, em seguida submetida a
35 ciclos de 90°C por 1 min, 60°C por 2 min e 72°C por 3min, finalizando com uma

etapa de extenséao final de 72°C por 5 min.
4.4 Sequenciamento e andalise filogenética

A purificagdo e sequenciamento das amostras foram realizados em parceria
com os laboratérios do Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto - USP (CPV-FMRP-USP) e de Virologia Molecular da FIOCRUZ do
Parand. Para tanto, foi utilizado parte do gene NS5 (958pb), amplificado na reacéo de

PCR género-especifica.

As sequencias disponiveis no GenBank utilizadas para a construcdo da arvore
foram selecionadas de acordo com os valores de query cover, e-valeu e ident gerados
apos blastn das amostras 151H e 628H (HALL, 2013).

A arvore foi estimada utilizando o algoritmo de maxima verossimilhanca (ML),
conforme implementado no software MEGAG6.06, com base no modelo evolutivo de
Tamura Nei (TN93) assumindo uma distribuicdo gamma (+G) e uma propor¢cédo de
sitios invariaveis (+l). Para a identificacdo das cepas foram utilizadas as seguintes

informagBes: niumero de acesso no GenBank_Sigla do pais_Ano.
4.5 Quantificacao de citocinas séricas

A determinacao dos niveis de citocinas pro-inflamatorias no soro de parte dos
individuos com RNA viral detectado, foi realizada em parceria com o laboratério de
Virologia Molecular da FIOCRUZ do Parana, onde foi utilizado o kit “Human
Inflammatory Cytokines” (BD Biosciences), 0 qual mensurou os niveis de interleucina-
8 (IL-8), interleucina-1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de
necrose tumoral (TNF), interleucina-12p70 (IL-12p70).

Para tanto, 50 L de soro com (n=46) e sem (n=10) RNA viral detectado (estes
doados por voluntérios saudaveis) foram previamente transferidos para placas de 96
pocos com fundo em U. A estas foram adicionados 50 pL de mistura de “beads” e

detector, fornecidos pelo kit, incubando-se por 3 horas a temperatura ambiente,
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protegidos da luz. Apds a incubacéao, foi adicionado aos pogos 100 pyL de “Wash
Buffer” (1X de solucdo salina tamponada com fosfato [PBS]) e foi realizada uma
centrifugacéo de 1500 x g por 2 min sendo o sobrenadante descartado. As “beads”
foram recuperadas com 200 L de “Wash Buffer” e a determinagao das concentracoes
das citocinas foram obtidas por meio do citbmetro de fluxo FACSCanto Il (BD
Biosciences). Os dados de citometria foram analisados no programa “FCAP Array,
v1.0.1, da Soft Flow Hungary Ltd.”, obtendo-se assim as concentra¢des das citocinas

em pg/mL.
4.6 Estatistica

Apenas os dados das amostras com RNA viral detectado foram submetidos a
analise estatistica e elaboracao dos gréficos utilizando o software GraphPad Prism 6.
Para analise de dados qualitativos foi utilizado o teste de Chi-quadrado. Por sua vez,
para analise dos dados quantitativos, como estes nao apresentaram distribuicédo
normal, para comparacao entre duas medianas foi utilizado o Teste t de Mann-Whitney
ja no caso de comparac0es foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. E quando o objetivo foi

a busca de correlagdes, utilizou-se o Teste de correlagédo de Spearman.
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5 RESULTADOS
5.1 Deteccao Molecular

Dos 230 individuos que tiveram suas amostras analisadas neste estudo, 85
(36,96%) tiveram RNA viral detectavel (Figura 14), sendo que entre as 205 amostras
de soro isso representou 41,46% das amostras. Nestas amostras, foi detectado RNA
viral apenas de DENV-4. Nao foram encontradas amostras positivas para SLEV, ILHV,
ROCV, OROV e nem para os demais sorotipos de DENV. Da mesma forma, entre as
25 amostras de liquor ndo houve deteccdo molecular de nenhum dos virus

averiguados no presente estudo.

Figura 14 — Eletroforese em gel de agarose de amplicons da Multiplex-Nested-PCR mostrando

amplicons de amostras DENV-4 positivas

Legenda: gel de agarose a 1,8%. 1 — marcador molecular (100pb); 2 a 5 — soro de pacientes; 6 —
controle positivo de DENV-4.

5.2 Analise filogenética

Quanto a genotipagem do DENV-4 encontrado no estudo, por meio do
sequenciamento do amplicon gerado na PCR género-especifica para Flavivirus
(958pb) da regiao NS5 do genoma viral de duas amostras positivas para DENV-4, foi
observado que estas se incorporam ao genotipo Il e que estéao fortemente agrupadas
(98,1%) com a estirpe isolada em Boa Vista, Roraima (JN559741) (Figura 15).
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Figura 15 - A andlise filogenética das sequéncias do gene NS5 de DENV-4
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A arvore filogenética foi construida pelo método de méxima verossimilhanga com um modelo de parametro TN93 + G + | usando software MEGA6.06. Os
nameros a direita dos nds representam valores de bootstrap (> 70, 1000 repeticdes). A arvore estava enraizada no meio e os comprimentos dos ramos nao
refletem as distancias genéticas. Rotulagem dos estipes: nimero de acesso GenBank_pais_ano de isolamento. CO: Colémbia; CL: Chile; CN: China; ID:
Indonésia; IN: india; KH: Cambodia; MY: Malasia; NC: New Caledonia; PH: As Filipinas; PK: Paquistdo; PR: Porto Rico; SG: Singapura; TH: Tailandia; VE:

Venezuela; WF: Wallis e Futuna.
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5.3 Aspectos epidemiologicos

Das amostras com diagndstico molecular positivo para dengue, 44 pertenciam
a individuos do género masculino e 41 do feminino (Figura 16), com média de 28,52
anos de idade (desvio-padrdao +12,14), sendo a grande maioria adultos (75,29%)
(Figura 17) seguindo a classificacdo de faixa etéria com base no Estatuto da Crianca
e do Adolescente e no Estatuto do Idoso (BRASIL, 1990; BRASIL, 2003).

Figura 16 — Proporgao por género dos individuos com RNA viral detectado
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Figura 17 — Proporc¢ao dos individuos com RNA viral detectado por faixa etaria
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Em relacdo ao local de habita¢do, observamos que estes 85 individuos estao distribuidos em 11 municipios alagoanos, sendo
a grande maioria (77,65%) residente na capital do Estado, Maceio (Figura 18A), com representantes em 31 dos 50 bairros que

compde a mesma (Figura 18B).

Figura 18 — Distribuicdo dos individuos com RNA viral detectado nos municipios do Estado de Alagoas (A) e nos bairros da capital,
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No que tange ao periodo da doencga, a partir do inicio da febre, em que estes
individuos com diagnadstico molecular positivo se apresentavam no momento da coleta
da amostra de soro, eles estavam em média com 3,78 dias de doenca (desvio-padréo
+1,45), havendo mais representantes com manifestacdes clinicas a 3 e a 4 dias
(Figura 19).

Figura 19 - Proporcdo dos individuos com RNA viral detectado por periodo com

manifestagdes clinicas até o dia da coleta de amostra
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Quanto ao espectro clinico e classificacéo de risco preconizados pelo Ministério
da Saude aos pacientes com dengue (BRASIL, 2016), levando em consideracéo
indicativos clinicos e laboratoriais, 68,24% destes pacientes se enquadram no Grupo
C de risco (Figura 20) — indicativo de caso de urgéncia, com necessidade de

atendimento rapido.

Figura 20 — Proporgdo dos individuos com RNA viral detectado por classificacdo de

risco para dengue
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Em relagdo aos sinais clinicos (Figura 21), foi observado que os sintomas

predominantes entre as pessoas com RNA viral detectado foram, febre (91,67%),

45



cefaleia (88,10%) e mialgia (79,76%). Outros sintomas geralmente associados com
infeccdes provocadas pelo virus da dengue como dor retroorbitaria e artralgia foram
relatados por 58,33% e 27,38% das pessoas, respectivamente. Ainda, este grupo era
composto por individuos que tiveram episodios de vomitos (51,19%) e que se
gueixaram de dor abdominal (26,51%), considerados estes como sinais de alarme em

infeccdes pelo virus dengue.

Figura 21 - Sinais clinicos dos individuos com RNA viral detectado
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Por sua vez, analisando resultados de exames laboratoriais foi visto que grande
parte das as pessoas com RNA viral detectado desenvolveram leucopenia (74,12%),
e menos da metade apresentaram plaquetopenia (37,65%) (Figura 22A) o que reflete
em uma média de contagem de plaquetas igual a 155.916,5/mm?3, estando a maioria
destes no 3° ou 4° dias e 4° ou 5° dias de manifestacao de sintomas, respectivamente
(Figura 22 B e C).

Outro fato interessante foi observar que este grupo teve apenas um caso de
hemoconcetracdo — estado clinico que indica provavel alteracdo de permeabilidade
capilar (extravasamento plasmatico) — sendo mais constante individuos apresentando
gueda de hematdcrito (17,65%) (Figura 22 A), estando a maioria no 3° ou 4° dias de

manifestacdo de sintomas (Figura 22 D).
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Figura 22 - Sinais laboratoriais dos individuos com RNA viral detectado (A) e

porcentagem de casos por dia de manifestacéo clinica (B, C e D)
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Ainda, analisando as células mensuradas no hemograma de acordo com o
guadro clinico dos pacientes, este subdividido em trés grupos: dengue sem sinais de
alarme (DSSA), dengue com sinais de alarme (DCSA) e dengue grave (DG), foi
observado que as medianas sao diferentes estatisticamente quando relacionadas a
contagem de plaguetas (Tabela 5), apresentando plaquetopenia 0s pacientes
classificados como dengue grave (Figura 23).

Tabela 5 — Mediana dos parametros laboratoriais por quadro clinico

DSSA DCSA DG

(n=31) (n=44) (n=10) P
Contagem de plaquetas 156.000 163.000 80.000 =>0,01*
Contagem de leucécitos 3.600 4.130 5.360 0,33
Contagem de neutrdéfilos imaturos 90,0 92,5 0,0 0,35
Contagem de neutréfilos maduros  2.041 2.408 2.209 0,60
Contagem de monécitos 337,2 224.,3 130,4 0,12
Contagem de linfécitos 1029 969,6 630 0,30

Legenda: DSSA — Dengue sem sinais de alarme; DCSA — Dengue com sinais de alarme; DG — Dengue

grave. * valores significativos segundo o teste Kruskal-Wallis — P < 0,05.
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Figura 23 — Contagem de plaquetas de individuos com RNA viral detectado, agrupados
de acordo com diagnéstico clinico
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Legenda:. Sdo mostrados os valores individuais e mediana de cada grupo. O nimero de
plaguetas/mm?3 do grupo DG mostraram menores em relacéo aos grupos DSSA (P<0,01) e DCSA (P<
0,0001), contudo entre estes ndo houve diferenca significativa (P=0,89). Para esta constatagdo foi
realizado o teste de Mann-Whitne.

Figura 24 — Frequéncia de individuos com altos niveis de TGO elou TGP e a

porcentagem de casos por dia de manifestacéo clinica (B, C e D)
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Neste grupo, ainda foi constatado niveis elevados de TGO e TGP entre 44,64%

dos 56 individuos com RNA viral detectado que tiveram solicitacdo de quantificacédo
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destas transaminases (Figura 24 A), o que indica uma possivel lesdo hepatica
provocada pelo virus dengue, estando a maioria destes na fase critica da doenca
(Figura 24 C).

Além disso, buscou-se averiguar existéncia de correlacdo entre as
manifestacdes clinicas e as laboratoriais, preconizadas como sinais de alarme em
infecgBes pelo virus dengue, havendo indicativo de forte correlagéo (p.0,0035) apenas

entre o relato de dor abdominal com o desenvolvimento de plaquetopenia (Figura 25).

Figura 25 — Associacao entre manifestacdo de dor abdominal com desenvolvimento de

plaguetopenia nos individuos com RNA viral detectado
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Legenda: abd — abdomianal. Sdo mostrados a propor¢do casos de plaquetopenia entre o grupo de
individuos que manifestam e ndo manifestam dor abdominal. Observou-se correlacao significativa entre

manifestacéo de dor abdominal com plaquetopenia (P<0,01) segundo teste de Chi-quadrado.

5.4 Citocinas

Dentre as 46 amostras que tiveram citocinas quantificadas quase 60% estao
enquadradas na classe de risco C (Figura 26) e apresentaram niveis elevados
significativos para IL-6, IL-8 e IL-10 (Figura 27). Diante disto, buscou-se averiguar
correlacdo entre os niveis dessas citocinas com o quadro clinico e manifestacoes

laboratoriais destes individuos.
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Figura 26 — Proporc¢do dos individuos com citocinas quantificadas por classificacédo de

risco para dengue
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Figura 27 — Niveis de citocinas pré-inflamatérias (pg/ml) em soro de voluntarios
saudaveis (CN) e pacientes com RNA viral detectado
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Legenda: CN — controle negativo; SP — soro de paciente. Sdo mostrados os valores individuais e
mediana de cada grupo, para cada citocina. Houve diferenca significativa entre os niveis de CN e SP
para IL-6 (P<0,01), IL-8 (P<0,01) e IL-10 (P<0,01). Para esta constatacao foi realizado o teste de Mann-
Whitney.

Para a andlise tomando como base o quadro clinico, os individuos foram
agrupados em trés grupos: dengue sem sinais de alarme (DSSA), dengue com sinais
de alarme (DCSA) e dengue grave (DG). Inicialmente foi observado diferenca

significativa entre os grupos apenas para niveis de IL-10, o qual estava mais elevado
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nos individuos com manifestacfes grave de dengue (Tabela 6). Realizando testes
posteriores, verificou-se que os niveis de IL-10 foram similares entre os grupos DSSA
e DCSA, havendo diferenca estatistica significativa apenas entre os niveis de IL-10

desses grupos com os niveis do grupo DG (Figura 28).

Tabela 6 — Niveis de IL-6, IL-8 e IL-10 por quadro clinico de dengue

N IL-6 IL-8 IL-10
Md P Md P Md P
Dengue sem sinais de alarme 15 0,40 8,32 1,76
Dengue com sinais de alarme 24 0,07 0,76 11,6 0,31 582 0,02*
Dengue grave 7 1,04 12,72 45,00

Legenda: Md — mediana. * valores significativos segundo o teste Kruskal-Wallis — P < 0,05.

Figura 28 — Niveis de IL-10 de individuos com RNA viral detectado, agrupados de acordo

com manifestagdes clinicas
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Legenda: Sdo mostrados os valores individuais e mediana de cada grupo. Os niveis de IL-10 do grupo
DG mostraram mais elevados em relagédo aos grupos DSSA (P=0,01) e DCSA (P=0,04), contudo entre
estes ndo houve diferenca significativa (P=0,1). Para esta constatacéo foi realizado o teste de Mann-

Whitney.

Quanto as manifestacdes laboratoriais foram constatadas correlacdo negativa
significativa entre os niveis de IL-6 com a contagem de linfocitos, entre os niveis de
IL-10 com a contagem de mondcitos e leucocitos, e ainda correlacdo negativa
significativa entre os niveis de IL-8 e IL-10 com a contagem de plaquetas (Tabela 7).
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Tabela 7 — Relacdo entre os niveis de IL-6, IL-8 e IL-10 com parametros laboratoriais

IL-6 IL-8 IL-10

r P r P r P
Contagem de plaquetas -0,05 0,73 -0,30 0,04* -0,40 <0,01*
Contagem de leucdcitos -0,04 0,77 -0,11 0,48 -0,37 0,01*
Contagem de neutréfilos imaturos 0,16 0,24 0,02 0,90 0,06 0,70
Contagem de neutréfilos maduros 0,23 0,12 -0,11 0,47 -0,21 0,16
Contagem de monécitos -0,17 0,27 -0,22 0,13 -0,45 <0,01*
Contagem de linfocitos -0,34 0,02* -0,01 0,94 -0,13 0,38

Legenda: Pardmetros comparados por meio do teste

significativos — P < 0,05.

de correlacdo de Spearman. * valores
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados no presente estudo, salvo o0s boletins do Ministério
da Saude, sdo os primeiros registros de informacdes epidemiolégicas sobre

arboviroses no Estado de Alagoas.

Neste trabalho, durante periodo de epidemia de dengue entre 2013-2014,
buscamos indicios de circulacdo de outros arbovirus (SLEV, ILHV, ROCV e OROV)
além do dengue, sabidamente endémico no estado desde 1986 (BARRETO;
TEIXEIRA, 2008). Obtivemos a deteccdo molecular apenas para o sorotipo 4 de
dengue, a qual é de extrema relevancia para o estado e para o Ministério da Saude,
pois em 2014 nédo havia registro do sorotipo circulante em Alagoas (BRASIL, 2015).
Vale ressaltar que apesar das analises epidemioldgicas terem sido realizadas apenas
nas amostras dos individuos com RNA viral detectado, estas servem como fomento

para levantamento de hipéteses e direcionamento de novos estudos.

Ja em relacdo a ndo deteccdo dos outros arbovirus pesquisados, deve-se
provavelmente pela baixa frequéncia de deteccdo molecular desses em humanos,
havendo por vezes, descricdes de um unico caso (ROCCO et al., 2005; JOHNSON et
al.,, 2007; MONDINI et al., 2007a; MONDINI et al., 2007b; TERZIAN et al., 2009;
VASCONCELOS, et al., 2009; TERZIAN et al., 2011; VENEGAS et al., 2012; MAIA et
al., 2014; CARDOSO et al., 2015; HEINEN et al., 2015). Diante disso, ndo se pode
descartar a circulacdo desses e nem de outros arbovirus em Alagoas, sendo indicado
além da busca por genoma viral em humanos, fazé-la em pool de mosquitos
previamente relatados como vetores, e realizar ainda busca por anticorpos
neutralizantes para o virus de interesse ndao s6 na populacdo, mas em animais ja
descritos como reservatérios (mamiferos e aves silvestres) bem como sentinelas
(equinos), como foi recentemente realizado para o virus SLEV e ROCV em alguns
estados do pais (SILVA et al., 2014).

Foi notdrio ainda, que apesar das amostras terem sido obtidas em um hospital
de referéncia no tratamento de doencgas infecto-contagiosas no estado, houve
predominancia de individuos residentes em Maceid, possivelmente por ser o
municipio onde esta situado o hospital, facilitando aos moradores da capital 0 acesso

ao mesmo. Além deste fator, o local de obtencdo das amostras provavelmente
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também interferiu na captacdo do perfil clinico dos pacientes, que em sua grande
maioria foram categorizados no Grupo C de risco. Isto, visto que o Hospital HEHA é o
local para onde sdo encaminhados os casos graves de dengue a partir de outras

unidades de saude da capital.

Ainda, com acesso ao Levantamento Rapido do indice de Infestacéo por Aedes
aegypti (LIRAa) do ano de 2014, concedido pelo coordenador dos agentes de endemia
de Maceio, observamos que 17 dos 31 bairros que neste estudo tiveram como
residentes individuos infectados pelo virus dengue, foram citados como locais de alto
risco para ocorréncia de epidemias. Para outros bairros também citados como locais
de alto risco, exemplo Centro, Pajucara e Jaragua, ndo tivemos casos confirmados,
provavelmente por serem regides utilizadas para lazer e trabalho sugerindo que os

individuos ao serem transeuntes nestes locais, foram infectados.

Em relacdo aos sinais clinicos, observamos que individuos com RNA viral
detectado relataram sintomas comuns a infec¢cdes provocadas pelo virus dengue,
porém quase metade manifestaram vomito e dor abdominal, sendo estes sinais
clinicos considerados como de alarme. Este foi um dos motivos para que a maioria
destes individuos fossem classificados no grupo C de risco e provavelmente isto
ocorreu por maior parte estar no terceiro ou quarto dia de infeccdo, periodo este
caracterizado como de transicao da fase febril para a critica, onde € comum surgir 0s

sinais de alarme para dengue (BRASIL, 2016b).

Por sua vez, observando as manifestacdes laboratoriais, grande parte (mais de
70%) dos individuos com RNA viral detectado desenvolveram leucopenia, com alta
contribuicdo de individuos no terceiro ou quarto dia de infeccao, possivelmente por

estes dias serem 0 que possuem mais representantes neste estudo.

Além disso, o interessante foi observar que menos da metade das pessoas
desenvolveram plaquetopenia, estando a média de contagem de plaquetas (~156
mil/mm?3), dentro da faixa de normalidade. Isto porque, em um estudo com pacientes
infectados por DENV-4, em periodo de viremia similar (média de 3,69 dias de doenca),
observou-se gue este induzia ndo s6 a apoptose de plaquetas como a fagocitose das
mesmas, o que refletiu no estabelecimento do quadro de plaquetopenia nos pacientes,

gue apresentaram, em média, 45.520/mm?3 de plaquetas (ALONZO et al., 2012).
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Somado a isto, a maioria dos pacientes estavam no periodo onde este sinal clinico é
comumente observado, o qual inicia a partir do terceiro dia de infeccéo, perdurando
até o fim da fase critica, no sexto dia (BRASIL, 2016b). Contudo, ao agrupar os
pacientes de acordo com o quadro clinico, aqueles que manifestavam a forma grave

da doenca apresentavam plaquetas mais baixas que os demais.

Isto, junto com a correlacgéo significativa entre a manifestacao de dor abdominal
e a contagem de plaquetas abaixo da normalidade, reforca que a manifestacdo de
plaguetopenia serve de critério para prognostico de gravidade da doenca e reafirma
dor abdominal como um sinal de alarme (BRASIL, 2016b), contribuindo assim com o

manejo clinico enquanto o paciente estiver no aguardo do resultado dos exames.

Ainda, neste grupo houve individuos com niveis baixos de hematdcrito, sendo
a maioria pessoas que estavam no terceiro dia de infeccdo, um achado contrario ao
esperado, que seria o0 acréscimo dos niveis, ou seja, desenvolvimento de
hemoconcentracdo (BRASIL, 2016b). Dessa maneira, vale investigar se a baixa de
hemataocrito € achado corriqueiro em individuos infectados em Alagoas ou em outros
estados, visto que usualmente nédo é inclusa como sinal de alarme de dengue apesar
de ser indicativo de hemorragias (BRASIL, 2016b).

Somado a isto, boa parte dos individuos com RNA viral detectado (44,64%)
tiveram elevacao nos niveis das transaminases TGO e TGP, o que consiste em uma
recente manifestacdo clinica relacionada as formas graves de dengue
(HABARAGAMUWA; DISSANAYAKA, 2014; GUZMAN; HARRIS, 2015), e que
acomete até 50% dos pacientes, podendo evoluir para comprometimento severo das
funcdes hepdaticas, caso o acréscimo da expressdo das aminotransferases esteja
aumentado 10 vezes (BRASIL, 2016b). Contudo, vale fazer mencéo de que apenas o
aumento de expressdo de TGO, como foi observado em grande parte dos individuos
desse grupo, ndo serve por si s6 como indicativo de dano hepatico, pois este também
esta associado a possiveis lesdes no coragdo, musculos, rim e cérebro (6rgdos que
também produzem esta enzima) e que geralmente 0s seus niveis se elevam com
frequéncia e proporcao maior que TGP, possivelmente pelo comprometimento que o

virus da dengue provoca nos musculos esqueléticos (MARIN et al., 2013).
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Observamos também, entre individuos com RNA viral detectado que tiveram
citocinas dosadas, niveis significativos de IL-6, IL-8 e IL-10 em relacdo aos controles
negativos, diferente dos niveis de IL-183, IL-12p70 e TNF que né&o sofreram alteracéo
em comparacgdo aos niveis dos individuos saudaveis. Diante do que ja foi publicado
no Brasil, nossos dados condizem com o observado em Minas Gerais, onde o
incremento das citocinas IL-6, IL-8 e IL-10 foram significativos em pacientes com
manifestacdes graves de dengue, relatando ainda que os individuos infectados pelo
DENV-3 produziram mais IL-10, do que os infectados pelos sorotipos 1 e 2 (IANI et al,
2016).

A respeito da IL-1B, estudos previamente comprovaram que pacientes
infectados pelo virus dengue ndo apresentam alteracfes no nivel dessa citocina
(HOBER et al., 1993; LAUR et al., 1998; CHATURVEDI et al., 2000). Por sua vez, ha
relatos que as citocinas IL-12p70 e TNF sao produzidas em resposta a infeccao pelo
virus dengue e possuem papel importante na resposta imune inata (CHATURVEDI et
al., 2000; PEREZ et al., 2004; YOU et al., 2010; BOONNAK et al, 2011, ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012).

Além disso, sabe-se que IL-6 é secretada por macréfagos e linfocitos em
resposta a lesfes ou infeccdes e 0 aumento significativo desta em pacientes com
dengue tém implicacdes na gravidade das infeccOes, desempenhando um papel
importante na producdo de anticorpos antiplaquetarios ou anti-endoteliais, 0 que
acarreta a perda de plasma e hemorragias (HEINRICH et al., 2003; RACHMAN,;
RINALDI, 2006; BUTTHEP et al, 2012). Entretanto, buscando relacdo entre esta
citocina e os parametros mensurados por hemograma foi observada correlacéo
negativa entre o numero de linfocitos e os niveis dessa citocina, nos levando a pensar

gue sua secrecao ocorreu por meio de outra fonte.

Quanto a IL-8, esta € produzida pelas células endoteliais e possui papel
importante no recrutamento e degranulagdo de neutrofilos, responsaveis pela
vasodilatacdo e a aumento da permeabilidade vascular em infec¢cdes pelo virus
dengue (JUFFRIE et al., 2000; HUANG et al., 2000; LEE et al., 2006). Devido a isto,
ela esta relacionada aos casos graves de dengue, pois em respostas exacerbadas a

infeccdo, seu papel de ativacdo de neutrofilos gera extravasamento plasmatico,
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comprovado pela correlagdo com a reducgao de plaqguetas, observada neste estudo e
por HUANG et al. (2000). Contudo, ndo observamos nenhuma correlacéo significativa

com os niveis de neutrofilos, tanto imaturos quanto maduros.

Por sua vez a IL-10, produzida por mondcitos, macrofagos e células T em
resposta de perfil Th2 (ROTHMAN, 2011; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012;
GUZMAN; HARRIS, 2015; ADIKARI et al., 2016), esta associada a casos graves de
dengue, por supostamente facilitar a replicagéo viral durante a resposta secundaria a
infeccdo pelo DENV (PEREZ et al., 2004). Por isto vem sendo indicada como um
biomarcador da gravidade de dengue (GREEN et. al., 1999). Isto nos remete a
hipétese de que os individuos do nosso estudo estéo respondendo a uma infec¢ao ao
DENV secundéria. Ainda observamos correlagdo negativa significativa com a
contagem de plaquetas, assim como MALAVIGE et al. (2004), e com a contagem de
leucécitos, bem como observado por MALAVIGE et al. (2013). Ainda houve correlacéao
negativa significativa entre os niveis de IL-10 com o numero de mondcitos, o que
possivelmente caracteriza um efeito de supressdo na replicacdo dessas células, fato

gue acarretaria em um déficit na resposta imunoldgica contra a infeccao viral.

Outra contribuicdo importante foi identificarmos o sorotipo de dengue que
circulou em 2014 em Alagoas, uma informac&o que nao estava disponivel nem para
0s orgaos de vigilancia epidemiolégicas do estado e municipio de Macei6. Este estudo
mostrou que o sorotipo DENV-4, circulante em Alagoas, pertente ao genotipo I, sendo
este, juntamente com o gendtipo |, os ja relatados como circulantes no Brasil (FARES
et al., 2015; PINHO et al., 2015). Somado a isto, devido ao forte agrupamento (98,1)
com a estirpe isolada em Boa Vista, Roraima (JN559741) no ano de 2010, onde
ocorreu a reemergéncia do DENV-4 no Brasil e a introducéo deste em Alagoas
(NUNES et al., 2012; FARES et al., 2015), podemos confirmar que a estirpe circulante

no estado foi a introduzida no pais em 2010 proveniente da Venezuela.
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7 CONCLUSAO

Diante do exposto, identificamos que o sorotipo de dengue circulante em
Alagoas em 2014 foi o 4, sendo este ultimo introduzido no Estado em 2010, na

reemergéncia do DENV-4 no Brasil.

Ainda, verificamos que os sintomas comumente relacionados a infeccdes
provocadas pelo virus dengue foram predominantes. Contudo houve manifestacdes
inesperadas, como decréscimo do nivel de hematécrito e plaguetopenia em menos da
metade dos casos, porém estes compostos por individuos com quadro clinico grave,

sugerindo particularidades clinicas aos individuos ou estirpe do presente estudo.

Foi constatado também a importancia da requisicdo da quantificacdo das
transaminases, TGO e TGP, pois mais da metade dos individuos que tiveram essas
enzimas quantificadas apresentaram aumento no nivel de expressdo de alguma ou
de ambas, o que confere risco a lesdo hepética ou em outros 6rgdos como coracéo,

musculos, rim e cérebro.

Além disso, foi possivel verificar que a queixa de dor abdominal possuiu forte
correlagdo com a manifestacdo de plaquetopenia, o que corrobora em este ser um
sinal de alarme para dengue e um possivel sintoma que indique alta chance de
ocorréncia de extravasamento plasmatico e/ou hemorragia. Somado a isto
identificamos altos niveis de IL-10 em individuos com dengue grave, o que confirma o
uso desta citocina como um biomarcador de gravidade da doenca e pode auxiliar na

conduta de tratamento adequado.

Apés o exposto fica claro que os dados aqui observados sdo de grande
importancia para os 6rgaos de vigilancia epidemiolégica de Alagoas visto, antes desta,
ndo havia pesquisa voltada ao virus dengue no estado. Contudo, faz-se necessario
mais estudos levando em consideracdo também os individuos com genoma viral ndo
detectado a fim de tracar um perfil clinico da populacédo de Alagoas e poder deixar a
par orgaos e profissionais de saude quanto as manifestacdes clinicas desenvolvidas

pelos casos notificados de dengue.
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APENSO

FICHA DE INVESTIGACAO PARA ARBOVIROSES e/ou MENINGOENCEFALITES - n° Lapevi

DADOS PESSOAIS DO PACIENTE

NOME: REGISTRO do
hospital:

DATA NASC: SEXO: OCUPACAO:

END:

BAIRRO MUNICIPIO:

TELEFONE: ( )TIM; ( )OI; ( )CLARO; ( )VIVO

l. INDAGACOES AO PACENTE
I.1. Data dos primeiros sintomas:

I. 2. Doencas pré-existentes:
() hipertenséo; ( ) diabetes; ( ) HIV+; ( ) Doenca de Chagas; ( ) leishmaniose; ()
esquistossomose; () outras (especificar)

I. 3. Viagem recente (no Ultimo més)? Onde?

I. 4. Vacinado para febre amarela? ano em que tomou a vacina
I. 5. H& outras pessoas na residéncia apresentando os mesmos sintomas? ( )Sim( )N&o
I. 6. Teve febre mais de uma vez neste ano? ( )Sim( )Nao

I. 7. Vocé jateve dengue? (  )sim( )nédo
1.7.1 Quantas vezes?

( )umavez( )trésvezes

(  )duasvezes( ) mais de duas vezes

I. 8. Ha quanto tempo foi o seu Ultimo caso de dengue?
( )nesteano( )h&a4anos

(  )ano passado( )hab5 anos

( )ha2anos( )hamaisdeb5 anos

( )ha3anos

I. 10. Antes de chegar aqui no hospital, vocé foi a quantas unidades de atendimento?
Quantas vezes em cada? Quais foram as unidades?

I. 11. Local da habitacdo: () rural urbano ()
I. 12. Ha depébsito de dgua na ou préximo a residéncia? ( )Sim( )Nao
I. 13. O imével possui area externa? ( )Sim( )N&o

I. 14. Na area externa possui:
( )jardim ( ) plantaemvaso ( )piscina ( ) reservatdrio com agua

I. 15. Perdeu dias de trabalho ou estudo por causa da doenca? () sim ( )n&o. Quantos dias?

Il. INDAGACOES CLINICAS
Il. 1. Sinais e sintomas:

( )cefaleia ( )febre ( )nduseas/vbmitos ( ) exantema
( )artralgia ( )astenia ( )diarreia
( )dor retro-orbitaria ( )dor abdominal ( )mialgia
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II. 1.1.sinais hemorragicos: ( ) sim ( ) ndo

II.1. 1. 1. Quais? ( ) petéquias ( ) hematémese ( ) melena ( ) epistaxe( ) gengivorragia (

equimoses

II. 2. AlteragBes neuroldgicas:

( )convulsao ( )rigidez de nuca () desorientacao
(' )kerning/brudzinski (' )abaulamento de fontanela () agitacado
( )coma ( )alteracdo do nivel de consciéncia ( ) letargia

Puncéo lombar para exame de liquor? (  )sim ( ) ndo

)

observacgoes:

II. 3. Exames complementares
(anotar os resultados dos exames complementares, como hemograma, enzimas hepaticas, etc.)

Tipo de exame Resultado Data
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