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Principais métodos de detecciio de viroses transmitidas por 4edes no Brasil

Thais de Miranda Grochocki !;
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Resumo

Os Arbovirus, que pertencem a familia dos flavivirus, sdo virus transmitidos por
artropodes e transmitem o virus para os seres humanos através da picada de artropodes
hematd6fagos. Dentre os principais, o que vem se destacando no Brasil e no mundo € o
Aedes aegypti, considerado nos dias atuais como o mais importante vetor de doencas que
tem a habilidade de se adaptar as condi¢des do meio ambiente nas areas urbanas. O Aedes
aegypti € o transmissor dos virus da febre amarela, dengue e chikungunya e o Aedes
stegomyia transmissor do zika virus. O controle do mosquito Aedes spp. e o diagndstico
de forma mais rapida possivel das doengas causadas ¢ essencial para o tratamento das
pessoas infectadas e a melhoria da Saude Publica no Brasil. Ensaios moleculares sdo
considerados rapidos e sensitivos para o diagndstico de infec¢des por doengas como febre
amarela, dengue, zika e chikungunya. O método de detec¢@o molecular mais utilizado
atualmente ¢ o RT-PCR (rea¢do em cadeia da polimerase com transcri¢cdo reversa), pois
identifica o sorotipo viral de forma rapida e detecta pequenas quantidades do virus quando
ha algum problema com a amostra, e o PCR em tempo real por ser rapido, de medi¢ao
quantitativa, com baixo grau de contaminagao e de possibilidade de padronizag¢ao. Devido
a reagdo cruzada que vem ocorrendo entre os anticorpos dos flavivirus para os testes do
virus da febre amarela, dengue e zika tem-se utilizado como diagnéstico para febre
amarela o isolamento do virus, teste de neutralizacdo e reducdo de plaquetas como
confirmagdo da doenca. Com o aumento do nimero de casos das doencgas dengue, zika e
chikungunya tem sido importante o rapido diagndstico através de métodos moleculares
de forma a disponibilizar o melhor tratamento para o paciente evitando assim sua morte.

Palavras-chave: Adedes aegypti, febre amarela, dengue, zika, chikungunya, diagndstico,

PCR, virologia, métodos moleculares.



Main methods of detection of Aedes transmitted viruses in Brazil

Abstract

The Arboviruses, belonging to the flavivirus family are viruses transmitted by
hematophagous arthropods. They transmit the virus to humans through their bite. Among
the main viruses that have been highlighting in Brazil and worldwide are the Aedes
aegypti considered today as the most important strain of diseases that has the ability to
adapt to the conditions of the environment in urban areas. Aedes aegypti is the transmitter
of the yellow fever, dengue and chikungunya virus. Aedes stegomyia transmitter of the
zika virus. The control of the Aedes spp. and the quickest possible diagnosis of the
diseases caused is essential for the treatment of infected persons and the improvement of
public health in Brazil. Molecular assays are considered fast and sensitive for the
diagnosis of infections due to diseases such as yellow fever, dengue, zika and
chikungunya. The most commonly used molecular detection method is RT-PCR (reverse
transcription polymerase chain reaction), because it identifies the viral serotype quickly
and detects small amounts of the virus when there is a problem with the sample. Also
Real Time PCR because it is rapid, it has quantitative measurement, with low degree of
contamination and possibility of standardization. Due to the cross-reactivity that has been
occurring between the flavivirus antibodies for the yellow fever, dengue and zika virus
tests, virus isolation, neutralization and platelet reduction tests have been used as a
diagnosis for yellow fever as confirmation of disease. With the increase in the number of
cases of dengue, zika and chikungunya diseases, rapid diagnosis through molecular
methods has been important in order to provide the best treatment and outcome for the
patient.

Keywords: Aedes aegypti, yellow fever, dengue, zika, chikungunya, diagnosis, PCR,

virology, molecular methods.



1. INTRODUCAO

O Ministério da Saude criou o Sistema de Vigilancia Ambiental em Satde no ano
de 2002 como um conjunto de a¢des de forma a proporcionar o conhecimento e a detec¢ao
de qualquer mudancga nos fatores determinantes e condicionantes do meio ambiente que
afetam a satide humana. Este sistema foi criado com a finalidade de recomendar e adotar
medidas de prevengdo e controle dos fatores de risco e das doencas ou agravos
relacionados a varidvel ambiental como, por exemplo, febre amarela, dengue, zika,
chikungunya, dentre outros (PIGNATTI, 2004).

Sao considerados como agentes de doengas emergentes no Brasil os Arbovirus,
que pertencem a familia dos flavivirus (MARCONDES; XIMENES, 2016). Arbovirus
sdo virus transmitidos por artropodes e transmitem o virus para os seres humanos e outros
animais pela picada de artropodes hematofagos (LOPES et al., 2014). Dentre os
principais arbovirus tem-se Aedes aegypti que pode transmitir o virus da febre amarela,
dengue e chikungunya e Ae. stegomyia que pode transmitir o zika virus. O diagnostico
das infecgdes por flavivirus tem sido feito por meio do isolamento do virus ou teste
sorologico (BALEOTTI et al., 2003; BATISTA et al., 2011; MARCONDES; XIMENES,
2016).

O mosquito Ae. aegypti é considerado nos dias atuais como o mais importante
vetor de doengas que tem a habilidade de se adaptar as condi¢des do meio ambiente nas
areas urbanas (NUNES et al., 2016). Os vetores e parasitas de mosquitos que causam
doengas como, por exemplo, o vetor Aedes, tem apresentado evolucdo da resisténcia
contra pesticidas usados para o seu controle nas ultimas décadas (AYAAD et al., 2015).
A dengue ¢ considerada um dos mais significantes problemas de satide publica do mundo,
levando cerca de 2,5 bilhdes de pessoas ao risco de uma infec¢do por meio do seu virus,
principalmente em paises tropicais nos quais possuem um clima mais favoravel para a
proliferacao desse mosquito (NUNES et al., 2016).

A introduc¢do do mosquito do género Aedes surgiu ha muitos anos atras, na época
da escravidao, trazendo consigo a febre amarela que atingiu milhares de pessoas, levando
diversas a morte. As alteragdes climaticas que ocorrem cada vez mais no planeta foi o
que mais colaborou para a dispersao de vetores (4edes) e suas doengas. A introducdo de
novas doencas infecciosas em um pais tem ocorrido pelas viagens internacionais que

permitem a movimentacao de doentes ou pessoas infectadas em periodo de incubagao em



um novo territério espalhando assim a doenca (WEAVER, 2014; VASCONCELOS,
2015).

No ano de 2014, ano da copa do mundo, o Brasil foi o pais sede, e com a copa do
mundo de futebol vieram duas doencas para o pais, o virus Chikungunya e o virus Zika,
originalmente vindos da Africa e Asia (TIZZOT, 2016). O clima tropical do Brasil é
propicio para Aedes, transmissor da febre amarela, dengue, chikungunya e zika. Por essa
razdo ¢ importante o controle do mosquito Aedes spp. e, principalmente, o diagndstico de
forma mais rapida possivel das doencas que ele causa para que as pessoas contaminadas
saibam qual ¢ o agente causador da doenga e o tratamento indicado e, também, para que
haja controle da satde publica no Brasil (VASCONCELOS, 2015).

O virus da dengue ¢ um arbovirus membro da familia Flaviviridae, do género
Flavivirus, sendo composto por 4 sorotipos: dengue 1, 2, 3 ¢ 4. A dengue pode causar
severos sintomas parecidos com a gripe e as vezes complicagdes letais como a dengue
hemorréagica e a sindrome do choque. O principal mosquito transmissor do virus da
dengue ¢ Ae. aegypti (WU et al., 2010).

Segundo Musso e colaboradores (2015) o virus da Zika ¢ um arbovirus da familia
Flaviviridae e do género Flavivirus. O virus da zika foi encontrado pela primeira vez em
1947 na Uganda. Casos humanos foram reportados na Asia e Africa em 1960,
demonstrando assim que o virus da Zika existe ha pelo menos 56 anos no mundo, sendo
relatado no Brasil somente a partir do ano de 2015. Os sintomas mais comuns que
ocorrem na zika sdo: erup¢des na pele (brotoejas e manchas), febre, artralgia, mialgia,
astenia e conjuntivite. Geralmente os pacientes relatam sintomas moderados, sendo
também relatados os casos nos quais ha infecgdes assintomadticas pelo virus da Zika.

CHIKYV ¢ um virus composto por acido ribonucléico (RNA) que pertence a familia
Togaviridae do género Alphavirus, sendo dividido em dois grupos de transmissdo, um
selvagem (4e. albopictus) e um da Asia urbana (de. Aegypti). Sua primeira descrigio foi
feita no ano de 1950 na Tanzania, sendo assim um virus que estd presente ha mais de 50
anos no mundo (DONALISIO; FREITAS, 2015), estando presente no Brasil a partir de
setembro de 2014 (AGUIAR, 2014). Os sintomas causados pelo virus Chikungunya sdo:
febre associada com dores articulares severas e debilitantes, dor de cabega e mialgia. Sua
sintomatologia ¢ muito parecida com o da dengue, diferenciando em relagdo as poliartrites
que aparecem na Chikungunya e que geralmente melhora apos 10 dias, porém pode durar
por meses depois da febre. Manifestagdes neurologicas (como encefalite, mielite), pele

com bolhas e miocardite podem agravar os casos de Chikungunya, principalmente em



criancas e idosos. Replicagdes virais no Ae. albopictus e, também, no Ae. aegypti
aumentam a extensao geografica das regides que possuem a circulagdo do virus. No Brasil
ha um risco de acontecer um ciclo enzodtico do virus Chikungunya pelos mosquitos dos
géneros Haemagogus e Sabethes impossibilitando a erradicagdo da doenca no pais
(WEAVER, 2014).

Ensaios moleculares sdo rapidos e sensitivos para o diagnostico de infecgdes por
doencas como febre amarela, dengue, zika e chikungunya. O diagnostico que tem sido
usado para essas doengas ¢ feito por meio da reacdo de RT-PCR (rea¢do em cadeia da
polimerase com transcri¢do reversa) (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; ZANLUCA
et al., 2015) e o PCR em tempo real (LANCIOTTI et al., 2008). A PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) tem trazido varios beneficios e desenvolvimentos cientificos e
dentre eles esta o diagnostico rapido de doengas infecciosas (NOVAIS; ALVES, 2004).
A PCR em tempo real possui muitas vantagens comparado aos outros métodos pois ele ¢
rapido, de medi¢do quantitativa, com baixo grau de contaminacao e de possibilidade de
padroniza¢do (FAYE et al, 2013). A RT-PCR identifica o sorotipo viral de forma réapida,
por isso sendo tdo usado para o diagndstico de febre amarela, dengue, zika e chikungunya.
Essa técnica se destaca por detectar pequenas quantidades do virus quando héa algum
problema com a amostra (PRADO, 2015).

Os cuidados em relagdo as doengas emergentes incluem a prevengdo e o
diagnéstico rapido da doenga por meio da deteccdo rapida e segura do agente patogénico.
Segundo Cavalcanti e colaboradores (2008) os métodos de diagnostico mais rapidos
ajudam na vigilancia epidemiologica de forma que as doengas infecciosas sdo
eficientemente controladas ao serem identificadas precocemente, evitando maiores
consequéncias para a saude publica da populacdo afetada. Devido a importincia da
identificagdo correta do melhor diagnostico para se tratar as doencas transmitidas pelo
Aedes spp, foi escolhido esse tema para descrever as principais ¢ melhores técnicas na
detec¢do e confirmagdo dos virus causadores da febre amarela, dengue, zika e
chikungunya.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi descrever as principais técnicas

utilizadas na detec¢@o de doengas transmitidas pelo mosquito Aedes spp.



2. METODOLOGIA

Este trabalho foi baseado em uma revisao bibliografica no formato narrativo, que
segundo Rother (2007) ¢ uma revisao ampla, apropriada para descrever e discutir o
desenvolvimento de um determinado assunto, sob o ponto de vista tedrico ou contextual.
Para a pesquisa foram consultadas as bases bibliograficas Biblioteca Virtual em Satde
(BVS), NCBI, Google Académico e EBSCO, buscando artigos nos idiomas portugués e
inglés publicados entre os anos 2003 a 2016, utilizando as palavras-chave: PCR, febre
amarela, dengue, zika, chikungunya, virologia, métodos moleculares. Os indexadores
foram usados tanto independentemente quanto em combinagdo. Ainda, os indexadores
escolhidos foram usados em portugués e em inglés. Para a execug@o da pesquisa também

foram obtidas dissertagcdes, monografias e livros para a complementacao da pesquisa.

3. DESENVOLVIMENTO

3.1. Febre Amarela

O virus da febre amarela pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus,
assim como, o virus da dengue e da zika (KWALLAH et al., 2013). O seu primeiro
isolamento ocorreu em 1927 no pais de Gana na Africa Ocidental. E transmitido pelos
mosquitos Aedes spp., causando os seguintes sintomas: dor de cabeca severa, dor nas
costas e no corpo, febre elevada, nduseas e vomitos aparecendo tais sintomas ap6os 3 a 6
dias de exposicao ao virus (BASILE et al., 2015). A febre amarela tem sido diagnosticada
no Brasil desde 1997 até os dias atuais, sendo os estados do Para e Goias os mais afetados
por sua epidemia se estendendo para as regides do Mato Grosso do Sul e por todo o Goias

(MONATH; VASCONCELOQOS, 2015).

3.1.1. Diagnostico da Febre Amarela

Devido a reacdo cruzada que tem ocorrido entre os anticorpos dos flavivirus para
os testes do virus da febre amarela, dengue e zika por pertencerem a mesma familia e
género, tem-se utilizado como diagndstico para febre amarela, o isolamento do virus e
teste de neutralizacdo e redugdo de plaquetas como confirmacdo nos laboratérios de

referéncia. Ja os testes moleculares utilizados sd3o RT-PCR e RT-qPCR (KWALLAH et



al., 2013). Com o teste de ELISA através da captura do IgM ¢ possivel detectar todas as
amostras positivas para febre amarela sem que ocorra reagdo cruzada com o virus da
dengue (ADUNGQO et al., 2016).

Devido ao aumento da circulagdo do virus da febre amarela, assim como, os surtos
que ocorreram na América Latina, inclusive no Brasil, muitos paises incluiram em seus
programas de imuniza¢do a vacinacdo contra a febre amarela de forma que o indice de
casos ¢ incidéncias de febre amarela caiu drasticamente (MONTEIRO et al., 2015).

O diagndstico de doengas transmitidas pelos arbovirus tem sido um desafio para os
pesquisadores pois existem barreiras que dificultam o diagndstico como: pessoas
infectadas que ndo possuem sintomatologia ou pessoas que apresentam sintomatologia
similar a outras doengas, reagdo cruzada entre os testes sorologicos principalmente nas
regides endémicas, dificuldade de acesso a laboratorios de referéncia. Um diagndstico
correto e feito de forma rapida ¢ essencial para um tratamento de sucesso. O método RT-
PCR e os diferentes testes que seguem a mesma linhagem podem ajudar no correto e
rapido diagnéstico do paciente de forma que ¢ um método com alta sensibilidade e
especificidade, o que permite a identificacdo do virus com pequenas amostras e detectar
o tipo viral que o paciente contraiu (MORELI; COSTA, 2013). De acordo com a Figura
1 o PCR convencional ¢ uma técnica que leva mais tempo para ser realizada durante seus
ciclos do que o PCR em tempo real. O PCR convencional necessita de um par de
oligonucleotideos especificos que reconhegam o DNA de forma que seja amplificado,
ocorrendo a desnaturag@o da dupla fita do DNA e depois seu anelamento e hibridizagao.
Ap6s o término dos ciclos faz-se necessario a ocorréncia da eletroforese para leitura da
banda (NASCIMENTO; SUAREZ, PINHAL, 2010). J4 o PCR em tempo real ¢ uma
técnica de fluorescéncia em que todo o processo ocorre concomitantemente em uma Unica
etapa permitindo a quantificacdo da expressdo génica, apresentando maior grau de

sensibilidade do que o PCR convencional (NISHI et al., 2009).
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Figura 1: Demonstracdo da diferenga entre a técnica PCR convencional e a técnica PCR

em tempo real (NASCIMENTO; SUAREZ, PINHAL, 2010).

3.2. Epidemiologia da Dengue

A dengue possui cinco sorotipos ja identificados, porém s6 quatro desses virus
estdo presentes no Brasil (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4). Quando uma pessoa ¢
infectada por um destes virus a sua imunidade ¢ vitalicia contra esse sorotipo ocorrendo
uma protecao parcial e transitoria contra a infec¢do subsequente dos outros virus. Porém,
caso 0 mesmo paciente contraia um dos outros sorotipos isso aumenta o risco de doenca
mais grave, podendo levar o paciente & uma febre hemorragica (LUPI et al., 2007).

De acordo com os dados encontrados a cerca da dengue até a Semana
Epidemiologica 53 de 2014 (28/12/14 a 03/01/15), foram registrados 591.080 casos
provaveis de dengue no Brasil, a distribuicdo do nimero de casos nas regides foram as
seguintes: Norte com 49.534 casos, Nordeste 90.192 casos, Sul com 24.222 casos,
Sudeste 312.318 casos e Centro-Oeste com 114.814 casos. Analisando esses dados pode-
se concluir que a regido Sudeste dominou no ano de 2014 com o maior nimero provavel
de casos de dengue. Em segundo lugar a regido Centro-Oeste, com uma diferenca de

197.504 casos a menos que a regido Sudeste. J& a regido Sul obteve o menor indice de
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casos provaveis de dengue, com uma diferenca de 288.096 casos a menos que a regido
Sudeste e 90.592 a menos em relacdo a regido Centro-Oeste (Figura 2).

Segundo o Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude os dados
epidemioldgicos de dengue no Brasil registrados até a semana epidemioldgica 13, no
periodo de 03/01/2016 a 02/04/2016 foram de 802.429 casos. Destes foram registrados
na regido Sudeste 463.807 casos, equivalendo a 57,8% em relagdo ao total do pais, sendo
assim a regido com mais casos registrados no periodo. Em segundo lugar em relagdo ao
maior nimero de casos registrados estd a regido Nordeste com 158.235 casos, 0 que
equivale a 19,7%, havendo uma diferenga de 38,1% a menos entre a regido Sudeste e
Nordeste em relagdo ao numero total de casos do pais. Na regido Centro-Oeste o nimero
de casos foi de 94.672, equivalendo a 11,8%. Na regido Sul, o nimero de casos foi de
57.282, equivalendo 7,1% ao total de casos, e na regido Norte 28.433 casos registrados
(3,5%), sendo a porcentagem mais baixa em relagdo ao total do pais, com uma diferenca
de 54,3% a menos comparado ao niimero de casos registrados na regido Sudeste (Figura

2).

Figura 2: Comparativo de casos provaveis de dengue entre 2014 a 2016, até a Semana Epidemioldgica 13,

por regido.
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3.2.1. Principais técnicas de Diagndéstico da dengue

E extremamente relevante a correta identificagdo do diagnéstico da virose pois os
sintomas de dengue, zika e chikungunya sdo parecidos e, por meio do diagnostico, €
possivel distinguir qual doenca o paciente estd manifestando e também pelo resultado do
diagnéstico escolher o melhor tratamento a ser ministrado em cada caso, evitando assim
que o paciente va a obito. O diagndstico também € um importante passo pois quanto mais
rapido for diagnosticado qual virus o paciente contraiu, mais rapido sera seu tratamento,
evitando assim uma dengue grave como a dengue hemorragica ou levar o paciente a
morte. De acordo com a literatura ¢ evidente que o diagndstico clinico de dengue nao ¢
especifico e por essa razdo requer um método de diagnostico adicional para confirmar a
probabilidade de ser um caso de dengue (CASTELLANOS; RUIZ, 2014).

Os casos de dengue podem ser confirmados pelo isolamento do virus, antigeno ou
detec¢do do RNA, soroconversao ou pela avaliacdo dos niveis de IgM ou IgG e através
da deteccdo da proteina NS1 (padrao ouro para o Ministério da Saude) (LAI et al., 2007;
OSORIO et al., 2015).

Na metade dos anos 80 foi desenvolvida a reagdo em cadeia pela polimerase
(PCR), assim como, sua automacao revolucionando assim o diagnostico molecular, vindo
logo em seguida na década de 90 a descoberta do PCR em tempo real (BARRA ef al.,
2015). A técnica de PCR tem uma vantagem em comparacao as outras técnicas pois por
meio dela ¢ possivel saber qual € o sorotipo da dengue que a pessoa estd infectada (LAI
et al., 2007). A PCR em tempo real se tornou um avango em relacdo aos métodos
moleculares (Tabela 1) por facilitar na quantificacdo da expressao génica em determinado

tecido ou amostra biologica (LADEIRA et al, 2011).
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Arbovirus Referéncia Ano de Método Molecular
Publicacao
Febre NUNES et al. (2011) 2011 Semi-Nested RT-PCR, Green
amarela MORENO et al. RT-qPCR, RT-gPCR
(2008)
Dengue DOS SANTOS et al. 2008 RT-PCR, Nested RT-PCR,
(2008) RT-gPCR
Dengue CALZAVARA- 2009 RT-qPCR
SILVA et al. (2009)
Dengue  POLONI et al. (2010); 2010 RT-PCR, RT-PCR multiplex
SANTANA et al. nested, RT-qPCR
(2010)
Dengue COSTA; FACANHA 2011 RT-PCR
(2011)
Dengue ROCCO et al. (2012) 2012 Nested RT-PCR, RT-qPCR

Tabela 1: Principais técnicas moleculares utilizadas na detec¢@o da febre amarela (2011)
e da dengue (2008-2012) segundo varios autores (modificado de MORELI; COSTA,
2013).

A técnica de PCR transcriptase reversa e a PCR em tempo real sdo rapidas,
confiaveis, sensiveis e especificas para os sorotipos da dengue (CASTRO et al., 2012).
A PCR transcriptase reversa ¢ uma técnica na qual ocorre uma reagdo de formagdo de
DNA fita dupla a partir de RNA através de uma DNA polimerase RNA-dependente,
produzindo DNA a partir de um molde de RNA (LADEIRA et al., 2011).

A técnica de PCR em tempo real ¢ uma técnica sensivel e rapida para a deteccao
do virus DEN e seus sorotipos, porém requer um equipamento especializado para que
esse exame possa ser realizado sendo assim uma técnica de alto valor econdmico. Além
de ser mais sensivel, tem a vantagem de ser capaz de processar um grande ntimero de
amostras de uma vez sé e ser usado tanto quantitativamente quanto qualitativamente

(CORDEIRO, 2012).

Foi criado um teste rapido da dengue, que ¢ de baixo valor econdomico ao se

comparar com as técnicas moleculares como PCR, ¢ também um teste como o proprio
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nome diz bem réapido levando s6 15 minutos para a detecg¢io da presenga do virus. E um
método de imunocromatografia que detecta qualitativamente o antigeno NS1, uma
proteina ndo estrutural da dengue (FRY ef al., 2011). Este método ndo ¢ tdo sensivel
quanto a PCR, porém ¢ um método rapido sendo importante na detecgdo rapida da dengue
em um paciente que esta apresentando sintomas, caso o resultado seja positivo este podera
comecar o tratamento para dengue, caso dé negativo o médico podera pedir outros exames

para se descartar ou confirmar outras doengas, como Chikungunya e Zika.

A proteina viral ndo estrutural NS1 pode ser detectada com a técnica de ELISA
(Técnica de Imunoensaio enzimatico) em aproximadamente 60-80% dos testes mesmo
depois de terem se passado 3 ou 4 dias da fase virotica. A deteccdo do NS1 pela técnica
de ELISA ¢ rapida e sensivel como a PCR em tempo real porém nao distingue os sorotipos
da dengue, como ocorre com a RT-PCR (CORDEIRO, 2012). Quando a pessoa esta no
periodo agudo da infec¢do os niveis de anticorpos IgM ndo sdo detectaveis em 50% dos
pacientes, sendo melhor detectado apds o periodo virdtico (a partir do sexto dia)
ocorrendo um crescimento de aproximadamente 43% em relagdo ao periodo agudo, sendo
100% detectavel apds 10 dias da ocorréncia da infec¢ao podendo permanecer o anticorpo
IgM positivo por até 3 meses. Em relagdo ao IgG, ha detecg¢do pela técnica de ELISA
apos 2 a 3 semanas dos sintomas clinicos terem aparecido sendo maior o pico do anticorpo
IgG quando ocorre uma infec¢do secundéria e sendo maior o anticorpo IgM quando

ocorre uma infec¢do primaria (CASTELLANOS; RUIZ, 2014).

3.3. Epidemiologia da Zika

Segundo Brasil (2016) o virus mais recente que entrou no Brasil, foi o virus Zika
(ZIKV), ocorrendo a partir de abril de 2015, sendo notificados 91.387 casos provaveis de
febre pelo virus ZIKV até 04/04/16, dos quais 31.616 casos foram confirmados, indicando
uma diferenca significativa ao se comparar com o numero de casos confirmados de

dengue no mesmo periodo (6.159).

Ao analisar o numero de casos provaveis de Zika no periodo de 2015/2016 na tabela
2, observa-se que a regido Sudeste lidera com 35.505, ficando a regido Nordeste em
segundo lugar com 30.286 casos. Se compararmos com os dados da febre Chikungunya

veremos que as regides onde os virus predominam sdo diferentes. A febre Chikungunya
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tem uma predominancia de casos na regido Nordeste, ja o Zika esta predominantemente
na regido Sudeste. Contudo, em relagdo ao menor numero de casos, a regido Sul
predomina nas duas doencgas (Tabela 2 e 3 respectivamente).

A incidéncia de casos de Zika no Centro-Oeste foi de 113,4 permanecendo em
primeiro lugar, com 53,5 foi encontrada a regido Nordeste, e a menor incidéncia foi na
regido Sul. Ao analisar a Tabela 2 e comparar o nimero de casos provaveis com a
incidéncia de casos, verifica-se que a regido Sudeste domina o maior numero de casos
provaveis, porém a maior incidéncia ¢ no Centro-Oeste, demonstrando assim que o
numero de casos novos nesta regido esta maior em comparagdo com o restante do pais

(Tabela 2).

Ao se comparar o numero de dbitos entre Chikungunya e Zika, percebe-se que ha
uma diminui¢do do nimero de 6bitos e a média de idade dos Obitos entre as duas se
diferem. No caso de Chikungunya, foram totalizados 18 6bitos (2015/2016), ja na Zika
foram 3 obitos (2015/2016). A idade média das pessoas que foram a oObito na febre
Chikungunya foi de 75 anos (2015) e 62 anos (2016), ja na Zika a média foi de 20 anos.
Ressalta-se que o niumero de obitos descritos ndo inclui os recém-nascidos, natimortos,

abortamento ou feto que foram afetados pela microcefalia (BRASIL, 2016).

TABELA 2: Numero de casos provaveis e Taxa de Incidéncia de febre pelo virus Zika por regido até a
semana epidemiologica 13 do ano de 2015/2016

REGIAO CASOS (n) INCIDENCIA/100 MIL
2015/2016 HABITANTES
NORTE 6295 36
NORDESTE 30286 53,5
SUL 1797 6,1
SUDESTE 35505 41,4
CENTRO-OESTE 17504 113,4
TOTAL 91386 44,7

Fonte: Brasil (2016).

3.3.1. Principais técnicas de diagndstico de Zika

O diagnéstico do virus ZIKV tem sido um desafio por ndo haver um diagnostico

padrdo-ouro. O diagndstico que tem sido feito € por teste molecular como o RT-PCR em

amostra de sangue antes de uma semana apds o inicio dos sintomas (TIZZOT, 2016).
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A reatividade dos anticorpos entre os Flavivirus limita o uso da sorologia, ja a
cultura do virus ndo ¢ realizada rotineiramente e ndo existem testes disponiveis que
detectam os antigenos da Zika, o teste confidvel durante o diagnostico da fase aguda ¢ a
técnica molecular (MUSSO et al., 2015). Ja Bingham e colaboradores (2016) acreditam
que o teste de urina ¢ o melhor para diagnosticar o tipo de espécime na fase aguda da
doenga Zika. Na urina o virus persiste por até 3 semanas tendo assim uma maior duragdo
em relacdo a amostra de sangue (TIZZOT, 2016). De acordo com Gourinat et al. (2015)
o melhor diagndstico para Zika no momento ¢ a detecgdo do RNA na urina possuindo
maior duragdo do que a detec¢ao no soro. O teste molecular tem sido o inico método para
diagnostico ja que o diagnoéstico através da verificagdo do IgM e IgG especifico sdo

ausentes até o momento (GOURINAT et al.,2015).

De acordo com Musso e colaboradores (2015) o uso da saliva melhora na detecgao
do RNA da Zika dentro da primeira semana dos sintomas, porém nao deve ser uma técnica
usada individualmente por haver casos em que a detec¢ao ¢ negativa para saliva e positiva
na sorologia, por esta razao a melhor deteccao do RNA da Zika se faz com o uso saliva e
sangue do individuo infectado.

Segundo Honorio e colaboradores (2015) a confirmagao rapida do teste laboratorial
é crucial para uma terapia adequada e inicio de respostas no controle do virus ZIKV. E
necessario o diagnoéstico rapido da Zika pois em casos de pacientes gravidas € preciso o
monitoramento durante a gravidez destas pacientes caso o teste seja confirmatorio para
Zika por haver a possibilidade de ocorrer microcefalia nos bebés provocadas pela

dindmica do virus ZIKV (BINGHAM et al., 2016).

O maior problema que vem sendo encontrado nos dias atuais ¢ a reagdo cruzada entre
febre amarela, dengue e zika por pertencerem ao mesmo género e familia (JACOBSEN
et al.,2016). Em lugares como o Brasil no qual ha transmissao da febre amarela, dengue
e zika faz-se necessario ter um diagnoéstico diferencial de forma que ndo ocorra reagao

cruzada (MATHEUS et al., 2016).

3.3.2. Deteccao molecular dos Flavivirus

A transmissao da doenca se da por meio ¢ da picada de um mosquito infectado do
género Aedes. O mosquito infectado injeta o virus no hospedeiro de forma subcutianea

atingindo muitas células do sistema imune (MARAMOROSCH; MURPHY, 2014).
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Todos os virus pertencentes a familia dos flavivirus, como da febre amarela, dengue
e zika possuem RNA fita simples em seu genoma com polaridade positiva, obtendo um
total de 11.000 nucleotideos. E composto por regides 5’e 3 ndo traduzidas levando a
codificacdo de uma unica poliproteina (MONTEIRO, 2016).

O ciclo infeccioso do virus da dengue (DEN) depende da interagdo entre o receptor
de membrana da célula alvo e a glicoproteina de envelope (E), ocorrendo essa ligagdo o
virion acaba sendo endocitado havendo uma indu¢do de mudangas conformacionais da
proteina E dentro do endossomo tardio gerando redu¢do do pH, levando assim a fusdo do
envelope viral com a membrana do endossomo e a liberacdo do capsideo (C) para o
citoplasma celular (RODENHUIS-ZYNERT et al., 2010; ZHANG et al., 2015). Varios
processos ocorrem apés a liberacdo do capsideo (C), como a liberagio do RNA no
citoplasma celular, tradu¢do da poliproteina viral, deferindo um conjunto de proteases
virais e celulares, que leva as proteinas maduras (ALVES, 2015).

As proteinas ndo estruturais que sdo clivadas nos flavivirus sio NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5 (BARONTTI et al., 2014). A regido 5° € composta por cerca de
100 nucleotideos sendo assim relativamente uma regido curta, possuindo um cap terminal
sendo considerada como uma estrutura muito conservada; ja a regido 3" ¢ composta por
cerca de 450 nucleotideos sendo mais longa e também possui estruturas conservadas
(MONTEIRO, 2016).

As proteinas estruturais que sdo codificadas pelo RNA fita simples além das
proteinas ndo estruturais sdo: o capsideo (C), membrana (M) e o envelope da
glicoproteina (E), constituindo assim 10 proteinas que sdo codificadas, sendo 3 estruturais
e 7 ndo estruturais (Figura 3). Cada DEN compartilha cerca de 65% do genoma com os

outros tipos de DEN (GUZMAN et al., 2010).
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Figura 3: Representacdo dos genomas dos flavivirus, mostrando as trés proteinas
estruturais, as sete proteinas ndo estruturais e a fita simples de RNA com orientagdo
positiva. As regides UTR em ambas as extremidades sdo regides ndo traduziveis

(modificado de GUZMAN et al., 2010).

A proteina (C) ¢ assim chamada por compor o capsideo viral, tendo uma carga
elevada que assegura a montagem dos virions através do empacotamento do RNA
gendmico (MA et al., 2004; MONTEIRO, 2016). A proteina (M) possui sua forma
imatura sendo chamada de pré-membrana (prM), essa forma imatura se torna M apds
passar por clivagem dentro da via secretora durante a maturagdo das particulas virais
(RODENHIUS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). J4 o envelope da glicoproteina (E)
se destaca por ser a maior dentre as principais proteinas estruturais do virus se projetando
para fora do envelope viral, sendo responsavel por induzir anticorpos neutralizantes,
absorver as particulas virais aos receptores nas células do hospedeiro e fusdo entre a
membrana do endossomo e o envelope viral (LUPI; CARNEIRO; COELHO, 2007).
Através dessa glicoproteina que ha a interagcdo com os receptores celulares de forma que
ocorra a entrada do virion na célula hospedeira (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

As proteinas ndo estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NSAB e NS5
possuem suas proprias fungdes. NS1 ¢ essencial para a infeccdo dos virus, NS2A
coordena a mudanga entre a replicacdo do RNA e o empacotamento, ja a NS2B quando
se liga a M forma um complexo estdvel com a NS3 servindo assim como cofator na
atividade proteolitica de clivagem das proteinas ndo estruturais. NS3 ¢ a proteina que
possui mais fungdes atuando no processamento de replicacdo de RNA, na atividade do
nucleotideo trifosfatase e na RNA helicase. As proteinas NS4A e NS4B trabalham de
forma conjunta estando envolvidas no processo de replicagdo viral e inibindo a
sinalizagdo do interferon. Por ultimo, encontra-se a NS5 que ¢ a maior proteina viral,
atuando na RNA polimerase dependente, na metiltransferase, sendo considerada a enzima

chave para que ocorra a replicacdo viral (MONTEIRO, 2016).
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3.4. Epidemiologia da Chikungunya

O virus Chikungunya (CHIKV) apareceu recentemente no Brasil com dados
alarmantes, em 2014 até a Semana Epidemiologica 53, foram confirmados 2196 casos,
segundo a Semana Epidemiolédgica 13 (2016) em 2015 foram notificados no pais 38.322
casos provaveis de febre de Chikungunya, dos quais 13.236 tiveram confirma¢do e no
ano de 2016, notificados 39.017 casos provaveis, porém destes s6 6.159 foram
confirmados até dia 04/04/16, ocorrendo um crescimento em 2015 bem elevado ¢
diminuindo o nimero de casos em 2016 comparado a 2015 porém prevalecendo maior do
que relatado em 2014. Em relagdo aos casos provaveis por regido, foram encontrados em
2014 na regido Norte 1264 casos, destes 1146 confirmados, no Nordeste 1882 casos
notificados dentre estes 1046 confirmados, na regido Sul ndo houve relato neste ano, na
regido Sudeste foram 2 casos notificados, porém nenhum confirmado e na regido Centro-
Oeste 47 notificacdes com 4 confirmagdes. Em 2015 na regido Norte relatou-se 833 casos
provaveis, ja em 2016 o aumento foi de 1.802 casos em relagdo a 2015, estando esta
regido em segundo lugar no nimero de casos (2635). Em relag@o ao Nordeste foram 6.457
casos provaveis em 2015 e 31.659 em 2016, tendo um aumento de 25.202 casos ao
comparar 2015 com 2016 ficando em primeiro lugar nos dois anos (2015/2016) no
namero total de casos, concluindo-se que houve uma progressao no numero de casos ao
avaliar de 2014 a 2016 a regido Nordeste, Sul e Sudeste (Tabelas 3 e 4). Na regido Sul os
casos provaveis eram poucos, somente 13 (2015), porém em 2016 esse nimero foi
alarmante com 1.179 casos se for comparado aos dados de 2014 e 2015. A regido Sudeste
apresentou o segundo maior numero de casos ao se comparar a diferenga no ntimero de
casos entre 2015 (59 casos) € 2016 (2.603 casos), tendo um aumento de 2.544 casos. O
valor mais baixo de todos os casos foi encontrado na regido Centro-Oeste, com 50 casos
em 2015 e 941 casos em 2016, com pouca diferen¢a no aumento de casos ao se comparar
0 aumento que ocorreu nas outras regides do pais (Tabela 4), contudo em 2014 os valores

mais baixos de todos os casos ocorreram nas regides Sul e Sudeste (Tabela 3).
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TABELA 3: Numero de casos notificados/casos confirmados de febre de Chikungunya no ano de 2014
por regido.

REGIAO CASOS NOTIFICADOS CASOS CONFIRMADOS

2014 2014

NORTE 1264 1146

NORDESTE 1882 1046

SUL 0 0

SUDESTE 2 0

CENTRO-OESTE 47 4

TOTAL 3195 2196

Fonte: Brasil (2015).

A incidéncia do nimero de casos de febre de Chikungunya foi calculada por 100 mil
habitantes, ocorrendo também um aumento na regido Nordeste nos anos 2015 (11,4) e
2016 (56,6), permanecendo assim a essa regido na lideranca de maior niimero de
casos/incidéncia nos dois anos, ndo sendo encontrados dados de incidéncia do ano de
2014 para comparacdo. Em relagdo ao menor valor de incidéncia no ano de 2015 a regido
Sul ficou em primeiro lugar com 0 incidéncia de casos, ja em 2016 foi a regido Sudeste
com 3 incidéncia de casos. A regido Norte também ficou em segundo lugar na incidéncia
de casos em 2015 (4,8) € 2016 (15,1). Houve uma diferenca em relagdo ao menor numero
de casos provaveis que foi na regido Centro-Oeste, com o menor numero de incidéncia

de casos que ocorreu na regido Sudeste (Tabela 3).

TABELA 4: Comparativo dos casos provaveis de febre de Chikungunya e Incidéncia/100 mil habitantes
entre 2015/2016 por regido.

REGIAO CASOS (n) CASOS(n)  INCIDENCIA/100 INCIDENCIA/100
2015 2016 HABITANTES HABITANTES

2015 2016

NORTE 833 2635 48 15,1

NORDESTE 6457 31659 11,4 56,6

SUL 13 1179 0,0 4

SUDESTE 59 2603 0,1 3

CENTRO-OESTE 50 941 0,3 6,1

TOTAL 7412 39017 3,6 19,1

Fonte: Brasil (2016).

Os obitos da febre de Chikungunya tiveram um valor insignificante ao comparar
com os Obitos de dengue. Em 2015 foram confirmados 6 6bitos da febre de Chikungunya,
sendo 5 na regido Nordeste e 1 na regido Sudeste, ja no ano de 2016 o niimero de dbitos
foi o dobro de 2015, sendo 12 casos e todos no Nordeste, configurando assim uma regido

com potencial risco de contrair a febre, pois além de ter o maior nimero de 6bitos em
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2015 e ser a unica a apresentar obitos em 2016, também foi a regido que liderou no maior
nimero de casos provaveis nos dois anos € também no maior numero de incidéncia de
casos, sendo assim uma regido alvo na prevencao, tratamento e erradicagdo da febre de

Chikungunya para a melhoria da Satide Publica nesta regido.

3.4.1. Principais técnicas de diagndstico da Chikungunya

O CHIKYV ¢ um arbovirus com particulas virais com envelope lipoprotéico além de
serem encontradas espiculas de glicoproteinas virais medindo de 60 a 70 nm de didmetro.
Esse virus ¢ sensivel ao aquecimento superior a 58 °C, assim como, a a¢ao de detergentes
e solventes organicos. Seu genoma ¢ de aproximadamente 11,8 kb de RNA fita simples
com sua polaridade positiva (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015). Seu RNA fita
simples consiste de uma regido 5" ndo codificante e 3" poliadenilado. As proteinas nao
estruturais que participam do processo sdo: nsP1 (envolvido na sintese do RNA), nsP2,
nsP3 e nsP4 sendo proteinas importantes para a replicacdo do virus. J& as proteinas
estruturais que contém capsideo e envelope sdo: El, E2, E3 e 6k, essas proteinas
estruturais sdo sintetizadas como poliproteinas e sdo clivadas pelo capsideo da
autoproteinases e da signalases. A glicoproteina media a fusdo e a E2 interage com a
célula receptora do hospedeiro. A jun¢do da proteina ndo estrutural nsP1 com a proteina
estrutural E2 estdo diretamente relacionadas a entrada e multiplicacdo do virus na célula
hospedeira (PARASHAR et al, 2013). O nsP1 participa da sintese de RNA estando
associado a membrana celular, o nsP2 est4 associado com varias proteinas hospedeiras e
tem o poder efetivo de desligar a proteina sintetizadora da célula hospedeira. J4 o nsP3
inibe a formacao de granulos das células de stress. O responsavel pela RNA polimerase

viral e RNA dependente ¢ o nsP4 (FROS et al., 2013).

A organizagdo do genoma do Chikungunya possui a seguinte conformacao: 5°-
nsP1-nsP2-nsP3-nsP4-(regido de jungio)-C-E3-E2-6k-El-poly(A)-3". E composta por
duas regides de leitura que codifica as proteinas estruturais e ndo estruturais descritas
acima e o capsideo (C). As proteinas nao estruturais nsP1 a nsP4 sdo traduzidos através
do RNA viral genomico (Figura 4). Depois de 2 a 4 dias do periodo de incubagao o virus
entra na via de endocitose, o virus CHIKV replica na pele do infectado e entdo espalha

para os demais orgaos (JONES et al., 2013).
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Figura 4: Representagdo esquematica das proteinas ndo estruturais e estruturais do virus

CHIKYV (modificado de NIYAS et al., 2010).

Segundo Moulin e colaboradores (2016) o diagnostico da Chikungunya pode ser
realizado por meio da técnica de PCR ou sorologia por imunofluorescéncia indireta
através da andlise dos anticorpos IgM, que sera positivo apds 5 dias da presenca dos
sintomas (Figura 5). O diagnéstico da Chikungunya ¢ realizado por um sistema de teste
de qualidade com alta sensibilidade e especificidade com o uso de técnicas moleculares
como o qPCR (Figura 5). No caso de pacientes com infec¢des agudas o método a ser
utilizado é o de biologia molecular pela detec¢do do genoma do virus ou por sorologia
IgM, sendo as técnicas de PCR e sorologia por ELISA as mais utilizadas na rotina

laboratorial para diagndstico de Chikungunya (JACOBSEN et al, 2016).
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Figura 5: Esquema das técnicas utilizadas para diagnostico de dengue, chikungunya e
zika de acordo com o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) (CANGUSSU,
2016).

Segundo Azevedo e colaboradores (2015) deve-se fazer um diagnostico diferencial
com outros agravos infecciosos antes de comecar o tratamento. Anticorpos de virus
especifico para IgM ¢ detectado entre o terceiro e oitavo dia do inicio dos sintomas, ja o
IgG ¢ detectado a partir do quarto dia apds os sintomas. Um diagnostico especifico para
CHIKYV permanece ainda um desafio para os pesquisadores (JACOBSEN et al., 2016).
Recentemente foi desenvolvido um kit (NAT) pela Fundacdo Oswaldo Cruz (IOC)e o
Instituto de Biologia Molecular do Paran4 (IBMP) que identifica a presen¢a do material
genético dos virus DEN, ZIKV e CHIKV de forma simultanea, sendo realizado de forma

rapida com uma combinacdo de reagentes, simplificando o processo (FIOCRUZ, 2016).
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Figura 6: Fluxograma referente ao diagnostico da dengue, zika e chikungunya de acordo

com o Ministério da Saude (Fonte: Sociedade Brasileira de Patologia Clinica).

A figura 6 demonstra os métodos de deteccdo aprovados pela ANVISA, de acordo

com o Ministério da Satde para deteccdo de infec¢dao pelos virus da Dengue, Zika e

Chikungunya. Se compararmos com o algoritmo (Figura 5) que foi elaborado pelo CDC

(Centers for Disease Control and Prevention) nos EUA perceberemos que os dados da

Anvisa estdo mais completos descrevendo qual ¢ o melhor método de detec¢do a ser

utilizado de acordo com o periodo da doenga.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A Saude Publica do Brasil vem piorando com o passar dos anos, desde o

aparecimento de mosquitos Aedes spp. levando a surtos de febre amarela inicialmente,

depois que ocorreu seu controle apareceram surtos da doenga dengue e nos tltimos anos

apos a Copa do Mundo mais doengas chegaram ao Brasil como a chikungunya e a zika.
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Diversos diagnosticos vém sendo testados e utilizados desde o aparecimento do
virus da febre amarela, se destacando o teste rdpido por ser um teste sensivel e
extremamente rapido, porém possui a desvantagem de ndo ser um teste especifico. E na
area molecular, o RT-PCR e o PCR em tempo real tém sido utilizados como métodos de
detec¢do mais eficazes por sua especificidade alta, de forma que conseguem reconhecer
qual ¢ o sorotipo viral de forma rapida e evita que ocorra uma reagdo cruzada durante o
diagnéstico. Porém tem a desvantagem de serem técnicas caras que ndo estdo disponiveis

em todas as cidades do Brasil, ndo permitindo assim o acesso a toda populagao brasileira.

Prevengao ¢ imprescindivel para uma melhora na Satde Publica do Brasil, sendo
necessario principalmente o investimento nos métodos de deteccdo mais eficazes e
rapidos de forma a possibilitar para a populagdo o melhor tratamento e diminuir os indices

de morte.
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