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RESUMO

Em 2016, vivenciou-se no Brasil uma grande epidemia de arbovirus como dengue (DENV) e
Zika (ZIKV), com impactos na infraestrutura da satde publica brasileira, turismo e economia.
Fatores do hospedeiro, virais e epidemiolégicos tém sido associados a patogénese dessas
doencas. No entanto, os mecanismos envolvidos em cada arbovirose isoladamente ainda
ndo sdo completamente compreendidos. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivos investigar casos suspeitos de infeccao pelos arbovirus DENV e ZIKV, assim como
avaliar os parametros clinico-laboratoriais e imunologicos de casos confirmados durante
epidemia ocorrida em Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. durante o ano 2016. Para isto,
amostras agudas de pacientes (n= 134) com sindrome de febre aguda suspeita de infeccéo
arboviral, foram investigadas entre fevereiro e margco de 2016, em Campo Grande (MS).
Paralelamente, realizamos a quantificacdo de citocinas e quimiocinas circulantes, através de
ensaios imunoenzimaticos (ELISA e/ou Luminex). Todas as amostras foram coletadas na
fase aguda da doenca e submetidas ao diagnostico de ZIKV e DENV, por técnicas
moleculares e soroldgicas. Foi investigada também a infeccdo pelo virus chikungunya
(CHIKV). O diagnostico laboratorial de infeccdo por arbovirus foi confirmado em 107/134
(79,8%) amostras através da utilizacdo de técnicas soroldgicas e/ou moleculares. Os
métodos moleculares (RT-PCR) demonstraram que 87/134 (64,9%) das amostras avaliadas
foram confirmadas para ZIKV e/ou DENV. Destes, 51 (58,6%) pacientes apresentaram
monoinfec¢cdo por DENV, 18 (20,7%) monoinfeccéo por ZIKV e 18 (20,7%) coinfec¢do por
DENV/ZIKV. DENV-1 (62/ 89,9%) e DENV-4 (7/ 10,1%) foram os sorotipos infectantes
detectados. Nenhum caso foi positivo para CHIKV pelo método molecular, no entanto em
sete (5,6%) pacientes havia presenca de anticorpos anti-CHIKV da classe IgM, sugerindo
infecgdo recente por CHIKV e cocirculagdo deste virus na regido, no periodo da epidemia
em questdo. Os sintomas comuns incluiram febre, exantema, artralgia, mialgia, fadiga,
cefaleia e hiperemia conjuntival. Observamos que prostragdo e vomitos foram
significativamente associados a monoinfecgéo pelo DENV. Por outro lado, prurido e edema,
foram mais associados a monoinfeccao pelo ZIKV. Em relagédo aos parametros laboratoriais,
0s pacientes monoinfectados pelo DENV apresentaram maiores niveis de ALT/TGP em
comparacdo com o grupo monoinfectado pelo ZIKV. A maioria dos pacientes DENV/ZIKV
(80%) apresentou manifestacdes clinicas leves. Por outro lado, alguns pacientes
monoinfectados foram hospitalizados e receberam hidratacdo venosa, reforcando a
importancia do manejo clinico adequado desses pacientes e reconhecimento precoce de
sinais de alarme. No grupo de pacientes estavam incluidas onze gestantes, trés
apresentaram monoinfec¢do pelo ZIKV, cinco monoinfec¢do pelo DENV, duas coinfecgéo
com DENV-1/ZIKV e uma ODF. Foram observados desfechos normais do parto, com
excecdo de um Obito por insuficiéncia respiratoria de um bebé nascido de mée coinfectada
por DENV-1/ZIKV. Todos os pacientes infectados por DENV ou ZIKV apresentaram
elevados niveis circulantes de IP10/CXL10, CCL2/MCP-1, TNF-a, IFN- vy, IL-6 e IL-15,
comparados aos controles. Pacientes coinfectados por DENV/ ZIKV exibiram elevados
niveis IP10/CXL10 e TNF-a; e menores niveis de RANTES/CCL5 em relagcédo aos controles.
Ainda, niveis significativamente menores de IL-4, IL-6 e de MIP1a/CCL3 foram detectados
em gestantes infectadas pelo ZIKV quando comparadas as gestantes saudaveis. Nossos
resultados demonstraram que 0s sinais e sintomas apresentados pelos pacientes foram
semelhantes, confirmando a dificuldade no diagnostico clinico diferencial. No entanto,
observamos que os niveis circulantes de AST/TGP foram significativamente maiores em
pacientes infectados pelo DENV. Além disso, elevados niveis de citocinas e quimiocinas
encontrados no nosso estudo corroboram com as semelhancas de sinais e sintomas clinicos
desencadeados por estes virus. O mecanismo envolvido com a maior producao IP10/CXL10
e TNF-a e menor produgcdo de RANTES/CCL5 nos pacientes coinfectados sao ainda
desconhecidos. Estudos futuros serdo necessérios na elucidagdo da imunopatogenia da
coinfeccdo DENV/ZIKV.



ABSTRACT

In 2016, an epidemic of arbovirus like dengue (DENV) and Zika (ZIKV) was experienced in
Brazil, with impacts on the Brazilian infrastructure public health, tourism and economy. Host,
viral and epidemiological factors have been associated with the pathogenesis of these
diseases. However, the mechanisms involved in each arbovirose alone are not yet fully
understood. Thus, the present study aimed to investigate suspected cases of infection by
arboviruses DENV and ZIKV, as well as to evaluate the clinical and laboratory parameters of
confirmed cases during 2016 Mato Grosso do Sul (MS)/Brasil outbreak. For this, acute
samples of patients (n = 134) with acute fever syndrome suspected of arboviral infection
were investigated between February and March 2016, in Campo Grande (MS). In parallel,
we performed the cytokine and circulating chemokine dosage using immunoenzymatic
assays (ELISA and / or Luminex). All samples from suspected cases were collected in the
acute phase of the disease and submitted to the diagnosis of ZIKV and DENV, by molecular
and serological techniques. Chikungunya virus (CHIKV) infection was also investigated.The
laboratory diagnosis of arbovirus infection was confirmed in 107/134 (79.8%) samples using
serological and/or molecular techniques. Molecular methods (RT-PCR) demonstrated that
87/134 (64.9%) of the samples tested were confirmed for ZIKV and / or DENV. Of these, 51
(58.6%) patients presented monoinfection by DENV, 18 (20.7%) monoinfection by ZIKV and
18 (20.7%) coinfection by DENV / ZIKV. DENV-1 (62 / 89.9%) and DENV-4 (7 / 10.1%) were
the infectious serotypes detected. No case was positive for CHIKV by the molecular method,
however in seven (5.6%) patients there was presence of anti-CHIKV antibodies of the IgM
class, suggesting recent infection by CHIKV and co-circulation of this virus in the region
during the period of the epidemic in gquestion. Common symptoms included fever, rash,
arthralgia, myalgia, prostration, headache, and conjunctivitis. Statistical analysis showed that
pruritus and edema were associated with ZIKV infection while prostration and vomiting were
more associated with dengue. On the other hand, pruritus and edema were more associated
with ZIKV monoinfection. Regarding the laboratory parameters, monoinfected DENV patients
presented higher levels of ALT/TGP compared to ZIKV monoinfection. Most patients
coinfected with DENV/ZIKV (80%) presented mild clinical manifestations. On the other hand,
some monoinfected patients were hospitalized and received venous hydration reinforcing the
importance of adequate clinical management of these patients and early warning signs
recognition. Eleven pregnant women were included in the group of patients, three presented
monoinfection by ZIKV, five monoinfection by DENV, two coinfection with DENV-1/ZIKV and
one ODF. Normal birth outcomes were observed except for one death due to respiratory
insufficiency and one baby presenting positional plagiocefaly , both born of coinfected DENV-
1/ZIKV mothers. All patients infected by DENV or ZIKV had high circulating levels of IP10 /
CXL10, CCL2 / MCP-1, TNF-qa, IFN-y, IL-6 and IL-15, compared to controls. Patients
coinfected with DENV / ZIKV exhibited high levels IP10 / CXL10 and TNF-a; and lower levels
of RANTES / CCL5 compared to controls. Furthermore, significantly lower levels of IL-4, IL-6
and MIPla / CCL3 were detected in ZIKV infected pregnant women when compared to
healthy pregnant women. Our results demonstrated that the signs and symptoms presented
by the patients were similar, confirming the difficulty in the differential clinical diagnosis.
However, we observed that circulating levels of AST / TGP were significantly higher in
patients infected with DENV. In addition, high levels of cytokines and chemokines in mono or
coinfected patients found in our study corroborate the similarities of clinical signs and
symptoms elicited by these viruses. The mechanism involved with increased production IP10
/ CXL10 and TNF-a and lower production of RANTES / CCL5 in coinfected patients are still
unknown. Future studies will be needed to elucidate the immunopathogeny of DENV / ZIKV
coinfection.
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I.  INTRODUCAO
1. OS ARBOVIRUS

O termo arbovirus se refere a virus transmitidos por vetores artropodes (Arthropod-
borne virus). S&o transmitidos aos humanos principalmente através da picada de mosquitos
e carrapatos infectados. Os arbovirus sdo membros de cinco familias: Bunyaviridae,

Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (Doughty et al. 2017).

A familia Flaviviridae é composta pelos géneros Flavivirus, Pegivirus, Pestivirus e
Hepacivirus. O virus da Febre Amarela (YFV, Yellow Fever Virus), virus do Oeste do Nilo
(WNV, West Nile virus), virus da Encefalite Japonesa (JEV, Japanese encephalitis virus),
virus Dengue (DENV, Dengue virus) e virus Zika (ZIKV, Zika virus) representam membros
de importancia médica do género Flavivirus, responsaveis por altos indices mortalidade e
morbidade ao redor do mundo. Membros da familia Flaviviridae compartilham varias
caracteristicas em comum. S&o virus esféricos com tamanho entre 40-65nm e simetria
icosaédrica. O genoma é composto de fita simples de RNA (Acido Ribonucleico) com
polaridade positiva com cerca de 10.000-11.000 pares de bases, contendo uma Unica
sequéncia de leitura aberta (ORF, open reading frame) codificando uma poliproteina
posteriormente clivada em trés proteinas estruturais (C, prM/M, E) e sete ndo-estrutrurais
(NS1, NS2A, NS2B,NS3,NS4A ,NS4B e NS5) (Paul & Bartenschlager 2015) (FIGURA 1).

A familia Togaviridae é composta pelos géneros Alphavirus e Rubivirus. Existem
inumeros Alphavirus causadores de arboviroses, por exemplo, o virus do Rio Ross (RRV,
Ross River Virus), o virus Mayaro (MAY, Mayaro Virus) e o virus Chikungunya (CHIKV,
Chikungunya virus). Os Alphavirus sdo pequenos virus envelopados e esféricos, com um
didmetro de 60-70 nm. O genoma € composto por molécula de RNA de fita simples e
polaridade positiva, que codifica quatro proteinas nao estruturais (NSP1-4) e trés estruturais
(C, E1, E2) (Kuno et al. 2017) (FIGURA 1).

Atualmente, as arboviroses transmitidas por mosquitos, causadas pelos géneros
Alphavirus (CHIKV) e Flavivirus (DENV, ZIKV e YFV), representam as enfermidades
epidémicas mais importantes do Brasil (FIGURA 2) (Fuller et al. 2017).
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FIGURA 1: Particulas virais e organizagdo de genomas de Flavivirus (A) e Alfavirus (B). Na esquerda, tipicos
virions de Flavivirus e Alfavirus. Na direita: Representacdo esquematica dos genomas e poliproteinas virais.
Fonte: Adaptado de Fros, 2015.
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FIGURA 2: Mapa mostrando a estimativa da distribuicdo global de Dengue, Zika e Chikungunya. Adaptado de
Patterson et al. 2016.



2. DENGUE

A dengue é uma enfermidade de etiologia viral, causada pelo DENV. Quatro
sorotipos sao descritos (DENV 1 a 4) e estes, compartilham uma homologia aproximada de
65% de seu genoma. Os DENV causam uma doenca febril aguda de amplo espectro clinico,
apresentando tanto formas assintomaticas como formas sintomaticas que podem evoluir
para quadros clinicos graves e potencialmente fatais (WHO 2009). A maioria das infeccbes
resulta em uma doenca febril autolimitada. A caracteristica marcante dos quadros clinicos
mais graves € o aumento da permeabilidade vascular, ocasionando extravasamento
plasmatico que pode levar ao choque e 6bito (Screaton et al. 2015).

Constitui a arbovirose mais importante mundialmente, com elevado indice de
morbidade e mortalidade, sendo considerada como um grave problema de saude publica
(Guzman & Kouri 2003, Martinez Torres 2008, Liang et al. 2015). A dengue € endémica em
mais de 100 paises e cerca de 50% da populagdo mundial estd em risco de infec¢do (WHO
2017). O numero médio anual de casos da doenga aumentou dramaticamente nos ultimos
anos: cerca de 390 milhGes de pessoas infectadas, 96 milh6es com sintomas clinicos a cada
ano (Bhatt et al. 2013). A doenca atinge principalmente os paises de clima tropical e
subtropical, onde o clima quente e umido favorece a proliferacdo e desenvolvimento do
mosquito vetor (Tauil 2001, Medronho 2006).

2.1 HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

A dengue tem uma longa histéria de interacdo humana. Durante o século XIX, foi
reconhecida como uma doenca esporadica, causando epidemias ocasionais (Rigau-Pérez et
al. 1998). Embora os primeiros relatos de grandes epidemias de uma doenca que poderia
ser dengue tenham ocorrido na Asia, Africa e América do Norte em 1779 e 1780, coincidindo
com o aumento no comércio naval global (Rush 1780, Hirsch & Creighton 1883, Gubler
1998, Weaver & Vasilakis 2009), relatos de doengas clinicamente compativeis com dengue
ocorreram ainda mais cedo. Ha registros que descrevem uma doenga semelhante a dengue
na China ja no terceiro século (Gubler 1998).

Apb6s 1780, ocorreu outra série de epidemias que durou de 1823 a 1916, movendo-

se da Africa para a india, para a Oceania e para as Américas (Vasilakis & Weaver 2008).

Durante a Segunda Guerra Mundial, mudancas ecoldgicas, demograficas e
epidemioldgicas permitiram que o vetor atingisse altas densidades, o que facilitou a
dispersdo de sorotipos de DENV entre diversas regides geogréficas. Ecologicamente, a
destruicao dos sistemas de distribuicdo de dgua existentes induziu a praticas domésticas de
armazenamento de 4gua, e abandono de materiais de guerra ao longo das cidades, o que

levou a uma abundéncia de locais ideais para o desenvolvimento de larvas de



Aedes aegypti (Ae. aegyptil). Além disso, o transporte de tropas e suprimentos por
longasidistancias resultou na importacdo de mosquitos para novas regides. Essas
mudancas ecologicas ndo apenas aumentaram a densidade de Ae. aegypti, mas também
expandiram sua distribuicdo geogréfica (Vasilakis & Weaver 2008).

A guerra trouxe um grande numero de tropas e refugiados suscetiveis a infeccao por
DENV, contribuindo para a dispersdo do virus. Entre 1941 e 1945, uma série de epidemias
de DENV estava ocorrendo na Africa Oriental e Caribe, bem como uma pandemia que
abrangeu todo o Pacifico (Vasilakis & Weaver 2008).

Os eventos da Segunda Guerra Mundial aumentaram a visibilidade da doenca,
resultando no estabelecimento de comissdes cientificas para estudar a dengue e seu agente
etiolégico. Cientistas japoneses isolaram o DENV-1 (cepa Mochizuki) em Nagasaki em
1943, bem como outras cepas de DENV-1 (Sota e Kin-A) de pacientes afetados em outras
partes do Japdo. Mais tarde, Sabin isolou DENV-1 (cepa Hawaii) e DENV-2 (cepa New
Guiné C) de soldados norte-americanos em 1944. O grupo de Sabin também identificou a
presenca de imunidade homotipica apés infeccdo, e desenvolveu teste de inibicdo da
hemaglutinag@o para sorodiagnostico (Weaver & Vasilakis 2009).

Com o fim da guerra e o crescimento descontrolado das cidades, as formas graves
da dengue se configuraram como um grande problema de salde publica no sudeste asiatico
(Vasilakis & Weaver 2008).

Os primeiros casos bem documentados de pacientes apresentando formas graves
foram associados a epidemias na Tailandia e nas Filipinas durante a década de 1950. Os
sorotipos de pacientes com doenca hemorragica na epidemia filipina, em 1956, foram os
DENV-3 e DENV-4 (Weaver & Vasilakis 2009).

A doenca permaneceu localizada no sudeste da Asia até a década de 1970. Nos
anos 80 e 90, no entanto, se espalhou para o oeste na india, Paquistdo, Sri Lanka e llhas
Maldivas e para o leste da China, se tornando epidémica (Gubler 1998, Rigau-Pérez et al.
1998). Na sequéncia temporal, com excecdo de um pequeno surto de DENV-3 no Taiti em
1965, a dengue epidémica esteve ausente do Pacifico Sul por vinte e cinco anos. Em 1971,
o DENV-2 foi introduzido e varias ilhas do Pacifico tiveram grandes epidemias (Rigau-Pérez
et al. 1998).

Nos anos 1950 e 1960, através dos esforcos de uma campanha continental de
erradicagcdo de mosquitos para prevenir a febre amarela urbana, coordenado pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), a maioria dos paises da América Central e
do Sul foi certificada pela erradicagdo do principal vetor, o Ae. aegypti. O programa foi

encerrado no inicio dos anos 70. No final da década de 1970, Ae. aegypti havia reinfestado

'o cddigo Internacional de Nomenclatura Zooldgica (CINZ), de 2000, em sua Ultima versdo, admite a abreviagdo de géneros
com duas letras e de subgéneros com trés. Assim, ndo é incorreta a adogdo da proposta de Reinert (1975-2001) para a
nomenclatura de mosquitos, abreviando género com duas letras. (Valle et al. 2015)
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muitos locais. O numero de paises com dengue epidémica aumentou acentuadamente
durante os anos 80 e 90, & medida que novas cepas e sorotipos virais foram introduzidos.
Em 1980, a doenca grave era rara, mas, em 1997, estas formas graves haviam emergido
como uma entidade da doenca em varias epidemias importantes e pequenas em paises
tropicais e subtropicais das Américas. Os fatores responsaveis por este ressurgimento
global da dengue e de suas formas graves incluem: crescimento populacional humano sem
precedentes, urbanizacdo ndo planejada e descontrolada, aumento das viagens aéreas,
falta de controle efetivo do mosquito e a deterioracdo, durante as Ultimas décadas, da
infraestrutura de saude publica (Gubler & Clark 1995, Rigau-Pérez et al. 1998).

No Brasil, existem relatos de que a dengue esteve presente desde 1845, entretanto a
doenca esteve sob controle até inicio da década de 80 em decorréncia do ja mencionado
programa de combate de mosquitos para erradicagcdo da febre amarela urbana coordenado
pela OPAS (Figueiredo 2000, Barreto & Teixeira 2008). Entre as décadas de 50 e 60, o
Brasil e outros paises da América Central e Sul, foram certificados como regides livres do
Ae. aegypti. Com a descontinuidade da campanha contra a febre amarela no pais, ocorreu
uma reinfestacdo das é&reas urbanas do territério nacional, no final da década de 70
(Barbosa da Silva et al. 2002, Braga & Valle 2007). Em 1981, a primeira epidemia de
dengue documentada clinica e laboratorialmente no Brasil, ocorreu em Boa Vista, Roraima
(RR). Tratou-se de uma epidemia causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4, atingindo
cerca 11.000 pessoas (Osanai et al. 1983).

A doenca recebeu atencéo apropriada apenas em 1986 e 1987, depois que o DENV-
1 foi introduzido no Rio de Janeiro (RJ) (Schatzmayr et al. 1986), onde provocou uma
epidemia de grande magnitude. O DENV-1 também foi responsavel por epidemias nos
estados de Ceard (CE) e Alagoas (AL) em 1986 e no estado de Pernambuco (PE) em
1987(Barreto & Teixeira 2008).

Nos anos seguintes, a doenca se tornou um problema de saude publica em quase
todo territério nacional (Nogueira et al. 2007). Uma nova situacdo epidemiolégica se
apresentava no pais, uma vez que o RJ era uma cidade portuaria, um centro urbano com
fluxo intenso de pessoas. Esses fatores, associados ao deficitario programa de controle do
vetor, contribuiram para a disseminacdo da dengue para outros estados. Com epidemias
que atingiram AL, Sergipe (SE) e CE, S&o Paulo (SP), Mato Grosso (MT), Goias (GO), a
dengue passou a ser considerada endémica no Brasil (Figueiredo et al. 1991, Barbosa da
Silva et al. 2002, Maciel et al. 2008).

Em 1990, em Niteréi, no RJ, foi registrada a introducdo do DENV-2 (FIGURA 3)
(Nogueira et al. 1990). A cocirculacéo de dois sorotipos agravou a situacao epidemioldgica
vivida pelo pais, provocando um aumento dos niUmeros de casos registrados e elevando a
incidéncia de dengue, bem como causando um agravamento dos quadros clinicos, sendo

notificados os primeiros casos de Febre Hemorragica do Dengue/ Sindrome do Choque do
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Dengue (FHD/SCD) no pais (Nogueira et al. 2007). Naguele ano, foram notificados 40.279
casos, com 274 casos de FHD e oito 6bitos. Na década de 90, foram observadas outras

epidemias no pais, especialmente na regido nordeste (Dégallier et al. 1996).

A introducdo do DENV-3, que foi isolado em Nova Iguacu, no RJ (Nogueira et al,
2000), e em RR em 2001 e em 2002 respectivamente, resultou na cocirculacdo dos trés
sorotipos (DENV-1, DENV-2 e DENV-3). Nesta ocasido, o Brasil registrou no ano de 2002,
uma de suas maiores epidemias até entdo, cerca de 800 mil casos notificados, dos quais
288.245 foram notificados no RJ (Nogueira et al. 2005, Maciel et al. 2008).

Entre 2002 e 2007, o DENV-3 foi o sorotipo predominante. Entretanto, no primeiro
semestre de 2007, houve uma mudanca repentina no padrdo observado no Brasil, com um
aumento significativo na proporgéo de casos de graves da doenca ocorrendo na faixa etéria
de menores de 15 anos. Esse fenbmeno pareceu ter associagdo com a reemergéncia do
DENV-2. De fato, em 2008, houve uma extensa epidemia, que atingiu especialmente o RJ,
onde cerca de 50% dos casos de dengue e 86% dos Obitos ocorreram em menores de 15
anos. (Teixeira et al. 2009). Naquele ano, 806.036 casos e 491 6bitos foram notificados
(Brasil 2009).

A vigilancia em relacdo aos sorotipos circulantes ao longo de 2009 identificou a
reemergéncia do DENV-1 e 529.237 casos e 298 6bitos foram notificados (Brasil 2009). No
ano de 2010, DENV-1 foi o sorotipo responséavel por epidemia de grandes propor¢des no
pais, com mais de 1 milhdo de casos e 356 Gbitos confirmados.

Em 2010 foi relatada a presenca do DENV-4, em um cendrio aonde ja havia a
cocirculacdo dos sorotipos DENV-1 e DENV-2. O DENV-4 foi identificado inicialmente em
pacientes do estado de RR, em julho de 2010. No mesmo ano este sorotipo também foi
isolado no Amazonas (AM). Posteriormente, em janeiro de 2011, o DENV4 foi isolado no
Para (PA), alcancando o estado do RJ em marco do mesmo ano (Nogueira & Eppinghaus
2011, Temporao et al. 2011).

Novas epidemias ocorreram nos anos seguintes. DENV-4 e o DENV-1 foram os
sorotipos responsaveis. Em 2012, 589.581 casos e 121 6bitos foram notificados foram e,
em 2013, foram relatados 1.452.289 casos e 235 6bitos (Brasil 2013).

Em 2014, foram reportados 591.080 casos provaveis de dengue no pais. Nesse ano
foram confirmados 764 casos de dengue grave (DG), 8.436 casos de dengue com sinais de
alarme (DCSA) e 473 6bitos. Em 2014, houve uma maior prevaléncia de casos de DENV-1
(82%) seguido do DENV-4 (16,1%) (Brasil 2015a, 2017). Em 2015, também se observou
prevaléncia semelhante: DENV-1 (93,8%) seguido do DENV-4 (5,1%). O ano de 2015
apresentou o maior numero de casos notificados no pais, desde 1990. Foram relatados
1.688.688 casos suspeitos de dengue no pais. Foram confirmados 1.714 casos de DG e
21693 casos de DCSA e 986 4bitos (Brasil 2016a, 2017).



Em 2016, o pais registrou 1.500.535 casos provaveis de dengue com 919 casos de
DG e 9.153 casos de DCSA. Neste ano foram confirmados 701 oObitos. Assim como nos
anos anteriores, verificou-se maior prevaléncia do DENV-1 (95,2%), seguido do DENV-4
(3,3%) (Brasil 2018a).

As regides Centro-Oeste e Sudeste apresentaram as maiores taxas de incidéncia:
No estado do Mato Grosso do Sul (MS), alvo deste estudo, a taxa de incidéncia em 2016 foi

de 1.684,9 casos/100 mil habitantes e 44.814 casos provéaveis notificados (Brasil 2017).

No ano de 2017 foram notificados 252.054 casos provaveis de dengue no pais e
confirmagdo de 271 casos de DG, 2.590 casos de DCSA e 141 o¢bitos (Brasil 2018a).
Enquanto que em 2018, até a semana epidemioldgica 15, foram registrados 90.858 casos
provaveis com 32,074 casos confirmados, sendo 75 casos de DG e 781 casos de DCSA,
além de 34 6bitos(Brasil 2018b).

Do ponto de vista epidemiolégico, considera-se que o Brasil possui um carater
endémico-epidémico, com circulagdo autéctone dos quatro sorotipos. As emergéncias e
reemergéncias de diferentes sorotipos podem desempenhar diferentes papéis na
epidemiologia da doencga, especialmente quando ha cocirculacio de muitos sorotipos
(Heringer et al. 2015). A epidemiologia pode ser afetada ainda quando h& a cocirculagdo de
outros arbovirus, como ocorreu no Brasil a partir de 2015, quando o pais passou a viver um

contexto de triplice epidemia (com a circula¢do dos virus dengue, zika e chikungunya).
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2.2 CICLO DE TRANSMISSAO DO DENV

Os virus da dengue sdo mantidos na natureza através de ciclos de transmissdo em
areas tropicais e subtropicais por mosquitos do género Aedes (Ae.), destacadamente o
Ae. aegypti, uma espécie intimamente relacionada com a habitacdo humana. Ha dois ciclos
distintos: silvestre e urbano. O ciclo silvestre tem como hospedeiros mosquitos e macacos.
O ciclo de transmisséo envolvendo humanos é o principal ciclo responsavel por epidemias
(Vasilakis & Weaver 2008).

O ciclo de transmiss&o comecga com a infecgdo da fémea adulta do mosquito, quando
esta suga o sangue de um individuo doente, no periodo de viremia. H4A um periodo de
incubacao extrinseco, que dura de 8 a 12 dias. Trata-se do periodo necesséario para que
ocorra a replicacdo e disseminacgéo viral no vetor (Chan & Johansson 2012). Inicialmente, a
replicagdo ocorre no intestino delgado, atinge a hemocele e a hemolinfa, ganhando acesso
aos tecidos do inseto, até finalmente infectar as glandulas salivares tornando-o capaz de
transmitir o virus para um novo hospedeiro humano susceptivel. (Chan & Johansson 2012,
Franz et al. 2015). O mosquito permanece infectado durante toda sua vida e é capaz de
transmitir o virus da dengue para diversas pessoas, devido a sua capacidade de se
alimentar em multiplos individuos em sucessao. Os virus também podem infectar o aparelho
genital dos vetores, possibilitando a transmissdo transovariana do patégeno, na qual o
DENYV é transmitido diretamente para a prole, dispensando o homem no ciclo mantenedor.
Este modo de transmissdo tem sido sugerido como um mecanismo de manutencdo dos

DENV nos ciclos silvestre e humano (Franz et al. 2015).

A transmissdo do DENV ao hospedeiro humano ocorre durante o repasto sanguineo
de fémeas de mosquito infectadas. O hospedeiro humano torna-se virémico ap6s um
periodo de incubacéo de 3 a 14 dias pOs-picada, periodo este que coincide com o inicio do
periodo febril (Chen & Vasilakis 2011).



2.3 CELULAS- ALVO E REPLICACAO.

Os fagécitos mononucleares, macrofagos, mondcitos e as células dendriticas (DCs,
Dendritic Cells), sdo considerados como principais alvos para a replicagdo do DENV. No
entanto, através de estudos em tecidos infectados de casos fatais, j& foram detectados
antigenos virais em células de baco, pulmao, células endoteliais, em células perivasculares
do cérebro e também em hepatdcitos e células de Kupffer, fibras cardiacas e pneumdécitos
tipo 2 (Jessie et al. 2004, Pévoa et al. 2014).

Em modelos in vitro, DENV é capaz de infectar véarias linhagens, a exemplo da
linhagem C6/36 proveniente do clone do mosquito Ae. albopictus, de células VERO (células
renais de macaco verde africano - Cercopithecus aethiops), HepG2 e Huh7 (linhagem de
hepatdcitos) (Marianneau et al. 1996, Lin et al. 2000), EA.hy926 (células endoteliais
humanas) (Kanlaya et al. 2009), HUVEC (células endoteliais da veia umbilical humana),
HMVEC (Células endoteliais da microvasculatura humana (Kelley et al. 2012) e HMEC-1
(células endoteliais da microvasculatura dermal humana) (Talavera et al. 2004).

Conforme mencionado anteriormente, a infec¢céo se inicia com a picada da fémea do
mosquito na pele, que ao se alimentar, libera virus no sangue do individuo. Uma vez dentro
do organismo, postula-se que o DENV adentra suas células alvo, por endocitose mediada
pela ligagdo com diferentes receptores de membrana, que estdo naturalmente presentes
nestas células. Apesar dos esforgos para determinar a(s) molécula(s) responsavel(eis) para
reconhecimento de DENV pelas células alvo, um receptor especifico para DENV ainda néo
foi definitivamente identificado (Hidari & Suzuki 2011). No entanto, varios candidatos de
natureza distinta, presentes em células de mamiferos surgiram, a exemplo de
glicosaminoglicanos, como o heparam sulfato, a molécula de adesédo das células dendriticas
(DC-SIGN, dendritic cell ICAM-3 grabbing non integrin), o receptor de manose, e o receptor

CD14, presente em mondcitos e macrofagos (Cruz-Oliveira et al. 2015).

Apbs a endocitose, ja no citoplasma celular, a acidificacdo do endossoma resulta em
alteracdes na estrutura da proteina e, exposicdo do dominio de fusdo, permitindo a liberacdo
de nucleocapsideo no citoplasma. O RNA viral é liberado no citoplasma e apresentado ao
reticulo endoplasmatico rugoso (RER). O RNA viral é traduzido em uma Unica poliproteina
que é processado por proteases virais e do hospedeiro (Screaton et al. 2015). A proteina
NS1 é inicialmente expressa em associagdo com o RER; o monémero é modificado pela
adicdo de moléculas de carboidratos ricos em manose (CHO), resultando em associacdo
com a membrana. Um subconjunto de NS1 do virus da dengue adquire glicosil-
fosfatidilinositol (GPI). Tanto a NS1 ligada & membrana como a NS1 ancorada a GPI sédo
transportadas para a superficie celular através de uma via desconhecida, onde se
demonstrou que as proteinas se associam com lipidios, como o colesterol. As proteinas NS1
associadas a superficie celular podem ser secretadas pelas células hospedeiras (Guzman et
al. 2016).



Apbs o complexo de replicacdo viral ser sintetizado, a sintese de RNA comeca com a
transcricdo de um RNA viral anti-sentido seguido pela amplificacdo do RNA viral. O RNA
recém-sintetizado € posteriormente embalado pela proteina capsidial formando um
nucleocapsideo.

Apbs ciclos de traducdo sucessivos, ocorre a montagem da particula viral no reticulo
endoplasmatico (RE), ocorre a maturagéo do virion no complexo de Golgi e a particula viral
€ entdo liberada das células via exocitose (Screaton et al. 2015, Guzman et al. 2016). A

FIGURA 4 mostra o processo em detalhes.
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FIGURA 4: Ciclo de replicagcdo do virus dengue. (1) O processo de replicagdo viral comega quando as particulas
virais maduras se direcionam para um grupo diversificado de receptores celulares ou para a por¢cdo Fc de um
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mediada por receptor (3). A acidificacdo do endossoma resulta em alteragdes na estrutura da proteina E,
expondo o dominio de fuséo, resultando na liberagcdo do nucleocapsideo no citoplasma(4). Assim, o RNA viral &
liberado no citoplasma e traduzido nas membranas do RER em uma Unica poliproteina. A seguir é processado
por proteases virais e hospedeiras, dando origem a trés proteinas estruturais e sete ndo estruturais (5). Apos a
sintese do complexo de replicagdo viral(6), a tradu¢éo do RNA se encerra e inicia a sintese de RNA viral. O RNA
recém sintetizado é posteriormente embalado pela proteina capsidial formando um nucleocapsideo (7). Apos
ciclos de traducao sucessivos, ocorre a montagem da particula viral no RE (8), maturagao do virion no complexo
de Golgi e a particula viral é entdo liberada das células via exocitose (9). Fonte: (Adaptado de Screaton et al.
2015, Guzman et al. 2016)
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2.1 CLASSIFICACAO DAS FORMAS CLINICAS DA DENGUE

A dengue manifesta-se comumente como uma doenca aguda, podendo ocorrer tanto
nas infec¢des primarias, quanto nas secundarias, e afetar criangas e adultos. Cada sorotipo
do DENV é capaz de causar um amplo espectro de manifestagdes clinicas. A doenca pode
se apresentar como uma infecgcdo assintomética, como uma febre indiferenciada, com
manifestacdes brandas (febre, cefaleia, artralgia, mialgia e prurido) ou manifestacdes
clinicas graves caracterizadas por extravasamento plasmatico e/ou hemorragia, podendo

evoluir para o choque (Srikiatkhachorn & Green 2010).

Historicamente, a dengue foi considerada uma doenca debilitante, mas nao fatal.
Durante o final da década de 1960, surtos de febre hemorragica fatal decorrentes de
infeccdo por dengue, em criancas, no Sudeste Asiatico, mudaram essa percepcao
(Srikiatkhachorn et al. 2011). As informagfes clinicas desses surtos constituiram a base
para uma classifica¢éo clinica da dengue publicada na diretriz da Organizacdo Mundial da
Salde (OMS) em 1975 e atualizada em 1997 (Phuong et al. 2004, Balmaseda et al. 2005,
Bandyopadhyay et al. 2006, Rigau-Pérez 2006, Deen et al. 2006, Srikiatkhachorn et al.
2011).

Nesta diretriz, as infec¢bes pelo DENV foram agrupadas em categorias de acordo
com quadro clinico dos pacientes: Febre do Dengue (FD) e Febre Hemorragica do Dengue
(FHD) (FIGURA 5). A FHD era subdividida em quatro graus de gravidade, sendo os graus lll
e IV definidos como Sindrome do choque da dengue (SCD).

A febre da dengue é entdo definida como uma doenca com pelo menos dois achados
clinicos, incluindo nauseas, vomitos, dor de cabeca, artralgia, dor retro-orbital, erupcéo
cutanea, mialgia, manifestacbes hemorragicas e leucopenia. Devido a falta de
especificidade desses sinais e sintomas clinicos, se fazia necessaria evidéncia laboratorial

ou epidemiologica de infecgéo do virus da dengue para um diagndstico confirmado.

Nesta classificacdo, a definicAo de FHD consiste em 4 critérios clinicos: febre,
tendéncia hemorragica (hemorragia espontdnea ou resultado positivo do teste de
torniquete), trombocitopenia (contagem de plaquetas, =100000 células/mm® e
extravasamento plasmatico como mostrado pelo derrame pleural, ascite ou 220% de

hemoconcentracéo.

Varias criticas foram levantadas contra a definicdo de casos FHD apresentada pela
OMS, 1997. Os relatérios argumentaram que a definicdo de caso de FHD era muito rigida e
muito dificil para aplicagdo nos cuidados priméarios ou em sistemas de salde com recursos
limitados (Phuong et al. 2004, Balmaseda et al. 2005, Bandyopadhyay et al. 2006, Rigau-
Pérez 2006, Deen et al. 2006, Srikiatkhachorn et al. 2011). Outra critica foi que a definicao
do caso néo identifica uma proporc¢éo significativa de casos graves de dengue. Por exemplo,

manifestacdes graves, como encefalopatia e insuficiéncia hepatica, ndo estéo incluidas na
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definicdo do caso FHD. Além disso, foi questionado se as definicbes de caso, que foram
desenvolvidas com base em dados de casos pediatricos no sudeste da Asia, seriam
aplicaveis a outras regibes e populagcbes, como por exemplo, paises da América Latina.
Consequentemente, um estudo multicéntrico chamado Dengue Control (DENCO) foi
realizado. Com base em seus achados, uma nova classificacdo clinica da dengue foi
publicada na diretriz mais recente da OMS e posteriormente promulgada (WHO 2009). Com
0s novos critérios de classificagdo, a doencga classifica-se em: Dengue com Sinais de
Alarme (DCSA), Dengue sem Sinais de Alarme (DSSA) ou Dengue Grave (DG), conforme
ilustrado na FIGURA 5:

DENGUE COM OU SEM SINAIS DE ALERTA

4
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*Paciente reside ou vigjou para drea endémica. Apresenta febre ou 2
dos seguintes sincis/sintomas: nduseas ou vomitos, eritema, dores no
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FIGURA 5: Classificagdo da Dengue quanto a gravidade clinica, de acordo com WHO 2009. Adaptado de
(Guzman et al. 2016)
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2.2 ESPECTRO CLINICO DA DENGUE

Pacientes com dengue podem progredir através de trés fases clinicas conhecidas

como fase febril, fase critica e fase de recuperacao(Brasil 2016b) (FIGURA 6).
2.2.1 FASE FEBRIL

Os pacientes geralmente desenvolvem febre alta, de aparecimento abrupto, que
pode ser bifasica. Esta fase febril aguda geralmente dura de 2 a 7 dias, é frequentemente
acompanhada por rubor facial, eritemas na pele, dor generalizada no corpo, mialgia,
artralgia, cefaleia e dor retro-orbital (Bhatt et al. 2013, PAHO 2016). Alguns pacientes podem
apresentar odinofagia, e hiperemia faringea e conjuntival. Sintomas gastrointestinais
(anorexia, nauseas, vomitos e diarreia) sdo comuns. Na fase febril adiantada pode ser dificil
diferenciar clinicamente a dengue de outras doencas febris agudas (Campagna et al. 2006,
PAHO 2016). No entanto, a prova do lago positiva aponta maior probabilidade do paciente
ter dengue, embora este teste seja considerado inespecifico. Estima-se que
aproximadamente 21% dos casos com prova do lago positiva ndo sejam confirmados como
tal (Kalayanarooj et al. 1997, Phuong et al. 2002, PAHO 2016).

No inicio do estagio febril, as caracteristicas clinicas sdo indistinguiveis entre casos
de dengue e aqueles que mais tarde poderao tornar-se dengue grave (Phuong et al. 2002,
Bandyopadhyay et al. 2006, PAHO 2016). Portanto, o monitoramento de sinais de alerta,
bem como demais paradmetros clinicos € crucial para reconhecer a progressao para a fase
critica. Manifestacdes hemorragicas leves como petéquias e equimoses na pele podem ser
vistos alguns dias apo6s o inicio da doenca. O figado pode apresentar hipertrofia e
sensibilidade apés alguns dias de febre (Rigau-Pérez et al. 1998, WHO 2009, PAHO 2016).
Pode ocorrer diminuicdo progressiva da contagem total de leucdcitos (Kalayanarooj et al.
1997, Srichaikul & Nimmannitya 2000, PAHO 2016).
2.2.2 FASE CRITICA (DEFERVESCENCIA)

Na fase critica ou de defervescéncia, a temperatura do corpo pode cair e
permanecer, em média, 37,5°C ou menos (FIGURA 6). Do 3° ao 7° dia de doenca, pode ser
observado em alguns pacientes um aumento na permeabilidade vascular bem como
aumento nos niveis de hematdécrito. Isso marca o inicio da fase critica; ou seja, a fase de
manifestacdes clinicas com extravasamento plasmatico significativo, que geralmente dura
de 24 a 48 horas e pode estar associada a epistaxe (sangramento da mucosa nasal) e
gengivorragia (sangramento das gengivas), bem como metrorragia ou hipermenorréia
(sangramento transvaginal em mulheres de idade fértil) (Srikiatkhachorn et al. 2007, PAHO
2016). Além disso, leucopenia com neutropenia e linfocitose com 15 a 20% de formas
atipicas, seguido por uma rapida diminuicdo da contagem de plaquetas, geralmente precede
0 extravasamento de plasma (Kalayanarooj et al. 1997, PAHO 2016). Pacientes que

apresentam aumento de permeabilidade vascular podem ter seu quadro agravado como
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resultado da perda de volume de plasma e podem apresentar sinais de alerta. Se a volemia
nao for prontamente e devidamente restaurada, esses pacientes tendem a apresentar sinais
de hipoperfusdo tecidual e choque hipovolémico. Derrame pleural e ascite podem ser
clinicamente detectaveis, dependendo do grau de extravasamento de plasma e do volume
de fluidos administrados. Raio-X do térax, ultrassom abdominal, ou ambos, séo ferramentas
Uteis para o diagndstico precoce de efusdes da cavidade serosa, bem como o
espessamento da parede da vesicula biliar (Colbert et al. 2007, PAHO 2016).

O choque hipovolémico ocorre quando um volume critico de plasma é perdido
durante o extravasamento e é quase sempre precedido de sinais de alarme. Se este quadro
permanecer por tempo prolongado, o aporte reduzido de sangue para os tecidos resulta no
comprometimento progressivo dos 6rgédos, acidose metabdlica e coagulacao intravascular
disseminada. Isto leva a hemorragia grave com consequente aumento do hematdcrito. Ao
invés de leucopenia, usualmente vista nessa fase, a contagem de leucécitos totais pode
aumentar em pacientes com sangramento grave. No entanto, o comprometimento grave dos
orgdos, como hepatite, encefalite e miocardite e até mesmo hemorragias graves podem se
desenvolver sem extravasamento plasméatico ou choque hipovolémico aparentes (WHO
2009).

Alguns individuos podem evoluir para a Dengue Grave, que € definida por um ou
mais dos seguintes sintomas: (i) extravasamento plasmatico, que pode levar ao choque e/ou
acumulo de fluidos em compartimentos extravasculares; (i) hemorragia grave; (iii)
comprometimento dos 6rgéos (FIGURA 5). Conforme a permeabilidade vascular progride, a
hipovolemia agrava e resulta no choque. Durante o estagio inicial, 0 mecanismo
compensatdrio que mantém a pressao sanguinea sistélica em niveis normais induz
taquicardia e vasoconstricdo periférica com perfusdo sanguinea diminuida nas
extremidades. Por fim, ocorre uma descompensacao nas pressdes sistélica e diastélica, que
caem drasticamente e este quadro de hipotenséo e hip6xia, quando prolongado, resulta em
faléncia mdltipla de 6rgdos. Ainda, pacientes graves podem apresentar alteracdes nos
fatores de coagulacdo sanguinea, embora essas alteracfes ndo estejam relacionadas com
hemorragias graves. Quando o quadro hemorragico grave ocorre, quase sempre €
acompanhado de choque hipovolémico. Este quadro, em combinacdo com a
trombocitopenia, hipoxia e acidose, pode levar a faléncia multipla de 6rgdos e coagulacao
intravascular disseminada. Algumas manifestacdes incomuns podem ocorrer, incluindo
insuficiéncia hepatica aguda e encefalopatias, que acontecem mesmo na auséncia de
extravasamento plasmético e choque. Cardiomiopatias e encefalite também j& foram
detectadas. No entanto, a maior parte das mortes por dengue ocorre em pacientes com

choque profundo, particularmente se houver sobrecarga de liquidos (WHO 2009)
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2.2.3 FASE DE RECUPERACAO (CONVALESCENTE)

Na fase de recuperacdo ha uma reabsorgéo gradual do fluido do extravascular para o
compartimento intravascular. Este periodo de reabsorcdo pode durar de 48 a 72 horas
(FIGURA 6). Normalmente, o bem-estar geral melhora, ha recuperacdo do apetite, sintomas
gastrointestinais tendem a diminuir, o estado hemodinamico se estabiliza. Alguns pacientes
podem apresentar erupcdo cutdanea acompanhada de prurido generalizado (Kautner et al.
1997, Phillips et al. 2009, PAHO 2016), bradicardia sinusal e alteracfes eletrocardiograficas
(Lateef et al. 2007, PAHO 2016).

O hematdcrito estabiliza-se ou pode ser menor devido ao efeito de diluicdo do fluido
reabsorvido. Geralmente, a contagem de leucocitos comecga a aumentar com o aumento dos
neutrofilos e a queda nos linfécitos (Oliveira et al. 2009, PAHO 2016). A contagem de

plaquetas tende a aumentar rapidamente na fase de recuperagéo.

Problemas respiratorios devido ao derrame pleural e ascite macica podem ocorrer a
gualguer momento durante a fase critica ou de recuperagéo, geralmente em decorréncia da
administracao intravenosa rapida ou excessiva de fluidos.

Esse fenbmeno também pode ocorrer em pacientes com alteragbes renais,
miocardicas, pulmonares ou naqueles com nefropatia prévia ou miocardiopatia
representando a principal causa de insuficiéncia cardiaca congestiva, edema pulmonar ou
ambos (Phillips et al. 2009, PAHO 2016).

Fasesda doenga Febril Critica Recuperagao

Diasde doenga 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

Temperatura

N —
) . Reabsorg¢ao da sobrecarga
Achados clinicos Desidratagdo de volume
potenciais

Comprometimento de orgéos

Alteragdes
laboratoriais

Plaquetas

Sorologiae
virologia

FIGURA 6: Fases de evolugdo da dengue. Curso das alteragdes clinicas e laboratoriais apés inicio dos sintomas
(WHO, 2009)
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23 PATOGENESE

Acredita-se que a patogénese seja o0 resultado de uma interacdo de fatores do
hospedeiro, virais e ambientais. Os mecanismos pelos quais a infeccdo por DENV gera os
quadros mais graves ainda sao bastante discutidos na literatura e uma série de teorias
foram formuladas. A seguir, estas serdo discutidas brevemente.

2.3.1 FACILITACAO DA INFECCAO DEPENDENTE DE ANTICORPOS

A teoria da Facilitacdo da infeccdo dependente de Anticorpos (Antibody Dependent
Enhancement - ADE) envolvida na gravidade da dengue foi proposta por Halstead e
O'rourke em 1977.

Acredita-se que a imunidade homotipica seja longa, mas apds um breve periodo de
protecdo cruzada, as infec¢des heterotipicas ocorrem e sdo acompanhadas de respostas de
anticorpos originarios de infeccdes secundarias (Halstead & O’Rourke 1977). Esta teoria
propde que o virus opsonizado por anticorpos subneutralizantes sofra maior interiorizagédo
nos macréfagos, levando a uma maior replicacdo viral e ativacdo destas células com
aumento da liberacdo de fatores inflamatorios (Clyde et al. 2006). Por esse prisma, a
ocorréncia de casos graves estd associada a pelo menos duas infec¢gdes sequenciais por

sorotipos distintos.

Em uma segunda infeccdo, sao produzidos dois tipos de anticorpos: o0s
neutralizantes e os subneutralizantes com reatividade cruzada a sorotipos distintos. Nesta
ocasido os anticorpos produzidos conjuntamente (de reatividade cruzada/ subneutralizantes)
podem se ligar a particula do virus da infeccdo em andamento, formando um complexo
antigeno-anticorpo. Este complexo tem acesso facilitado aos receptores expressos nas
células-alvo, ajudando o virus a infectar as células de forma mais eficiente, e levando

consequentemente, a um aumento da replicagéo e da carga viral (FIGURA 7).

Esses eventos provocariam uma producdo exagerada de mediadores inflamatdrios

contribuindo para o desenvolvimento da forma grave de dengue.
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FIGURA 7: Modelo de ADE para a infecgdo por dengue. (A) O aumento da replicagédo do virus ocorre quando
anticorpo néo neutralizante presente no hospedeiro devido a uma infec¢éo priméria pelo virus da dengue (DENV)
se liga a uma particula infectante de DENV durante uma infeccao heterotipica subsequente, mas sem neutralizar
0 virus. Em vez disso, o complexo virus-anticorpo se liga aos receptores Fcy (FcyR) nos mondcitos circulantes,
facilitando a infecc@o dessas células. O resultado geral € um aumento na replicagdo global do virus, levando ao
potencial para doenga mais grave. (B) trés categorias de resultados clinicos sdo possiveis. Se a avidez e a
concentragdo dos anticorpos forem altas, a segunda infecgdo € neutralizada sem causar sintomas. Se a avidez e
a concentracdo dos anticorpos forem moderadas ou minimas, a infeccdo pelo virus é controlada por outros
mecanismos e o0s anticorpos tem efeitos insignificantes. Se a avidez e a concentracdo dos anticorpos forem
baixas, entdo os anticorpos aumentam a infec¢éo e resultam em doenca grave.

Fonte: Adaptado de (Elong Ngono & Shresta 2018)
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2.3.2 PECADO ANTIGENICO ORIGINAL

A teoria do pecado antigénico original sugere que a gravidade observada durante
infecgBes secundérias ocorre devido a participacao dos linfocitos T especificos para o DENV
(Mongkolsapaya et al. 2003). Desta forma, durante uma infeccdo primaria ocorre expansao
de clones de células T especificas para o sorotipo infectante e geracdo de células de
memoaria especificas. Assim, os linfécitos T especificos reagem contra os virus, levando a
sua eliminacdo. Em uma segunda infec¢cdo por outro sorotipo, as células T de memoria
geradas na primeira infeccdo, especificas somente para o sorotipo anterior, reagiriam de
forma cruzada contra o virus da infec¢do atual, uma vez que compartilham muitos epitopos
em comum. No entanto, essas células apresentam baixa afinidade, citotoxicidade reduzida e
menor capacidade de producdo de citocinas antivirais e ndo sado eficientes na eliminacdo do
virus. Ao contrario, produzem exagerada quantidade de mediadores inflamatorios,
favorecendo o aumento da permeabilidade vascular, que dentre outras consequéncias,
levaria a uma ativagcdo constante e desregulada do endotélio com o aumento da
permeabilidade vascular. Isto poderia culminar em hemorragias graves, choque e até morte
do paciente (FIGURA 8) (Mangada & Rothman 2005, Mongkolsapaya et al. 2006, Remy
2014).
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FIGURA 8: llustracdo do fendbmeno do pecado original antigénico em dengue. As células T de reatividade
cruzada geradas durante uma infeccéo primaria poderiam prevalecer durante uma infecgdo secundaria. Havendo
uma alta propor¢édo de células T reativas de baixa avidez, mas ainda assim desencadeando a producédo de
citocinas inflamatérias sem citotoxicidade, isso pode predispor a imunopatologia. Fonte: Adaptado de (Elong
Ngono & Shresta 2018)
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2.3.3 “TEMPESTADE” DE CITOCINAS E EXTRAVASAMENTO VASCULAR

Foi sugerido que as formas de dengue grave se manifestam no contexto da producao
exacerbada de citocinas pré-inflamatérias — a chamada “tempestade de citocinas” - que, em
tltima instancia, atinge o endotélio vascular e, eventualmente, leva a aumento transitorio da
permeabilidade vascular, manifestacdes hemorragicas, hemoconcentracdo e, em alguns
casos, desenvolvimento de choque hipovolémico intratavel, resultando em morte (Basu
Atanu & Chaturvedi Umesh C. 2008, Rothman 2011, Costa et al. 2013).

Assim, parece que a inflamacdo excessiva contribui para a patogénese da
enfermidade e esse evento seria, portanto, caracteristico das formas graves da doenca,
onde uma infeccdo secundaria por um sorotipo diferente seria marcadamente um fator de
risco (Malavige & Ogg 2012). Embora niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas ocorram em pacientes com dengue brando, niveis mais altos destes
mediadores sdo observados em pacientes com dengue grave (Azeredo et al. 2001, Chen et
al. 2006a, Lee et al. 2006, Bozza et al. 2008).

A ativagdo de linfécitos T, células Natural Killer (NK), mondcitos, macrofagos, bem
como de células dendriticas, levam ao aumento da producdo de citocinas e quimiocinas.
Estes mediadores atuam em diversos tecidos, inclusive no endotélio vascular, contribuindo
para a 0 aumento da permeabilidade vascular e extravasamento plasmatico (Pang et al.
2006, John et al. 2015).

Por exemplo, niveis aumentados de TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2/MCP1, CCL3,
MIF, IP10/CXCL10 e IFN-y foram relatados em pacientes com DG (Azeredo et al. 2001,
Braga et al. 2001, Lee et al. 2006, Chen et al. 2006b, Bozza et al. 2008, Butthep et al. 2012,
Pinto et al. 2012b, Costa et al. 2012, Ferreira et al. 2015). Muitas destas citocinas ja foram
associadas a gravidade da doenca, incluindo disfungdo hepética, hipotenséo,
trombocitopenia e choque hemorragico (Rothman 2011, Azeredo et al. 2015, Ferreira et al.
2015)

Ainda ndo se compreende claramente como esta producdo macica de citocinas é
induzida e eventualmente controlada. No entanto, alguns trabalhos sugerem que na dengue
grave ocorra uma ativacao desregulada das células imunes, no aumento da producdo de
mediadores proé-inflamatérios e consequente disfuncdo das células endoteliais
desencadeada pelo virus e em varios mecanismos imunopatolégicos. (Cardier et al. 2005,
John et al. 2015)
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2.3.4 VIRULENCIA VIRAL

De acordo com essa teoria, a gravidade de dengue estaria associada a fatores virais
que incluem tanto o sorotipo infeccioso quanto o genétipo do virus, com certos genotipos
dentro de cada sorotipo sendo mais virulentos que os demais (Leitmeyer et al. 1999, Yacoub
et al. 2016). Por esse prisma, as variacdes genéticas e antigénicas, bem como a carga viral

teriam implicacdes na viruléncia viral (Libraty et al. 2002).

Por meio de pesquisas na area de epidemiologia de base populacional, alguns
gendtipos tém sido relacionados com a maior incidéncia de formas graves de dengue, a
exemplo do DENV-2 cepa Sudeste asiatico, em comparagdo com o DENV-2 cepa
americana (Watts et al. 1999).

Os dados obtidos por Sangkawibha e colaboradores (1984) em estudo prospectivo
da epidemia de 1980 na Tailandia, sugerem que a sequéncia especifica de sorotipos
associados as infecgfes primaria e secundarias poderiam determinar maior ou menor risco
para o desenvolvimento de SCD. Assim, uma infeccdo por DENV-1 seguida de uma
infeccdo secundéaria por DENV-2 seria relativamente mais virulenta (Sangkawibha et al.
1984). Em outro estudo, o DENV-2 também foi mais frequente relacionado com casos de
FHD grau | quando comparado com DENV-1 (Fried et al. 2010).

Fried e colaboradores (2010) também observaram que DENV-2 e DENV-3 tém sido
associados a dengue grave, enquanto que DENV-1 e 4 sdo mais frequentemente
relacionados com manifesta¢des brandas da doenca (Revisto por Paiva 2016).

No Brasil, a introducdo de uma nova linhagem de DENV-2 foi relacionada com maior
namero de casos graves e fatais (Faria et al. 2013, Nunes et al. 2016b). Além disso, estudos
recentes demonstram que a emergéncia do DENV-4 no Brasil ndo foi associada a casos
mais graves mesmo em individuos apresentando infec¢do secundaria (Faria 2016, Heringer
et al. 2017).
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3. ZIKA

A febre Zika € uma doenca de etiologia viral transmitida principalmente pelos
mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus. O virus zika (ZIKV) pertence ao género Flavivirus e
a familia Flaviviridae. Estudos baseados na proteina NS5 descreveram a existéncia de duas
principais linhagens de ZIKV: Africana e Asiatica (Haddow et al. 2012). O ZIKV esta
intimamente relacionado com outros flavivirus de importancia médica tais como o DENV e
YF (Thomas et al. 2014). A infeccdo pelo ZIKV pode causar uma infeccdo inaparente em
muitos individuos. Os individuos que desenvolvem sintomas, geralmente apresentam uma
doenca branda e autolimitada, semelhante a dengue. Embora a doenca seja branda na
maior parte dos pacientes, estudos demonstraram a associa¢ao causal entre a infeccao pelo
ZIKV e microcefalia em recém-nascidos de maes infectadas, assim como com O
desenvolvimento de complica¢des neurolégicas e sindrome de Guillain-Barré (SGB) (Chang
et al. 2016). O recente surto epidémico no Brasil e em outros paises da América Latina

ilustrou a rapidez com que o ZIKV emergiu (Zanluca et al. 2015, Campos et al. 2015).
3.1 HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

O ZIKYV foi originalmente isolado em 1947 em macacos Rhesus, durante um estudo
gue os utilizava como sentinelas para deteccdo de febre amarela, na floresta Zika localizada
na peninsula de Entebbe, antiga capital da Republica de Uganda (Dick et al. 1952).
Subsequentemente o ZIKV foi isolado a partir de mosquitos A. africanus no mesmo local
(Dick 1952). O novo microorganismo identificado foi denominado de Zika virus, em

referéncia ao nome da floresta.

O ZIKV também foi isolado de outras espécies de mosquitos do género Aedes,
incluindo Ae. aegypti na Malasia nas décadas subsequentes (Lanciotti et al. 2008). Muitas
outras espécies de Aedes, tais como Ae. luteocephalus, Ae. albopictus, Ae. furcifer,
Ae. vittatus, Ae. taylori, Ae. dalzieli, Ae. hirsutus, Ae. metalico, Ae. hensilii e Ae. unilineatus
também foram implicados como vetores, assim como mosquitos de outros géneros,
incluindo Culex quinquefasciatus (Ayres 2016), apesar deste dado necessitar de mais

evidéncias para comprovacgdes do real papel deste Gltimo vetor na transmisséo do virus.

A primeira evidéncia de infeccdo humana pelo ZIKV ocorreu em 1952, quando
Smithburn demonstrou a presenca de anticorpos neutralizantes em soros humanos
coletados na Africa Ocidental (Smithburn 1952). Casos esporadicos e evidéncia soroldgica
foram reportados em estudos e relato de caso demonstrando a presenca do ZIKV em vérias
regides da Africa e Asia antes de se espalhar para a regido do Pacifico e mais recentemente
para as Américas. Em 1954, a vigilancia soroldgica na Africa Equatorial Francesa

demonstrou a presenca de 0,5% de anticorpos anti-ZIKV (Pellissier 1954).

Foram detectados casos isolados em paises da Africa e, no final da década de 1970,

na Indonésia. Trinta e oito por cento (38%) dos individuos apresentaram anticorpos
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neutralizantes na Nigéria no periodo de 1971-1975 (Fagbami 1979). Nos anos 1977-1978, a
doenca também foi confirmada através da presenca de anticorpos anti-ZIKV em pacientes

na Indonésia (Olson et al. 1981).

N&o foram localizadas publica¢cdes com relatos de casos de zika no periodo de 1983-
2006. O surgimento do surto na ilha Yap nos Estados Federados da Micronésia, na
Oceania, em 2007, foram os primeiros casos de infec¢éo pelo ZIKV fora da Africa e da Asia
(Duffy et al. 2009).

Entre 2008-2013 foram relatados casos de infec¢do pelo ZIKV no Senegal, Africa e no
Camboja, Sudeste Asiatico. Em um dos estudos, dois pesquisadores adquiriram a infeccdo
no Senegal e retornaram as suas residéncias no Colorado e um destes transmitiu a doenca
a esposa (Heang et al. 2011, Foy et al. 2011). Outro surto foi documentado entre outubro de
2013 e fevereiro de 2014, na Polinésia Francesa. Durante o ano de 2014, o ZIKV espalhou-
se por toda a Oceania com casos relatados em Nova Caled6nia, llha Cook e Ilha de Pascoa
(loos et al. 2014, Tognarelli et al. 2016), provavelmente relacionados com o surto na
Micronésia (Musso et al. 2014b).

Em 2015, foi confirmada a circulagdo do virus no Nordeste do Brasil, quando
pesquisadores da Universidade Federal da Bahia detectaram o genoma do virus Zika em 7
de 24 amostras sorologicas de fase aguda de pacientes exantematicos de Camacari, Bahia
(BA), através da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (Campos et al. 2015). A
transmissdo autéctone no Brasil também foi posteriormente confirmada por Zanluca e
colaboradores do Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas, Instituto
Oswaldo Cruz, no Parana (PR), em amostras provenientes do Rio Grande do Norte (RN),
onde encontraram 8 amostras positivas, testadas por RT-PCR. A analise filogenética
demonstrou uma alta identidade com sequéncias da linhagem asiatica do ZIKV (Zanluca et
al. 2015).

Os estados do RJ (Brasil et al. 2016a), AL, MA e PA (Vasconcelos 2015) também
confrmaram a presenca do ZIKV em amostras analisadas. A partir de entdo, a
disseminacao se deu de forma rapida e no final do ano de 2015, 19 unidades da federacéo
ja haviam relatado a transmissao autdctone do virus (Brasil 2016a) (FIGURA 9). Estima-se
que o numero de casos suspeitos de infeccdo pelo ZIKV variou entre 440.000 e 1.300 000
no final de 2015 (Brasil 2015b).

Em 2016, foram registrados 216.207 casos provaveis (com 60,7% de casos
confirmados) e incidéncia de 105,3 casos/100 mil habitantes. Foram confirmados
laboratorialmente 8 6bitos por virus Zika, a saber: RJ (4), Espirito Santo (ES) (2), MA (1) e
PB (1). A analise segundo regides geogréficas, demonstrou que a regido Centro-Oeste

apresentou a maior taxa de incidéncia: 222,0 casos/100 mil habitantes (Brasil 2017).
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Em 2017, foram registrados 17.452 casos provaveis de febre pelo virus Zika no pais,
com incidéncia de 8,5 casos/ 100 mil habitantes e destes, 8.839 (50,6%) foram confirmados,
com as maiores taxas de incidéncia nos estados de MT e GO e Tocantins (TO). Foram
confirmados laboratorialmente dois oObitos por ZIKV, nos estados de SP e Rondbénia (RO).
Em relagdo as gestantes, foram registrados 2.160 casos provaveis, sendo 949 confirmados
por critério clinico-epidemiolégico ou laboratorial. Em termos comparativos, percebe-se que,
dentro de um ano, houve significativa diminuicdo de casos provaveis e confirmados, fato que
pode estar associado ao desenvolvimento de memadria imunoldgica conferida (Brasil 2018a).

Em 2018, até a semana epidemiologica 11 (31/12/2017 a 17/03/2018)foram
registrados 1.486 casos provaveis de febre pelo ZIKV, com incidéncia de 0,7acasos/100 mil
habitantes e 372 (25%) de casos confirmados (Brasil 2018b).

Em relagdo a introducdo do ZIKV no Brasil, presume-se que o virus tenha sido
importado durante o torneio da Copa das Confederacgfes, realizado em 2013 (Faria et al.
2016a). Outras hip6teses sugerem que a introducdo do ZIKV seja proveniente da Polinésia
Francesa pelos viajantes durante da Copa do Mundo de futebol realizado no Brasil em 2014
(Salvador & Fuijita 2016), ou que possa ter ocorrido devido a visita do Papa Francisco, com
muitos jovens catélicos da Africa e Asia visitando o Brasil durante a Jornada Mundial da
Juventude em julho de 2013 (Epelboin et al. 2017), ou ainda durante o Campeonato Mundial
de Canoagem de Primavera, realizado no Rio de Janeiro, Brasil em 2014 (Musso 2015). A
introdugcdo do ZIKV foi provavelmente despercebida porque as manifestagdes clinicas do

ZIKV se confundem com aquelas causadas por outras arboviroses endémicas no Brasil.

Desde 2007, quando foi detectada a primeira grande epidemia do ZIKV, em Yap, na
Micronésia, 70 paises e territorios ja notificaram a transmissao do virus por mosquitos —
sendo 67 deles a partir de 2015 (WHO 2016a) (FIGURA 10).
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Para o Brasil, a epidemia em 2015-2016 (Zanluca et al. 2015), gerou uma enorme
preocupacédo, uma vez que diversos estudos indicaram a associagéo da infecgéo pelo ZIKV
com manifestacdes congénitas, a exemplo da microcefalia, uma afeccdo craniana na qual o
bebé nasce com o perimetro craniano com tamanho inferior ao normal e pode haver
diferentes graus de acometimento neurologico (Mlakar et al. 2016, Brasil et al. 2016b). Além
disto, foram relatados casos apresentando complicacdes neurolégicas e a SGB (Oehler et
al. 2014).
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FIGURA 9: Distribuicdo espacial do ZIKV no Brasil. Casos reportados de 2014 a 2016, de acordo com dados
epidemioldgicos do Ministério da Salde. As areas de transmissdo de dengue estdo apresentadas em cinza.
Adaptado de (Lowe et al. 2018)
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3.2 FORMAS DE TRANSMISSAO DO ZIKV

O ZIKV foi isolado de vérias espécies de mosquitos pertencentes ao género Aedes,
mas considera-se que 0s surtos recentes ocorreram principalmente devido a transmissao
por mosquitos Ae. aegypti. A espécie é considerada o principal vetor de ZIKV por sua

abundancia urbana e natureza antropofilica (Hayes 2009, Kraemer et al. 2015).

A espécie Ae. albopictus é considerada um vetor secundario (Grard et al. 2014), pois
assim como a espécie Ae. aegypti, o Ae. albopictus é capaz de transmitir outros flavivirus,
incluindo DENV e virus chikungunya (CHIKV). No entanto, ao contrario do Ae. aegypti, 0s
mosquitos Ae. albopictus preferem areas subpopuladas com vegetacao significativa e picam
0s seres humanos e 0s animais oportunisticamente (Paupy et al. 2009). Contudo, o
desmatamento e a expansdo dos assentamentos humanos em areas que antes eram
relativamente desprovidas de seres humanos aumentaram a frequéncia de contato entre
humanos e esta espécie, o que, por sua vez, levou a adaptacdo desta espécie ao nicho

urbano (Kraemer et al. 2015).

E provavel que as atuais configuracdes urbanas, bem como as condicdes de
sobrevivéncia favoraveis encontradas pelos vetores sejam responsaveis por conduzir e
sustentar os surtos regionais. No entanto, para além da transmisséo vetorial, outros modos
de transmissdo representam a importacdo de ZIKV em regibes fora do territorio onde
circulam os vetores ou em areas que ainda nao haviam experimentado surtos (Gregory et al.
2017).

Outras formas de transmissdo documentadas incluem a transmissdo sexual,
transplacentaria e perinatal e representam formas nao vetoriais de transmissédo do ZIKV
(Besnard et al. 2014, Musso et al. 2015b, Adibi et al. 2016) (FIGURA 11).

O ZIKV foi detectado por RT-PCR na placenta, corddo umbilical, bem como no
liguido amnidtico de duas gestantes cujos fetos foram diagnosticados com microcefalia
(Calvet et al. 2016) (FIGURA 12).

Cogita-se que a amamentacdo possa ser um meio potencial de transmissao do ZIKV,
no entanto os dados confirmatdrios permanecem limitados. Cavalcanti e colaboradores
reportaram casos de quatro maes com infec¢cdes comprovadas em laboratério. Nenhuma
doenca evoluiu em trés dos bebés amamentados, apesar da deteccdo de RNA viral no
sangue e urina maternos e do isolamento de particulas infecciosas em uma amostra de leite.
Os resultados sugeriram que apesar da presenca de particulas virais no leite materno, isso
pode ndo ser suficiente para a transmissao perinatal do ZIKV(Cavalcanti et al. 2017).

O virus Zika também foi detectado na saliva humana (Musso et al. 2015a), sangue
(Bearcroft 1956, Musso et al. 2014a), sémen, urina (WHO 2016b) e no trato genital feminino
(Prisant et al. 2016). Foi recentemente detectado no sémen e na urina de, respectivamente,

um paciente apés 92 dias de infeccdo (Gaskell et al. 2017) e outro paciente apds 62 dias de
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infeccdo (Atkinson et al. 2016). A disseminacao do virus através de transfusdo de sangue
também foi relatada (Musso et al. 2016). InfecgBes por ZIKV foram ainda documentadas

através de exposicao ocupacional (CDC 2014).

Musso e colaboradores encontraram achados laboratoriais que propiciaram um maior
suporte para a comprovacdo da transmissdo sexual. Durante a epidemia de ZIKV na
Polinésia Francesa, um paciente no Taiti apresentou hematospermia e uma alta carga viral
com particulas replicativas do ZIKV isoladas em seu sémen, o que sugeriu a replicacao do
virus no trato genital masculino (Musso et al. 2015b).Embora nenhum outro arbovirus ja
tenha sido isolado do sémen humano, esses achados sugeriram que o ZIKV estaria
presente no fluido seminal. Esta hipotese foi confirmada por varios estudos que detectaram
RNA viral em varios homens que apresentaram sintomas de infeccao por ZIKV (Foy et al.
2011, Musso et al. 2015b, Atkinson et al. 2016). Além disso, a carga viral no liquido seminal
foi significativamente maior do que na urina ou no sangue (Mansuy et al.,, Musso et al.
2015b, Atkinson et al. 2016). Verificou-se ainda que particulas infecciosas podiam ser

isoladas do sémen mesmo apos a depuragdo da viremia (Musso et al. 2015).

E pouco provavel que a transmissdo sexual cause grandes surtos de ZIKV. No
entanto, h4 a possibilidade deste modo de transmissdo desempenhar um papel significativo
na importagdo do ZIKV para areas que ainda ndo experimentaram um surto e em que a
transmisséo local do mosquito € menos provavel (Foy et al. 2011).

Além disso, a persisténcia do ZIKV nos testiculos sugeriu que este tecido pode atuar
como um reservatorio do qual novos ciclos de transmissdo podem ser iniciados no futuro,

como ja foi o caso anteriormente para o virus Ebola (Deen et al. 2015).
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Devido ao aumento surpreendente do nimero de casos de microcefalia no Brasil
logo apos a epidemia de 2015, a possibilidade de infecgédo por transmisséo transplacentaria
foi investigada. De forma alarmante, em 2016, mais de 4.000 casos de microcefalia foram
relatados no periodo de quatro meses nos estados do nordeste do Brasil. Este nimero
representou aumento de aproximadamente 20 vezes em relagéo a anos anteriores (Nunes
et al. 2016a). Cogitou-se entdo a possibilidade de que o ZIKV pudesse atravessar a barreira
placentaria levando danos no sistema nervoso central (SNC) de fetos, da mesma forma que
outros patégenos TORCH (Toxoplasma gondii, virus da rubéola, citomegalovirus e virus
herpes simples). Finalmente em 2016, o ZIKV foi detectado no liquido amnidtico de duas
gestantes cujos fetos foram diagnosticados com microcefalia (Calvet et al. 2016). Além
disso, estudo constatou a presenca do ZIKV no tecido cerebral de feto acometido de
microcefalia cuja mée apresentou sinais de infec¢cdo por ZIKV (doenca febril e erupgéo
cutanea) no final do primeiro trimestre da gravidez (Mlakar et al. 2016). Desta forma, a
transmissdo materno-fetal ficou comprovada, e atualmente consiste em uma das principais
preocupacdes nas areas endémicas.

O risco de microcefalia devido a infec¢@o por ZIKV no primeiro trimestre da gravidez
foi estimado em 0,88-13,2% (Johansson et al. 2016). No entanto, outros estudos relataram
qgue o ZIKV pode atravessar a barreira placentaria em qualquer estagio da gestacao,

causando efeitos teratogénicos (Oliveira Melo A. S. et al. 2016, Brasil et al. 2016b).
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3.3 MANIFESTACOES CLINICAS DA INFECCAO PELO ZIKV

A grande maioria das infecgcbes por ZIKV é assintomética (80%). Quando
sintomética, a infeccdo pelo ZIKV ocasiona uma doencga autolimitada, semelhante a dengue
com um periodo de incubacdo de até 10 dias. Os sinais e sintomas consistem em febre
baixa, mialgia e erupcdo maculopapular, acompanhada por artralgia e cefaleia, e com
menos frequéncia edema, dor de garganta e vomito (Duffy et al. 2009, Hayes 2009, Cao-
Lormeau et al. 2014, Zanluca et al. 2015). Normalmente, a infeccdo pelo ZIKV nédo se
associa com complicagbes graves, apresentando baixa taxa de hospitalizagdo e poucos
registros de 6bitos. Em comparagdo com a dengue, a Zika € geralmente menos grave;
cefaleia e mal-estar sdo mais leves sem complicacdes hemorragicas e/ou de choque. A
conjuntivite esta frequentemente presente, enquanto a artralgia € menos pronunciada (Duffy
et al. 2009).

A sintomatologia da infec¢éo néo é especifica, podendo ser confundida com quadros
ocasionados por outros Flavivirus, como DENV e CHIKV (Zanluca & Dos Santos 2016). As
alteracdes laboratoriais incluem leucopenia transitéria e, em alguns casos, trombocitopenia.
As concentragfes séricas de aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) podem ou néo estar elevadas. Os sintomas da infecgdo pelo ZIKV normalmente
duram de 3 a 7 dias, mas a artralgia pode persistir por mais tempo em alguns individuos
(Tappe et al. 2014).

3.4 SINDROME CONGENITA DO ZIKV

Ademais, apesar de ser uma infec¢cdo benigna na maior parte dos casos, surto de
ZIKV foi de enorme preocupacéo para o Brasil, uma vez que estudos associaram a infeccao
pelo ZIKV com manifestacdes congénitas, a exemplo da microcefalia, uma afeccdo craniana
na qual o bebé nasce com o perimetro craniano com tamanho inferior ao normal (FIGURA
13), podendo haver diferentes graus de acometimento neurolégico, além de problemas
oculares (Mlakar et al. 2016, Brasil et al. 2016a). As pesquisas demonstram que a
microcefalia se manifesta como consequéncia de muitas anormalidades do sistema nervoso

central (SNC), causadas pelo ZIKV.

Embora a microcefalia tenha recebido grande parte da atengdo como consequéncia da
infeccdo pelo ZIKV, amplo espectro de manifestacdes clinicas e malformagbes fetais
associadas a infeccdo intrauterina foram descritos. Neste sentido, o termo Sindrome
Congénita do ZIKV (SCZ) foi empregado para designar um conjunto de manifestacdes

clinicas e alterag6es do SNC encontrados em criancas com a infecgdo congénita pelo ZIKV.
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O neurotropismo do ZIKV leva a lesGes funcionais e estruturais do SNC. As lesbes
estruturais incluem alterac6es na morfologia do cranio, cérebro, olhos e extremidades. As
lesGes funcionais, por outro lado, abrangem perda da funcdo cerebral podendo evoluir de
diferentes maneiras dependendo da reabilitacdo e estimulacao que é oferecida a crianca. A
alteracdo da estrutura cerebral é consequéncia da extensa destruicdo cerebral com colapso
nos 0ssos cranianos levando ao proeminente 0sso occipital tipico, além da pele excessiva e

redundante do couro cabeludo (Revisto por Proenca-Modena et al. 2018).

Estudos de casos de microcefalia no Brasil demonstraram caracteristicas clinicas tais
como pele excessiva e redundante do couro cabeludo, artrogripose, distlrbios neurolégicos
como hipertonia, espasticidade, calcificagdes intracranianas, anormalidades oculares e
hiperreflexia (Schuler-Faccini 2016, Brasil et al. 2016b).

35 COMPLICACOES NEUROLOGICAS PELA INFECCAO POR ZIKV

Da mesma forma como ocorre em outras viroses, complicacbes decorrentes da
infeccdo pelo ZIKV também foram observadas. Relatos de casos da SGB durante infec¢des
por ZIKV, principalmente em regides de cocirculacdo com o DENV também foram descritos
em adultos.

A SGB é uma neuropatia inflamatéria autoimune que gera um quadro de fraqueza
muscular, tetraparesia nos membros inferiores, parestesia das extremidades, mialgia difusa
e paralisia facial assimétrica (Oehler et al. 2014).

A SGB foi confirmada em 55% de pacientes que apresentavam comprometimento
neuroldégico e sintomas compativeis com infeccdo por ZIKV na regido Nordeste (PAHO,
2015). Além de SGB, mielite e meningoencefalites também foram relatadas em pacientes
adultos (Pinheiro et al. 2016, Carod-Artal 2018).
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3.6 PATOGENESE DO ZIKV

A ZIKA é uma doenca febril aguda e autolimitada e estima-se que maioria das
infecgBes resultem em quadros assintométicos e quadros clinicos brandos (Duffy et al.,
2009; loos et al., 2014). No entanto, o aumento dramético na incidéncia de microcefalia,
relatos de casos de SGB e complicagdes neuroldgicas (Oehler et al., 2014b), chamou
atencdo da comunidade cientifica e varios estudos foram desenvolvidos visando
compreensdo dos mecanismos patogénicos do virus, bem como o neurotropismo exibido.
Apesar de muitos esforgos e extensa literatura, a patogénese da infec¢édo pelo ZIKV ainda é
pouco conhecida.

3.6.1 TROPISMO VIRAL

Assim como outros flavivirus, € provavel que o ZIKV infecte células das glandulas
epiteliais e salivares do mosquito apés ingestdo de sangue de um individuo infectado.
Depois de um periodo de 5-10 dias, o ZIKV pode ser encontrado na saliva do mosquito e
transmitido para humanos. O mosquito contrai o virus ao picar uma pessoa doente no
periodo compreendido entre 24 horas antes da manifestagdo dos primeiros sintomas e seis
dias depois (Wong et al. 2013).

Quando o mosquito infectado faz seu repasto sanguineo, a saliva infectada deposita
o virus na epiderme e na derme do hospedeiro, 0o que leva a infec¢éo por ZIKV tanto dos

fibroblastos da pele do hospedeiro quanto dos queratinécitos (Hamel et al. 2015).

A identificacdo de mediadores da entrada do ZIKV nas células alvo representa um
grande desafio ha compreenséo do tropismo e da patogénese do ZIKV(FIGURA 14). Pode-
se depreender que a infeccado destas células permite que os virus se disseminem aos
ganglios linfaticos regionais a partir dos quais pode atingir o fluxo sanguineo e
consequentemente outros tecidos, incluindo o SNC. Uma série de moléculas candidatas
para este fim tem sido investigada. O modelo atual sugere que os flavivirus como DENV e
ZIKV usam pelo menos dois conjuntos diferentes de moléculas para acessarem as células
alvo: conjunto dos receptores de lectina do tipo C e dos receptores de fosfatidilserina, que
incluem os receptores TIM (imunoglobulina de células T e dominio de mucina) e da familia
TAM (TYRO3, AXL e MER). O receptor AXL também foi implicado como um receptor de
entrada para o ZIKV em células gliais humanas (astrécitos e microglia) (Meertens et al.
2017)
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As evidéncias de infeccdo de fetos com microcefalia no Utero e a deteccdo do
genoma viral no liquido amnidtico de gestantes sugeriu fortemente o potencial neurotropico
do virus (Mlakar et al. 2016, Calvet et al. 2016). Os mecanismos pelos quais o ZIKV
ultrapassa a barreira placentéria e atinge o feto ainda sdo pouco conhecidos. No entanto,
estudos com diferentes tipos de células neurais e placentarias, assim como modelos
animais, levaram o desenvolvimento de hipéteses plausiveis: infeccdo do tecido fetal
poderia envolver a transcitose do virus através da placenta ou a infeccdo da prépria
placenta. Qualquer uma das opc¢des poderia levar a disseminacdo do virus no feto e a
infeccdo subsequente do cérebro em desenvolvimento. A infeccdo da placenta e a resposta
inflamatéria resultante poderiam alterar indiretamente o desenvolvimento neural. (Proenca-
Modena et al. 2018). Estudos in vitro jA mostraram que os macréfagos placentarios (células
de Hofbaeur) e sinciotrofoblastos séo permissivos a infecgéo pelo ZIKV (Quicke et al. 2016).
Além disso, o ZIKV infecta citotrofoblastos, células endoteliais, fibroblastos e células
Hofbauer das vilosidades coribnicas, além de células epiteliais amnidticas e progenitores
trofoblasticas. A replicagdo do ZIKV nas células de Hofbauer, trofoblastos e neuroblastos
parece ser dependente da via de sinalizacdo JAK-STAT, uma vez que o bloqueio desta via
resultou no aumento da replicacdo viral (Gavegnano et al. 2017). Sinciotrofoblastos
humanos isolados do segundo trimestre de gestacdo produzem constitutivamente

interferons tipo Il e s&o resistentes a infec¢éo pelo ZIKV (Corry et al. 2017).

Recentemente, células endoteliais microvasculares cerebrais (Primary human brain
microvascular endotheliais cells - hBMECs) foram apontadas como reservatérios da
infeccdo. O estudo demostrou que o ZIKV infecta e ativa as hBMECs sem alterar a
permeabilidade endotelial. De forma importante, foi evidenciado que particulas virais
infeciosas atravessam a monocamada celular através de mecanismo de transcitose (Papa et
al. 2017).

Lazear e colaboradores (2016) avaliaram a infeccdo e patogénese de diferentes
cepas de ZIKV. Os resultados demonstraram carga viral elevada nos tecidos do SNC de
camundongos infectados que persistiu mesmo apds desaparecimento dos sinais clinicos.
Interessantemente, camundongos tratados com anticorpo monoclonal MAR1-5A3
(bloqueador do receptor do interferon tipo | - IFNAR1) foram mais susceptiveis a infeccéo
pelo ZIKV demonstrando a importancia das vias de sinalizacdo dos interferons tipo | (IFN-
a/B) (Lazear et al. 2016).
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Estudo de Tang e colaboradores (2016) forneceu evidéncias do neurotropismo viral
através do uso de organodides cerebrais derivados de células-tronco humanas de
pluripoténcia induzida (hiPSCs). No trabalho em questéo, as hiPSCs foram diferenciadas em
células progenitoras neurais humanas especificas do prosencéfalo (hNPCs- populagéo
constitutiva de um cérebro embrionario) e posteriormente foram infectadas com ZIKV in vitro
Na ocasido, os pesquisadores descobriram que essas células séo facilmente infectadas pelo
virus com 90% de células infectadas num periodo de trés dias de inoculagéo (Tang et al.
2016). Destacadamente, este estudo demonstrou que a infeccdo de hNPCs por ZIKV leva a
desregulacdo do ciclo celular e ao aumento no numero de mortes celulares. Essas
descobertas fornecem mais informacdes sobre o mecanismo pelo qual a infec¢do por ZIKV

nas maes leva a doenga do ao comprometimento do SNC em recém-nascidos (Park 2017).

Resultados interessantes também corroboraram a ideia de associagdo causal entre
ZIKV com complicagdes do SNC. Garcez e colaboradores. (2016) examinaram os efeitos da
infeccdo em células-tronco neurais humanas que crescem como neuroesferas e organoides
cerebrais in vitro. Os resultados mostraram que as células-tronco neurais infectadas com
ZIKV apresentavam anormalidades morfologicas e desprendimento celular quando se
desenvolveram em neuroesferas. Nestas neuroesferas infectadas, ZIKV foi encontrado tanto
ligado as membranas quanto nas mitocéndrias e vesiculas, mostrando que ZIKV atinge
células cerebrais humanas e interfere na neurogénese durante o desenvolvimento cerebral
(Garcez et al. 2016).

Destaca-se que a via de ativacdo do TLR3 (Toll Like receptor 3 -TLR3) nas células
do SNC induziu a apoptose e atenuacdo da neurogénese contribuindo para a patologia fetal
(Dang et al. 2016)

A infeccdo de gestantes pelo ZIKV tem sido associada a anormalidades congénitas
em seus bebés, mas € incerto dizer em que momento o concepto humano é mais vulneravel
ao virus, durante a gravidez. Até momento, as observacdes sugerem que o feto em
desenvolvimento pode ser mais vulneravel ao ZIKV no inicio do primeiro trimestre antes que
uma zona protetora de trofoblasto viloso maduro tenha sido estabelecida. Assim, os fetos de
mulheres infectadas pelo ZIKV durante este periodo da gestagdo apresentariam maior risco
de nascer com complica¢des neuroldgicas, tais como a microcefalia, do que os bebés de
maes que entraram em contato com o virus em fases posteriores da gestacdo (Sheridan et
al. 2017). De acordo com o estudo de Sheridan e colaboradores (2017), o ambiente
favoravel nos primeiros meses de gestacao facilita o escape viral da barreira placentaria.
Nesta fase, as células placentérias produzem proteinas que estimulam a entrada do virus
nas células do feto em formacdo que ainda ndo possui resposta imunoldgica para evitar a
infeccdo pelo ZIKV(Sheridan et al. 2017).
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Por outro lado, a despeito dessas proposicoes, verificou-se casos de danos ao bebé
em diferentes idades gestacionais, incluindo o trimestre final, sugerindo que a sindrome
congénita do zika pode se apresentar em qualquer momento da gestacédo (Brasil et al.
2016b, Soares de Souza et al. 2016).

O ZIKV também foi detectado em outros tecidos e fluidos corporais. Estudos com
lesBes oculares demostraram a presenca do virus no tecido ocular de camundongos tais
como cOrnea, retina e nervo optico. Além disso, o ZIKV foi detectado no fluido lacrimal.
Células do trato reprodutivo incluindo as espermatogonias, celulas de Sertoli, epitélio e
fibroblastos uterinos foram também descritas como alvos potenciais da infeccdo (Revisto por
Miner & Diamond 2017).
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FIGURA 14: Tropismo do virus Zika. Estudos em humanos e modelos animais (camundongos e primatas néo
humanos- PNH) detectaram ZIKV em células da placenta, incluindo células Hofbauer (in vitro e em tecido
humano explantado da placenta), trofoblastos (camundongos, primatas ndo humanos e humanos), e células
endoteliais (in vitro em tecido placentario humano explantado e in vivo em placenta de camundongos). Outros
alvos celulares do ZIKV incluem tipos de células neuronais, incluindo células progenitoras neurais e neurdnios
maduros (camundongos, PNH e humanos) e astrdcitos (culturas de células humanas in vitro). Além disso, o ZIKV
infecta os tecidos oculares, incluindo a cérnea, a retina neurossensorial e o nervo 6ptico (camundongos), bem
como o humor aquoso da camara anterior (humanos). O ZIKV também tem como alvo células do trato
reprodutivo, incluindo espermatogénias, células de Sertoli e células de Leydig (nos testiculos de camundongos),
espermatozoides (amostras de camundongos e humanos) e do epitélio vaginal (camundongos) e fibroblastos
uterinos (infecg¢do in vitro de amostras humanas). O tropismo resulta na deteccdo do ZIKV em varios fluidos
corporais, incluindo fluido conjutival ou lagrimas (camundongos e humanos), saliva (PNH e humanos), sémen
(camundongos, PNHs e humanos), muco cervical (humanos), lavagens vaginais (camundongos e humanos) e
urina (PNH e humanos). Fonte: Adaptado de (Miner & Diamond 2017)
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3.6.2 RESPOSTA IMUNE A INFECCAO PELO ZIKV: REATIVIDADE CRUZADA ENTRE ZIKV E DENV.

A imunidade humoral mediada por anticorpos desempenha um papel crucial no
controle dos flavivirus. Anticorpos neutralizantes dirigidos a epitopos localizados em todos
os trés dominios estruturais da proteina E, fornecem protecdo contra os flavivirus in vivo,
mas também podem promover aumento da carga viral, por meio do fenbmeno de ADE (vide
tépico 2.3.1) (Dai Lianpan et al. 2016, Khandia et al. 2018).

Considerando que muitas questbes permanecem sem resposta sobre a biologia
incomum e espectro da infeccdo por ZIKV, existe a especulacdo de que os anticorpos contra
flavivirus poderiam aumentar a replicacdo do ZIKV gerando implicagbes importantes na
patogénese da doenca e nos programas de vacinacgdo tanto para dengue quanto para zika.
Os anticorpos de reacgéo cruzada teriam implicacdes no design da vacina contra ZIKV, pois
poderiam resultar em doenga exacerbada nos individuos que ja tiveram dengue (Dejnirattisai
et al. 2016).

O ZIKV é filogeneticamente relacionado com outros flavivirus, como o DENV e o
WNV, que cocirculam com o ZIKV em muitas regidées do mundo. O Brasil, bem como outros
territérios, é considerado uma area endémica, o que resulta em um nimero consideravel de

individuos que fizeram soroconversao pelo DENV (Bardina et al. 2017).

Devido ao alto grau de semelhanca estrutural e sequencial entre o ZIKV e o DENV,
estudos sugeriram que a presenca de anticorpos de reatividade cruzada em individuos que
ja tiveram dengue teria um papel importante numa subsequente infeccdo pelo ZIKV
(Priyamvada et al. 2016, Stettler et al. 2016, Dejnirattisai et al. 2016). Corroborando com
este achado, recentemente foi demonstrado que anticorpos anti-DENV foram pouco
neutralizantes e capazes de promover ADE na infeccdo por ZIKV. Viram também que o
plasma de individuos infectados pelo DENV foi capaz de promover ADE pelo ZIKV in vitro.
Além disso, também foi observado que o plasma de individuos infectados pelo DENV foi
capaz de promover ADE na linhagem de células mieléides humanas U937, linhagem que é
relativamente resistente/pouco permissiva a infec¢do pelo DENV e ZIKV na auséncia de
ADE (Dejnirattisai et al. 2016).

A ADE também ja foi demonstrada in vitro com outros flavivirus, como o WNV.
Utilizando plasma de individuos infectados por DENV e WNV em fase convalescente, o
trabalho de Bardina e colaboradores (2017) verificou um substancial aumento da infeccdo
por ZIKV mediado pelo envolvimento de receptores de Fc da imunoglobulina G. A
administracdo de plasma de pacientes convalescentes infectados por DENV ou WNV em
camundongos suscetiveis ao ZIKV resultou em aumento da morbidade - incluindo febre,

viremia e cargas virais na medula espinhal e nos testiculos - e aumento da mortalidade.
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Em contraste, estudos com pacientes naturalmente infectados ndo demonstraram
fenbmeno da ADE entre dengue e zika, uma vez que nem viremia ou niveis de citocinas
foram maiores nos pacientes com ZIKV e infec¢@o prévia pelo DENV (Terzian et al. 2017).
Estudos mais detalhados em modelos animais e evidéncias epidemiologicas sé&o
necessarios para confirmar se o fenbmeno de ADE ocorre in vivo e se teria relacdo com a

patogénese do ZIKV.
4. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O desafio no diagnostico clinico diferencial diante de uma triplice epidemia (dengue,
Zika e chikungunya) destaca a importancia dos testes de diagnostico laboratorial para o
gerenciamento clinico, vigilancia epidemioldgica e pesquisa.

Os métodos laboratoriais para a confirmacdo de infeccdo pelos DENV envolvem
detecgdo do virus através do isolamento viral em células de mosquito Ae. albopictus clone
C6/36 (Nogueira et al. 1988), do acido nucleico viral (Lanciotti et al. 1992), captura de
antigeno (NS1) (Lima et al. 2010) e deteccdo de anticorpos especificos (IgM/IgG), ou a
combinacédo dessas técnicas (WHO 2009).

No caso de dengue, a viremia é detectavel por cerca de 4 a 5 dias ap6s o inicio dos
sintomas e se correlaciona fortemente com a duracdo da febre. Em uma infecgéo primaria,
os anticorpos anti-DENV da classe IgG evoluem de forma relativamente lenta, com baixos
titulos no periodo de 8 a 10 dias apds o inicio da febre, enquanto os anticorpos anti-DENV
da classe IgM sado detectados a partir de 5 dias ap6s o inicio da febre podendo durar até 3
meses. Durante infec¢des secundarias, os anticorpos IgG evoluem rapidamente, com altos
titulos logo ap6s o inicio da febre. Em alguns casos, os anticorpos IgM podem ser
indetectaveis O soro é a amostra de escolha, embora plasma, sangue e tecidos (figado,
baco, linfonodos, pulméo e cérebro coletados de casos fatais) também sejam ateis (WHO
2009).

A secrecdo da proteina ndo estrutural-1 viral (NS-1) por células infectadas pelo
DENYV oferece uma janela de oportunidade para o diagndéstico precoce, porque a NS1 pode
ser detectada no sangue até 9 dias ap6s o inicio da febre e em amostras de tecido (Lima et
al. 2011). Testes comerciais rapidos e kits de ELISA estdo disponiveis, produzindo
sensibilidades variando de 54 a 93%, com menor sensibilidade em infec¢cbes secundarias
(Guzman et al. 2010). A deteccdo de anticorpos anti-DENV classe IgM, revelam uma
infeccdo ativa ou recente, é o teste mais utilizado na vigilancia laboratorial. Diferentes
formatos de ELISA detectam anticorpos da classe IgM com diferentes graus de sensibilidade

e especificidade (Hunsperger et al. 2009).
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O diagndstico laboratorial para confirmacdo de infeccdo pelo ZIKV é o RT-PCR
(Lanccioti et al 2008) realizada em laboratérios de referéncia da rede do Sistema Unico de
Saude (SUS). A deteccao de RNA viral no soro é restringida aos primeiros 5 dias da doenca
(CDC 2016). No entanto, é possivel detectar o RNA viral na urina por mais 2 a 3 semanas
(Hirayama et al. 2012, Gourinat et al. 2015, Campos et al. 2015, Pessbéa et al. 2016).

J& existem ensaios soroldgicos comerciais disponiveis para a deteccdo de anticorpos
especificos para ZIKV. No entanto, a sensibilidade e especificidade dos testes de ELISA
para quantificacdo dos anticorpos anti-ZIKV classe IgM e IgG séo bastante questionaveis,
visto que existe forte reatividade entre ZIKV, DENV e outros flavivirus. Além disso, na fase
inicial da infeccéo, as taxas de anticorpos anti-ZIKV da classe IgM e IgG s&o muito baixas,
tornando dificil a confirmacao do diagndstico. A detec¢éo de anticorpos deve ser confirmada
por um ensaio de neutralizacdo complementar, permitindo determinar a especificidade dos
anticorpos detectados (por exemplo, testes de neutralizagdo por reducdo de placa -PRNT).
A aplicabilidade do teste para deteccdo de anticorpos IgM pode depender da situacdo
clinica. A duragdo dos anticorpos anti-ZIKV da classe IgM ainda ndo foram estabelecidas,
mas existem indicios de que os anticorpos IgM podem ser Uteis no diagndstico da sindrome
congénita do zika. Trabalho brasileiro, conduzido por Cordeiro e colaboradores detectou
anticorpos IgM no liquido cerebroespinhal de 30 neonatos com microcefalia (Cordeiro et al.
2016).

O diagnéstico laboratorial da febre chikungunya é realizado através de métodos
virolégicos ou sorologicos. Os métodos viroldgicos incluem o isolamento viral e a reagédo da
transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) (Lanciotti et
al. 2007). Os anticorpos da classe IgM e/ou IgG comecam a ser detectados no periodo de 7
dias apoOs o inicio dos sintomas, representando o momento ideal para realizagdo do

diagndstico sorolégico através dos testes de ELISA e PRNT (da Cunha & Trinta 2017).

Os testes moleculares (RT-PCR) sdo indicados para a realizacdo do diagndstico
diferencial das arboviroses circulantes no Brasil. O RNA viral pode ser extraido do soro,
sangue, plasma, tecidos (incluindo espécimes fixados com formol), sangue coletado em
papel filtro e (mais recentemente) saliva. O ensaio de inibicdo da hemaglutinacdo (HI),
ELISA para deteccdo de anticorpos da classe IgG e ensaios de PRNT s&o Uteis para

deteccédo de exposicao prévia (CDC 2016).
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JUSTIFICATIVA

Atualmente, o Brasil vive uma triplice epidemia causada pelos arbovirus DENV,
CHIKV e ZIKV. As infeccbes em questdo sdo transmitidas principalmente pela picada de
mosquitos hematéfagos fémeas do género Aedes. As epidemias resultam em grandes
problemas para a salde publica ocasionando alto indice de interna¢des, morbidade e
mortalidade.

Desde a introdugdo do DENV-1 em 1986, o Brasil vem sofrendo com sucessivas
epidemias de dengue com grande impacto na saude da populacdo. A febre de chikungunya
comecou a se espalhar pelo mundo em 2013, e em 2014 a doenca acometeu milhares de
pessoas no Brasil. De forma dramatica, em 2015 vivenciamos a constatacédo da associacao
de epidemia de microcefalia com a infeccdo pelo ZIKV na regido Nordeste do pais o que por
sua vez gerou uma situacdo de emergéncia em saulde publica. Além disso, a presenca
concomitante dos trés virus levou a um diagndstico diferencial dificil para os médicos, uma
vez que as infeccdes tém sinais e sintomas bastante parecidos, tornando o diagnéstico
clinico complexo. Provavelmente devido a cocirculacdo dos trés virus, casos de pacientes
comprovadamente coinfectados pelo DENV/ZIKV, DENV/CHIKV e CHIKV/ZIKV ja foram
reportados. No entanto, ainda é desconhecido o desfecho clinico em pacientes coinfectados
e risco potencial de desenvolvimento de formas clinicas mais graves. Fatores do
hospedeiro, virais e epidemioldgicos podem estar associados a patogénese das doencas, no
entanto 0os mecanismos envolvidos em cada arbovirose isoladamente ainda ndo sdo
completamente conhecidos.

Em relagcdo a resposta imunoldgica, o aumento significativo de varios mediadores
inflamatorios soluveis, € um evento bastante conhecido na dengue, como “tempestade de
citocinas” e esta presente nas formas mais graves da dengue. O papel destes mediadores
na infeccdo pelo ZIKV e sua importancia nas formas clinicas da doenca ainda é pouco
conhecido assim como nos individuos coinfectados. Visamos, portanto, neste estudo,
analisar os aspectos epidemioldgicos, laboratoriais, clinicos e imunologicos de pacientes
naturalmente infectados pelos arbovirus dengue e zika originarios da cidade de Campo
Grande, MS, Brasil. A aplicacdo de metodologias visando o diagnoéstico diferencial dos
arbovirus circulantes e a identificacdo de casos de coinfecgbes séo imprescindiveis na
vigilancia epidemioldgica do pais. Além disso, a identificacdo de marcadores, associados
tanto ao hospedeiro quanto ao virus, podera contribuir na predi¢do de risco aumentado para
o desenvolvimento de formas graves da doencga, consequentemente, contribuindo para as
resolucdes terapéuticas precoces.

A identificagdo parametros clinicos e de biomarcadores associados a patogénese
dessas viroses torna-se um importante aliado capaz de predizer um risco aumentado de
desenvolvimento de formas graves da doencga; além disso podera auxiliar no diagnéstico
diferencial destes agravos.
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OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS
5. OBJETIVO GERAL

Caracterizar os aspectos clinicos, epidemiolégicos, virais e imunoldgicos de casos de

dengue ou zika originarios da epidemia de 2016 no estado do Mato Grosso do Sul.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1) Identificar a origem e distribuicdo dos casos investigados durante o periodo

estudado;

2) Avaliar a contribuicdo das técnicas de RT-PCR para identificagdo do sorotipo viral
e dos métodos sorolégicos (MAC-ELISA, IgG-ELISA e Captura de NS1) para a confirmacao
dos casos suspeitos;

3) Descrever as caracteristicas demograficas dos casos confirmados a fim de

contribuir com a compreensao da epidemiologia local.

4) ldentificar a prevaléncia das manifestacBes clinicas apresentadas por casos
confirmados de dengue e/ ou zika durante o periodo estudado, a fim de tracar um perfil da
regido, contribuindo assim com futuras avalia¢des clinicas de pacientes do local.

5) Identificar marcadores clinicos e laboratoriais de pacientes agudos
monoinfectados pelo DENV ou ZIKV e ainda, coinfectados por estes virus, na tentativa de
contribuir para o diagnéstico diferencial entre as duas diferentes viroses.

6) Avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas circulantes nos casos confirmados, a fim
de comparar o perfil desses fatores nos pacientes infectados por dengue, zika e

coinfectados,
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V.

MATERIAIS E METODOS
6. CONSIDERACOES ETICAS:

A incluséao dos pacientes foi feita mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. O projeto dispde de aprovacéo pelo Sistema Plataforma Brasil sob os
nameros CAAE 13318113.7.3001.0021 e CAAE 57221416.0.1001.5248 (Anexo A ).

7. DESENHO DE ESTUDO
Este estudo é do tipo prospectivo, descritivo, observacional e transversal.
8. POPULACAO DE ESTUDO

8.1 INVESTIGACAO DE CASOS SUSPEITOS DE INFECCAO PELO DE DENV, ZIKV OU
CHIKV NA REGIAO CENTRO-OESTE DO BRASIL, A PARTIR DE UMA TRIPLICE
EPIDEMIA DE ARBOVIROSES OCORRIDA EM 2016 NA CIDADE DE CAMPO
GRANDE (MS)

Para a investigacdo de casos suspeitos da infeccdo por DENV, ZIKV e CHIKV na regido
Centro-Oeste do Brasil, um total de 134 amostras foram coletadas em um trabalho de
campo realizado na cidade de Campo Grande (MS) durante o periodo de 16 de fevereiro a
05 de margo de 2016 como parte de colaboracdo estabelecida com o Dr. Rivaldo Venancio
da Cunha (UFMS e FIOCRUZ/MS) e com a Dra. Marcia Dal Fabbro da UPA Coronel
Antonino (FIGURA 15). Destas, 119/134 (88,80%) foram classificadas como amostras
agudas (=7 dias apdés o inicio dos sintomas) e 15/134 (11,19%) como amostras
convalescentes (>7 dias apds o inicio dos sintomas), sendo todas estas submetidas ao
diagndstico molecular e sorologico para estes virus.

O levantamento dos dados clinicos e demograficos (idade, sexo, comorbidade) foi
realizado através do preenchimento de uma ficha clinica previamente elaborada para o
projeto (Anexo B). Os resultados de exames laboratoriais (hematoldgicos e bioquimicos)
foram analisados através da consulta dos prontuarios com a devida autorizagdo do chefe do
servico de atendimento médico. Além disso, foram analisadas amostras de doadores
saudaveis (controles), que ndo apresentaram episédios febris nos ultimos trés meses ou
historico de outras doencas. As amostras negativas para todos os testes de diagndstico
laboratorial coletadas durante o periodo de estudo foram também utilizadas nas analises
clinicas e laboratoriais.
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FIGURA 15: Esquema do desenho experimental do estudo

FIGURA 16: Procedéncia dos casos suspeitos de infeccdo por arbovirus (n=134) a partir de uma triplice
epidemia ocorrida em 2016 na cidade de Campo Grande (MS), regido Centro-Oeste do Brasil.
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8.2 DEFINIQAO DE CASO
Para os casos suspeitos de dengue, utilizamos os critérios do Ministério da Saude,

2016. Desta forma foram considerados casos suspeitos 0S pacientes que apresentaram
doenca febril aguda, com duracdo maxima de sete dias, acompanhada de pelo menos dois
dos sinais ou sintomas como cefaleia, dor retro orbitaria, mialgia, artralgia, prostracao ou
exantema, associados ou ndo a presenca de sangramentos ou hemorragias, com historia
epidemioldgica positiva para dengue (Brasil 2016c).

Os casos suspeitos de zika foram todos 0s pacientes que apresentaram exantema
maculopapular pruriginoso acompanhado de dois ou mais dos sintomas: febre, hiperemia
conjutival, poliartralgia e edema periarticular (Brasil 2016¢, Cunha et al. 2016)

Em relacdo a infec¢cdo pelo CHIKV, foram considerados casos suspeitos todo o
paciente com febre de inicio subito maior que 38,5°C, que apresentou artralgia ou artrite
intensa de inicio agudo, ndo explicado por outras condi¢bes, sendo residente ou tendo
visitado areas endémicas ou epidémicas até duas semanas antes do inicio dos sintomas ou
que tenha vinculo epidemiolégico com caso confirmado (Brasil 2015b)

8.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

As amostras de sangue de pacientes foram coletadas e os diagndsticos diferenciais de
infeccdo por DENV, CHIKV e ZIKV foram realizados pelo proprio Centro e confirmados
posteriormente pelo Laboratério de Flavivirus (LABFLA-IOC). As amostras do MS (soro ou
plasma) foram classificados como casos agudos (<7 dias ap0s o inicio dos sintomas) e
posteriormente foram submetidos as metodologias sorolégicas e moleculares para o

diagnéstico laboratorial diferencial (Quadrol).

Para dengue foram utilizados o kit Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™,
Brisbane, Australia), o Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics, California,
EUA), o ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories, California, EUA),
sendo a detecgcdo molecular e tipagem realizada de acordo com Lanciotti et al. (1992), com
o protocolo de RT-PCR em tempo real descrito por Johnson et al. (2005) e com o kit
Simplexa™ DENV (Focus Diagnostics, California, EUA).

Para a investigacdo de casos suspeitos de infec¢do pelo ZIKV as amostras foram
testadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR em tempo real descrita por Lanciotti et al.
(2008). Nao foram utilizados testes sorologicos na investigacao de casos suspeitos de ZIKV

devido a possibilidade de reatividade cruzada com outros Flavivirus nos testes disponiveis.
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Para a investigacdo de casos suspeitos de infeccdo pelo CHIKV, as amostras foram
submetidas as metodologias sorolégicas e moleculares para o diagnéstico de CHIKV pelo
teste “padrdo-ouro” ELISA de captura de IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo
preconizado pelo Ministério da Saude (2014), kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha), RT-PCR para detec¢cédo do CHIKV descrito por Lanciotti et. al (2007) e o
kit Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA).

Todas as amostras também foram testadas para deteccdo do RNA viral do virus

MAYYV género Alfavirus seguindo o protocolo de (Coimbra et al. 2007).
8.3.1 EXTRAGCAO DO RNA VIRAL

O RNA total das amostras suspeitas de arboviroses foi extraido a partir do soro,
plasma e/ou sangue total utilizando o kit comercial QlAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen,
Hilden, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do fabricante. O RNA viral obtido por esta

metodologia foi armazenado em -70°C para posterior realizacao do diagnéstico molecular.

QuabRro 1: Métodos de diagndstico laboratorial empregados para a investigagdo de casos suspeitos de dengue,
zika e chikungunya durante a triplice epidemia ocorrida no Mato Grosso do Sul, MS, Brasil em 2016.

VIRUS ESTRATEGIA PROTOCOLO
Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Australia)
Dengue Virus IgM Capture DxSelect™
Métodos soroldgicos (Focus Diagnostics, California, EUA)
ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA
DENV (BioRad Laboratories, California, USA)
RT-PCR Convencional (Lanciotti et al. 1992)
Simplexa™ Dengue Real Time RT-PCR
Métodos moleculares
(Focus Diagnostics, California, USA)
Real Time RT-PCR (Johnson et al., 2005)
Anti-CHIKV IgM capture ELISA (CDC and Brazilian MoH, 2014)

Métodos sorolégicos
Anti-CHIKV IgM ELISA (Euroimmun, Lubeck,Germany)

CHIKV
Real Time RT-PCR (Lanciotti et al. 2007)
Métodos moleculares
Chikungunya NSP2 Standard kit (Genesig, England, UK)
ZIKV Métodos moleculares Real Time RT-PCR (Lanciotti et al. 2008)
MAYV Métodos moleculares Real Time RT-PCR (Coimbra et al.2007)

8.3.2 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS DA CLASSE IGM PARA DENV

A determinagdo de anticorpos da classe IgM para DENV foi realizada através do kits
comerciais Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Australia) com
sensibilidade de 94,7% e especificidade de 100%, e Dengue Virus IgM Capture DxSelect™
(Focus Diagnostics, California, EUA) com sensibilidade de 96% e especificidade de 97%,

ambos realizados de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
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8.3.3 TESTE DE CAPTURA DO ANTIGENO NS1 DE DENV

O teste de captura do antigeno NS1 para DENYV foi realizado através do kit comercial
ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories, California, EUA) com
sensibilidade de 95% e especificidade de 100%, de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante.

8.3.4 INFECCAO PRIMARIA E SECUNDARIA

A andlise de anticorpos anti-DENV da classe 1gG especificos, foi realizada a fim de
determinar se a infeccdo era priméria ou secundaria utilizando método de Miagostovich et al.
(1999).

8.3.5 RT-PCR PARA DETECCAO E TIPAGEM DOS DENV

A deteccéo e sorotipagem de amostras de DENV foi realizada a partir da metodologia
de RT-PCR, descrita por Lanciotti et al. (1992), que utiliza uma reacédo semi-nested, capaz
de identificar simultaneamente os quatro sorotipos de dengue (DENV1 a 4) através de duas
reacOes utilizando oligonucleotideos iniciadores consensuais e especificos para cada
sorotipo. O outro protocolo para deteccédo e tipagem de dengue foi utilizado neste estudo e
consiste em uma transcricdo reversa seguida pela reagcdo em cadeia pela polimerase em
tempo real (QRT-PCR) para deteccdo dos DENV realizada em microplaca 6ptica (Applied
Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por Johnson et al. (2005).
Outro protocolo de gRT-PCR provenientes do kit comercial Simplexa™ (Focus Diagnostics,
California, EUA) foi utilizado de acordo com as instru¢des do fabricante em termociclador 3M
Integrated Cycler (Focus Diagnostics, California, EUA).

8.3.6 RT-PCR PARA DETECCAO DO ZIKV

A transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real
(qQRT-PCR) para detecgéo do ZIKV foi realizada em microplaca 6ptica (Applied Biosystems,
California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por Lanciotti et al. (2008). Neste
procedimento, 5uL de RNA foi aplicado em 15 pL de uma mistura contendo H,O livre de
nucleases (Promega, Wisconsin, EUA), GoTaq® Probe gPCR Master Mix (Promega,
Wisconsin, EUA), GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, Wisconsin, EUA).
A reacdao foi realizada em termociclador LineGene 9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China)
de acordo com os seguintes parametros de termociclagem: transcricdo reversa (1 ciclo de
45°C por 15 min); ativagéo (1 ciclo de 95°C por 2 min); desnaturacao (45 ciclos de 95° C por

15 sec) e anelamento/extenséo (45 ciclos de 60°C por 1 min).
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8.3.7 QUANTIFICACAO DE ANTICORPOS DA CLASSE IGM PARA CHIKV (MAC-ELISA)

A determinacéo de anticorpos da classe IgM para CHIKYV foi realizada de acordo com
0 método in house ELISA de captura de IgM anti-CHIKV preconizado e descrito pelo
Ministério da Saude (2014) e pelo kit comercial anti-CHIK VELISA IgM (Euroimmun, Lubeck,
Alemanha). O kit comercial anti-CHIKV ELISA IgM (Sensibilidade: 98,1%; Especificidade:
98,9%), foi realizado de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.
8.3.8 RT-PCR EM TEMPO REAL (QRT-PCR) PARA DETECGAO DE CHIKV

A transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real
(QRT-PCR) para deteccdo do CHIKV foi realizada em microplaca Optica (Applied
Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por Lanciotti et al. (2007).
Outros protocolos de gRT-PCR provenientes de kits comerciais foram utilizados de acordo
com as instrugdes do fabricante. O Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA)
realizado em termociclador 3M Integrated Cycler (Focus Diagnostics, California, EUA) e o
Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino
Unido) para quantificacdo dos casos confirmados de CHIKV através do principio TagMan®,
realizado em termociclador LineGene 9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China).

8.3.9 RT-PCR PARA DETECCAO DO VIRUS MAYARO (MAYYV)

A transcricdo reversa seguida pela reagdo em cadeia pela polimerase em tempo real
(qQRT-PCR) para deteccdo do MAYYV foi realizada de acordo protocolo de Coimbra et al.
(2007).

84 CASO CONFIRMADO DE INFECCAO PELO DENV, ZIKV OU CHIKV

O diagnostico de infeccdo pelo DENV, ZIKV ou CHIKV foi confirmado pela

positividade de pelo menos um dos seguintes métodos:

a) Dengue: Deteccao do antigeno viral NS1 e Detecg¢do do RNA viral por RT-PCR. Devido a
reatividade cruzada comumente observada entre os Flavivirus, a presenca de anticorpos
anti-DENV da classe IgM né&o foi considerada para a confirmag¢do de casos positivos de
dengue.

b) Zika: Deteccdo do RNA viral por RT-PCR

c) Chikungunya: Deteccéo do RNA viral por RT-PCR e detecc¢do de anticorpos anti-CHIKV

classe IgM (coletado durante a fase aguda ou convalescente).
8.5 CLASSIFICAGAO CLINICA DOS CASOS CONFIRMADOS

Apés confirmacdo laboratorial, os pacientes positivos para dengue foram
classificados de acordo com a OMS (2009) em: i) Febre do Dengue sem sinais de alarme
(DSSA) ii) Dengue com sinais de alarme (DCSA) e iii) Dengue Grave (DG) .

Pacientes com diagnostico confirmado para Zika foram classificados em brandos e
graves, de acordo com os critérios de classificacdo descritos pelo Ministério da Saude

(Cunha et al 2016)
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Casos confirmados de febre de chikungunya seguiram os critérios de classificacdo do
Ministério da Saude, 2014.

86 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS
Os parametros laboratoriais hematoldgicos (plaquetas, hematécrito, leucécitos,

mondcitos e linfocitos totais) e os bioquimicos (AST/TGO e ALT/TGP) foram avaliados em
todos os pacientes no hospital de origem. Foram coletados até 20 mL de sangue em tubos

contendo anticoagulante ou em tubo sem anticoagulante para obtencao do soro.

8.7 ENSAIOS PARA A QUANTIFICACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS
(CITOCINAS/QUIMIOCINAS) E FATORES DE CRESCIMENTO.

8.7.1 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE PRODUCAO DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS POR ELISA

Plasma e soro foram separados, aliquotados e armazenados a -70°C para quantificar
citocinas e quimiocinas. Os ensaios de ELISA foram utilizados para avaliar o perfil de
liberacdo de citocinas /quimiocinas nos casos com confirmacé&o laboratorial de infeccdo por
arbovirus.

8.7.1.1 Quantificagdo de MCP1/CCL2, RANTES/CCLS5 e IP10/CXCL10

Para a quantificagdo da quimiocina MCP1/CCL2, 100 yL do anticorpo de captura a
concentragao de 100 pg/mL para MCP1/CCL2 diluidos em PBS pH 7,2, foram adicionados
aos pocos em placa de 96 pocos (Falcon-BD), seguido de incubacgéo por 18h a temperatura
ambiente (TA). Ao final da incubacéo, foram feitas quatro lavagens com solugéo de lavagem
(Tween-20 0,05% em PBS pH 7,2) e entdo adicionados 200 L de solugdo de bloqueio (BSA
5% em PBS pH 7,2) por pogco. ApGs 2 horas de incubacdo a TA, foram realizadas 4
lavagens com tampé&o de lavagem. Curvas padrfes foram preparadas através de diluicdes
seriadas do respectivo padrdo fornecido pelo fabricante. As amostras de plasma dos
pacientes e controles foram diluidas 10 vezes para a quantificacdo de MCP1/CCL2 em
solucdo diluente (Tween-20 0,05%,BSA 0,1% em PBS pH7,2). Foram adicionados 100uL
das amostras de plasma e das diluicdes da curva padrdo aos pogos da placa, que foi
incubada por 2 horas a TA. Ao final da incubacéo, a placa foi lavada 4 vezes com tamp&o de
lavagem e, em seguida, adicionados 100uL do anticorpo de deteccdo na concentragédo de
0,25ug/mL para o MCP1/CCL2 .Apés 2 horas de incubagédo a TA, foram feitas 4 lavagens
com tampédo de lavagem e, posteriormente, adicionados 100uL do conjugado Avidina-HRP
(Horseradish Peroxidase) por poco, diluido 1/2000 em diluente, e entdo incubado por 30
minutos a TA. Finalmente, 100 pL do substrato 3,3'5,5 -Tetrametilbenzedina (TMB) (Sigma)
foram adicionados em cada poco da placa. A leitura da densidade Optica das amostras e
diluicBes da curva padrdo foi realizada no espectrofotdbmetro Expert Plus a 620 nm. Os
protocolos seguidos para a quantificacdo das quimiocinas RANTES/CCL5 e IP10/CXL10
foram semelhantes ao utilizado para MCP1/CCL2, seguindo as especificacbes do fabricante.

Os kits utilizados seguem descritos na TABELA 1.
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8.7.1.2 Quantificacdo de IL-6, IL-10 e IFN-y

Para a quantificacdo das citocinas nos pacientes, 100uL do anticorpo de captura a
concentracao de 100ug/mL ou 200ug/mL(no caso da IL-10) diluidos em PBS pH 7,2 foram
adicionados aos pogos numa placa de 96 pogos (Falcon-BD) e incubados a 4°C por 18h. Ao
final da incubacdo, foi feita uma lavagem com solugéo de lavagem (Tween-20 0,5% em PBS
pH 7,2) e entdo adicionados 250uL de solugao de bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por
poco. Apés 2h de incubacdo a TA, foram realizadas 2 lavagens com tampao de lavagem.
Curvas padrbes foram preparadas através de diluicdes seriadas do respectivo padrao
fornecido pelo fabricante. Foram adicionados 50uL das amostras de plasma e das diluigdes
da curva padrdo aos pocos da placa, que foi incubada por 2h a TA. Ao final da incubacéo, a
placa foi lavada 4 vezes com tampao de lavagem e, em seguida, adicionados 50uL do
anticorpo de deteccao na concentracdo de 0,25ug/mL. Apds 2 h de incubacdo a TA, foram
feitas 4 lavagens com tampdo de lavagem e, posteriormente, adicionados 100uL do
conjugado estreptavidina—HRP por poco, diluido 1/5000 em diluente, e entdo incubado por
30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, 100uL do substrato TMB foram
adicionados a placa por poco. A leitura da densidade Optica das amostras e diluicbes da
curva padrdo foi realizada no espectrofotbmetro Expert Plus a 620 nm. Os protocolos
seguidos para a quantificagdo das citocinas IL-10 e IFN-y foram semelhantes ao utilizado
para a IL-6, seguindo as especificacdes do fabricante. Os kits utilizados seguem descritos
na TABELA 1.

8.7.1.3 Quantificagéo de MIF, IL-15 e TNF-a

Para a quantificagdo da citocina IL-15 nos pacientes, 100uL do anticorpo de captura
a concentragao de 100ug/mL diluidos em PBS pH 7,2 foram adicionados aos po¢os numa
placa de 96 pocos (Falcon-BD) e incubados a 4°C por 18h. Ao final da incubacéo, foi feita
uma lavagem com solugdo de lavagem (Tween-20 0,5% em PBS pH 7,2) e entédo
adicionados 250puL de solugéo de bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por pogo. Apds 2h de
incubacdo a TA, foram realizadas 2 lavagens com tampéo de lavagem. Curvas padrdes
foram preparadas através de diluicdes seriadas do respectivo padrdo fornecido pelo
fabricante. Foram adicionados 50uL das amostras de plasma e das diluicbes da curva
padrdo aos pocos da placa, que foi incubada por 2h a TA. Ao final da incubacéao, a placa foi
lavada 4 vezes com tampao de lavagem e, em seguida, adicionados 50uL do anticorpo de
deteccdo na concentracdo de 0,25ug/mL. Apds 2h de incubacdo a TA, foram feitas 4
lavagens com tampdo de lavagem e, posteriormente, adicionados 100uL do conjugado
estreptavidina—HRP por poco, diluido 1/5000 em diluente, e entdo incubado por 30 minutos
a TA. Finalmente, 100uL do substrato TMB foram adicionados a placa por poco. A leitura da
densidade Optica das amostras e diluicbes da curva padrao foi realizada no

espectrofotbmetro Expert Plus a 620 nm.
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Os protocolos seguidos para a quantificacdo das citocinas TNFoa e MIF foram
semelhantes ao utilizado para IL-15, seguindo as especificacdes do fabricante. Os kits

utilizados seguem descritos na TABELA 1.
8.7.2 DETECCAO DE CITOCINAS E FATORES DE CRESCIMENTO POR LUMINEX

As amostras séricas de fase aguda de gestantes e controles foram armazenados
a -70°C para posterior deteccao de fatores sollveis utilizando Kit comercial para a deteccao
de 27 analitos de acordo com o protocolo do fabricante (Bio-Plex Panel 27 Plex-Bio-Rad,
CA, USA). Os Fatores soluveis quantificados incluiram: a) Citocinas: IL1RA, IL-6, IL-2, IL-5,
IL-10,IL12, IL-7, IL-13, IL-17 A, IL-4, IL-1B, IL-9, IL-15, IFN-y e TNF-a;b) Quimiocinas: IL-8,
MIP1B, RANTES/CCL5, eotaxina, IP10/CXCL10, MCP1/CCL2, MIPla; c) Moléculas de
adesédo e fatores de crescimento: G-CSF (Fator estimulador de col6nias de granuldcitos),
basic-FGF (Fator de crescimento de fibroblastos), VEGE (Fator de crescimento endotelial
vascular), PDGF-BB (Fator de crescimento derivado das plaquetas), GM-CFS (Fator
estimulador de colénias de macréfagos e granulécitos).

O imunoensaio de deteccdo multiplex Luminex consiste na deteccdo de varios
fatores solUveis simultaneamente numa Unica amostra utilizando microesferas especificas
para cada fator. Assim, microesferas de propriedades espectrais definidas sdo conjugadas
aos anticorpos de captura especificos. Microesferas, padrdes, controles fornecidos pelo kit e
as amostras dos pacientes foram plagqueadas (placa de 96 pocos), com filtro no fundo de
cada poco, seguido de incubacéo por 2 h com agitacdo. ApGs incubacéo, a placa foi lavada
utilizando sistema a vacuo e foi adicionado em cada poco, mistura de anticorpos biotinilados
de deteccdo para cada microesfera seguido de incubacdo de 1h a TA. Apls varias
lavagens, a reacdo foi seguida adicionando estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE) em
cada poco e incubadas por 30 min. A reacéo foi finalizada pela adicdo de solucdo STOP,
fornecida pelo kit, e posteriormente a placa foi lavada. As microesferas foram entdo
ressuspensas em tampao e a leitura da placa foi feita no aparelho Luminex Instrumentation

System (Luminex, Austin, TX, USA) da plataforma Luminex do |IOC.
TABELA 1: Kits de ELISA e Luminex utilizados

Produto Cdédigo Fabricante L|m|tes~de Fabricante
deteccédo
IFN-y 900-K27 50-3000 pg/mL Peprotech
IL-6 900-K16 24-1500 pg/mL Peprotech
TNF-a 900-K25 16-2000pg/mL Peprotech
IL-10 900-K21 5-2500 pg/mL Peprotech
MIF DY289 30-2000 pg/mL R&D Systems
MCP1/CCL2 900-K31 4-250 pg/mL Peprotech
RANTES/CCL5 900-M33 16-2000pg/mL Peprotech
IP10/CXL10 900-T39 1-125 pg/mL Peprotech
Human IL-15 duoset DY247 15-1000 pg/mL R&D Systems
Luminex Bioplex panel 27 - Bio-Rad
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6.1 ANALISES ESTATISTICAS:
Os dados clinicos e laboratoriais foram registrados num banco de dados no

programa EpiData Versao 3.1. As diferencas das médias foram comparadas utilizando o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney U para dois grupos e o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, com o pés-teste de comparacao de Dunn ou o pés-teste de tendéncia linear,
na comparacao de trés ou mais grupos. A avaliacdo da frequéncias dos sinais e/ou sintomas
foi realizada através do teste exato de Fisher. As andlises de correlacao foram feitas através
do teste de Spearman. Foi utilizado o software GraphPad Prism v.6 (GraphPad). Valores de

p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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V.

RESULTADOS
9. POPULACAO DO ESTUDO

9.1 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE INFECGCAO POR ARBOVIRUS
No ano de 2016 foram coletadas 134 amostras de sangue de pacientes com suspeita

clinica de infeccdo por arbovirus em Campo Grande, MS. O diagnéstico laboratorial
diferencial foi realizado através da pesquisa do RNA viral nas 134 amostras coletadas.
Desta forma, amostras séricas foram testadas quanto a infecgdo pelo ZIKV (Lanciotti et al
2008), pelo DENV (Lanciotti et al 1992, Jonhson 2007), CHIKV (Lanciotti et al 2007) e MAYV
(Coimbra et al 2007). Dos 134 casos, 107 (107/134, 79%) apresentaram diagnéstico de
infeccdo pelo DENV e/ou ZIKV. Vinte por cento das amostras analisadas (27/134; 20,1%)
foram negativas para todas as metodologias aplicadas (sorolégicas e moleculares) e foram
usadas nas andlises posteriores como grupo de pacientes negativos para DENV, ZIKV,
CHIKV e MAYYV e classificados como outras doengas febris (ODF). (FIGURA 17).

CHIKV

*DENV =ZIKV =CHIKV =MAYV

FIGURA 17: Diagnéstico molecular diferencial de casos suspeitos de infeccao pelos arbovirus DENV e/ou ZIKV.
Para a investigacdo de casos suspeitos as amostras foram testadas para o DENV através da PCR convencional
(Lanciotti et.al 1992); e com protocolo de RT-PCR em tempo real descrito por Johnson et al. (2005); casos
suspeitos de infecgdo pelo ZIKV pela metodologia de RT-PCR em tempo real descrita por Lanciotti et al. (2008).
Para investigacdo de alfavirus, a RT-PCR para deteccao do CHIKV descrito por Lanciotti et. al (2007), o kit
Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA) e para investigagdo de casos suspeitos de MAYV o
protocolo de Coimbra et al. 2007.

Desta forma, tivemos em nosso estudo 107 pacientes com diagndstico positivo de
dengue (69/134; 51,4%) elou Zika (38/134; 28,3%) na fase aguda da doenca [mediana
(IC95%): 4 dias (3,5-5,2)]. Nao houve diferenca significativa em relacdo ao sexo dos
pacientes incluidos (53 mulheres vs 54 homens); e a idade média foi de 34 anos. Dados
demograficos, clinicos e laboratoriais dos diferentes grupos de pacientes incluidos neste

estudo sao mostrados na TABELA 2.
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TABELA 2: Caracteristicas demograficas e parametros laboratoriais do pacientes estudados durante a tripla
epidemia em Campo Grande, MS, Brasil, 2016

ZIKV® DENV CHIKV* NEGATIVO®
(n=38) (n=69) (n=7) (n=27)
Idade 31 (30,5-40,1) 32(32,7-40,3) 26(17,5-53,8) 38 (32,1-44,3)
Género
Feminino: Masculino (n) 21:17 32:37 2:5 22:6
Gestantes (n) 5 5 0 1
Dias pds-infec¢do® 3,5(3-4,1) 4,0 (4,1- 6,2) 3.0(1,9-4,9) 3.0 (1,3-5,7)
Hospitalizacdo, n (%) 2(0,9) 7 (5,22) 1(0,9) 0
Comorbidades
Hipertenséo arterial, n (%) 8 (7,5) 12 (11,5) 2(1,8) 1(0,9)
Diabetes mellitus, n (%) 0 2(1,8) 2(1,8) 0
Outras Comorbidades *, n (%) 9 (8,4) 19 (17,9) 1(0,9) 8 (7,5)

°Numero total de amostras/casos positivos independente da presenga de co infeccao.
® pacientes negativos para todas as metodologias aplicadas;

£ pacientes que apresentaram anticorpos anti -CHIKV da classe IgM
®Dias desde o inicio da doenca até a entrevista;

#Outras comorbidades incluem rinite, asma brénquica, sinusite e artrite reumatoide;
Os dados séo apresentados como medianas (intervalo interquartil) ou nimeros (n) com porcentagem (%).

A andlise dos resultados demonstrou que das 134 amostras testadas, trinta (30/134;
22,4%) apresentaram anticorpos anti- DENV da classe IgM. O antigeno NS1 de dengue foi
detectado em 37,3% (50/134) dos casos. Adicionalmente, 5,2% (7/134) dos pacientes
tinham anticorpos anti-CHIKV da classe IgM. Todas as amostras foram submetidas ao
diagndéstico molecular diferencial. A RT-PCR para DENV, ZIKV, CHIKV e MAYYV foi utilizada
para a pesquisa dos virus. Sessenta e nove amostras (69/134; 51,4%) foram positivas para
DENV e trinta e oito amostras (38/134; 28,3%) foram positivas para ZIKV. Conforme
demonstrado na TABELA 3, sessenta e dois pacientes apresentaram infec¢do pelo DENV-1
(62/69; 89,8%) e apenas sete pelo DENV-4 (7/69; 10,1%).

Uma vez que virus Mayaro (MAYV) pertence ao género Alfavirus e juntamente com
CHIKYV circulam no Brasil, todas as amostras foram testadas pelo RT-PCR MAYV Nenhuma

amostra foi positiva para CHIKV ou para MAYV pelo método molecular.
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TABELA 3. Diagndstico Laboratorial para casos suspeitos de infeccdo por arbovirus (n=134) analisados na
epidemia ocorrida em 2016 em Campo Grande, MS, Brasil.

Métodos Laboratoriais Positivo (%)
ELISA IgM Dengue ” 30 (22,3)
ELISA NS1 Dengue 50 (37,3)
ELISA IgM CHIKV 7 (5,6)
RT-PCR para a deteccdo do DENV* 69 (51,4)
DENV-1 62 (89,8)
DENV-4 7(10,1)
RT-PCR para a detecgao do ZIKV 38 (28,3)
RT-PCR para a detecgdo do CHIKV 0
RT-PCR para a detecgao do MAYV 0

“Para investigagdo de infeccdo por dengue, as amostras foram testadas para DENV através da presenca de
anticorpos anti-DENV classe IgM. Foram utilizados o kit Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane,
Austrdlia), o Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA). Para a investigacédo da
presenca da proteina NS1 foi utilizado o kit ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories,
California, EUA). Na investigacdo de casos suspeitos de infec¢do pelo CHIKV, as amostras foram submetidas as
metodologias sorolégicas para o diagnostico de CHIKV pelo teste “padréo-ouro” ELISA de captura de IgM anti-
CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo (MS,2014), e pelo Anti-CHIKVELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha). £ Protocolos de PCR convencional do DENV (Lanciotti et al. 1992) Simplexa™ TM Dengue
Real Time RT-PCR e RT-PCR Johnson et al ,2005. Para investigagcdo de casos suspeitos de infecgdo pelo ZIKV,
as amostras foram testadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR em tempo real descrita por Lanciotti et al.
(2008), RT-PCR para deteccao do CHIKV descrito por Lanciotti et. al (2007) e o kit Simplexa™™ CHIKV (Focus
Diagnostics, California, EUA). Detec¢do do RNA viral do virus Mayaro (Mayaro virus-MAYV) género Alfavirus de
acordo com o protocolo de Coimbra et al. 2007. Resultados apresentados sem levar consideragdo a presenca de
coinfeccéo.

9.1.1 COINFECGCOES

Apo6s andlise dos resultados da RT-PCR, observamos que dezoito (18/134; 13,4%)
dos casos suspeitos analisados apresentaram coinfeccdo pelo DENV e ZIKV. Cinquenta e
um pacientes apresentaram monoinfeccdo pelo DENV (51/69; 38,1%) e dezoito
apresentaram monoinfeccdo pelo ZIKV (18/134; 13,4%) (FIGURA 18). Duas amostras
positivas através da RT-PCR de ZIKV, e negativas para a RT-PCR de DENV, apresentaram
teste positivo para proteina ndo estrutural NS1, sugerindo possivel coinfeccdo pelo DENV.

Estas amostras foram excluidas das futuras analises

Cofinfecgaoll
DENVZIKV
18/69;26%

MonofAnfecgaoPDENV
51/69;73%

Mono@infecgdoRZIKV
18/38;47%

FIGURA 18:Percentual de monoinfecgéo pelo DENV (51/69, 73.9%) ou pelo ZIKV (18/38, 47,3%) e coinfec¢Bes
entre DENV e ZIKV (18/69, 26%). Na analise foram considerados apenas amostras positivas através da RT-
PCR. Amostras positivas através da RT-PCR de ZIKV, negativas para a RT-PCR de DENV,CHIKV e MAYV com
teste positivo para proteina néo estrutural NS1 foram excluidas da andlise (n=2).
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Os nossos resultados demonstraram que o sorotipo DENV-1 foi o sorotipo infectante
predominante entre os pacientes monoinfectados com DENV e também nos coinfectados
pelo DENV e ZIKV (45/51; 88,2% e 17/18; 94,4%, respectivamente) seguido pelo DENV-4
(6/51; 11,8% e 1/18; 5,5%, respectivamente) (FIGURA 19).

[ DENV -1 (n=62)

31(5,6%) ] DENV-4 (n=6)
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FIGURA 19: Frequéncia dos sorotipos DENV-1 e DENV-4 nos pacientes monoinfectados pelo DENV e
coinfectados com ZIKV/DENV. Na andlise foram consideradas apenas amostras positivas através da RT-PCR.

Nosso préximo passo foi a andlise dos valores de CT (Cycle Treshold - Limiar de
Ciclo) por RT-PCR. O valor do CT é proporcional ao logaritmo da quantidade inicial de
expressédo do gene alvo numa dada amostra. Quanto menor for o valor inicial do CT obtido,
maior amplificacéo e expressdo gendmicas. No contexto do diagndéstico destas arboviroses,
0 CT pode ser considerado uma medida indireta da carga viral. Conforme demonstrado na
FIGURA 20, nossos resultados demonstraram que os valores de CT nos casos
monoinfectados pelo DENV variaram de 22,3 a 40,0; enquanto que nos pacientes
monoinfectados pelo ZIKV os valores variaram de 31,3 a 38,2; Nos pacientes coinfectados
DENV/ZIKV, os valores variaram de 25,4 a 38,5. Embora alguns pacientes coinfectados
DENV/ZIKV tenham apresentado baixos valores de CT, comparados aqueles

monoinfectados pelo DENV ou ZIKV, essa diferenga nédo foi estatisticamente significativa.
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FIGURA 20: Valores de CT por RT-PCR em tempo real para os casos de DENV, ZIKV e DENV/ZIKV.

A andlise dos testes soroldgicos demonstrou que doze (12/51; 23,5%) dos pacientes
monoinfectados pelo DENV apresentaram anticorpos anti-DENV da classe IgM. Ainda, trés
(3/18; 16,7%) pacientes coinfectados com DEN/ZIKV e um paciente monoinfectado com
ZIKV apresentaram anticorpos IgM (TABELA 4).

Em relacdo a quantificagcdo da proteina NS1, a porcentagem de detecgéo de NS1 foi
significativamente mais elevada nos pacientes monoinfectados pelo DENV comparados aos
pacientes monoinfectados pelo ZIKV (39/51; 76,54% vs. 2/20; 10,0%, respectivamente). Da
mesma forma, amostras de pacientes coinfectados DENV/ZIKV apresentaram maior taxa de
deteccgdo de NS1 (9/18; 50,0% vs. 2/20; 10,0%, respectivamente) (TABELA 4).

TABELA 4: Frequéncia de anticorpos anti-DENV da classe IgM e da proteina NS1 circulantes em pacientes
apresentando DENV, ZIKV ou coinfectados ZIKV/DENV.

DENV monoinfecc¢éo ZIKV monoinfecc¢ao DENV/ZIKV coinfecc¢éo
IigM 12/51 (23,5%) 1/20 (5,0%) 3/18 (16,7%)
NS1 39/51% (76,5%) 2/20 (10,0%) 9/18% (50,0%)

Os anticorpos anti-DENV classe IgM foram dosados através do ELISA (IgM Capture DxSelect ) e a proteina NS1 através do kit
platelia Dengue NS1 test nos pacientes com diagnéstico molecular positivo (RT-PCR) de infeccdo pelo DENV, ZIKV ou co
infectados com ambos virus.* Andlise estatistica através do Teste exato de Fisher: grupo monoinfectado pelo DENV vs
monoinfectado pelo ZIKV p =0.0001; Coinfectado DENV/ZIKV vs. grupo monoinfectado pelo ZIKV p=0.0113

Finalmente, observamos que dos sete pacientes que apresentaram anticorpos
especificos anti-CHIKV da classe IgM, trés destes também foram positivos para DENV-1 e

um foi concomitantemente positivo para DENV e ZIKV.
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9.2 ASPECTOS _ EPIDEMIQLOGICOS E CLINICOS: CARACTERIZACAO POR
LOCALIZACAO GEOGRAFICA DOS PACIENTES

Foi possivel estabelecer a procedéncia dos casos analisados nesta casuistica. Os
resultados demonstram que o maior percentual de casos foi identificado na regido do
Segredo, proximo ao ponto de coleta, UPA Coronel Antonino, TABELA 5.

TABELA 5: Distribuicdo dos casos confirmados de acordo com a regido do Mato Grosso do Sul

Diagnéstico Total
Negativo  DENV ZIKV CHIKV DENV/ DENV/ DENV/ZIKV
todas as (IgM+) ZIKV CHIKV CHIKV
técnicas IgM+ IgM+
Anhanduizinho 3 1 2 0 0 0 0 6
Bandeira 0 0 0 0 1 0 0 1
Centro 4 6 0 0 2 0 0 12
& Imbirussu 0 5 0 0 3 0 0
% Lagoa 1 3 0 0 1 0 0
o Prosa 5 4 4 0 1 1 0 16
Segredo 13 50 14 3 10 2 1 85
Zona Rural 1 0 0 0 0 0 0 1
Total 27 69 20 3 18 3 1 134

9.3 CARACTERISTICAS CLINICAS DE PACIENTES INFECTADOS COM DENV E ZIKV

Pacientes incluidos nesse estudo apresentaram febre acompanhada de um ou mais
sintomas tais como mialgia, artralgia, exantema, cefaleia, prostragdo, hiperemia conjuntival,
edema, nausea, vomitos e dor retro orbital.

Uma vez os pacientes do nosso estudo foram positivos para infeccdo por DENV ou
ZIKV, uma comparacao de sinais e sintomas foi realizada, utilizando os seguintes grupos: a)
pacientes monoinfectados pelo DENV, b) monoinfectados pelo ZIKV e c)coinfectados pelo
DENV e ZIKV. Foram excluidos desta andlise as gestantes e casos que apresentaram
anticorpos anti-CHIKV da classe IgM. Além disso, dez casos negativos para a RT-PCR de
DENV, ZIKV, CHIKV e MAYV, mas positivos para a deteccdo da proteina NS1 foram
incluidos nas analises como pacientes monoinfectados pelo DENV.

Conforme demonstrado na FIGURA 20, os sintomas e sinais foram avaliados nos
diferentes grupos de pacientes. Podemos observar que o grupo monoinfectado pelo ZIKV foi
caracterizado por alta frequéncia de exantema e prurido, enquanto o grupo monoinfectado
pelo DENV apresentou maior frequéncia de vOmitos, anorexia e tontura. Os pacientes

coinfectados com DENV/ZIKV apresentaram menor frequéncia de exantema e prurido.
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A anadlise estatistica demonstrou que o0s pacientes monoinfectados pelo DENV
apresentaram maior frequéncia de prostracdo (90,7% 49/54 p=0,0311) e vémitos (31,4%
17/54 p=0,0146). Por outro lado, prurido (86,7% 13/15 p=0,0181) e edema 40% 6/15,
p=0,0172) foram significativamente associados a monoinfec¢éo pelo ZIKV

O grupo coinfectado DENV/ZIKV apresentou significativamente menor frequéncia de
cefaléia (66,7%; 10/17 p=0,0101) em rela¢do ao grupo monoinfectado com DENV (88,2%;
45/51) (FIGURA 21). A analise dos sinais e sintomas por género demonstrou que edema foi
mais frequente nas mulheres (53,3%, 8/15 p=0,0617).

9.4  DESFECHO CLINICO NOS PACIENTES MONOINFECTADOS PELO DENV E
COINFECTADOS DENV/ZIKV

Segundo a classificacdo clinica da OMS 2009, os casos confirmados de dengue
foram organizados em grupos: dengue sem sinais de alarme (DSSA), dengue com sinais de
alarme (DCSA) e dengue grave (DG). De acordo com a analise de cinquenta e quatro
pacientes monoinfectados pelo DENV, quarenta e seis apresentaram DSSA, sete
apresentaram DCSA e um caso apresentou DG. Dentre os pacientes coinfectados, doze
apresentaram DSSA, trés apresentaram sinais de alarme sendo classificados como
DCSA/DG (TABELA 6). Os sinais de alarme mais frequentes foram hepatomegalia,
sangramento de mucosa, dor abdominal e aumento do hematdcrito com rapida queda da

contagem das plaquetas.

Manifestacbes clinicas associadas a gravidade da dengue tais como,
extravasamento plasmatico, hemorragias graves (gastrointestinal) ou comprometimento de
6rgaos (comprometimento renal, cardiaco ou neurolégico) ndo foram observados nos
pacientes monoinfectados pelo DENV ou coinfectados DENV/ZIKV. Pacientes
monoinfectados e apresentando DCSA/DG apresentaram maior frequéncia de metrorragia e
epistaxe comparados com pacientes coinfectados pelo DENV/ZIKV [(6/8; 75% vs. 3/15; 20%
p=0.0017 pelo teste exato de Fisher, respectivamente] e com pacientes monoinfectados pelo
ZIKV [(6/8;75% vs. 0/15 p=0.0003 pelo teste exato de Fisher, respectivamente)].

Sete pacientes monoinfectados pelo DENV foram hospitalizados e receberam
hidratagdo parenteral. Apenas um paciente apresentou DG e recebeu transfusdo de sangue
com concentrado de plaguetas. Todos 0s pacientes acompanhados nesse estudo

receberam alta hospitalar e ndo houve casos fatais.

Nao foram observadas nos grupos de pacientes estudados manifestacfes clinicas
relacionadas com mal progndstico da infeccdo pelo ZIKV, tais como SGB ou outras
complicacdes neurolégicas. Apenas um paciente coinfectado foi hospitalizado devido a
desorientagdo, visdo turva e dificuldades na audigdo. Nenhum paciente infectado pelo ZIKV

precisou receber hidratac&o parenteral.
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TABELA 6: Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes de acordo com o tipo de infeccdo durante a triplice epidemia ocorrida em Campo Grande, MS, Brasil, 2016.

Caracteristicas clinicas e Demograficas

Género F:M

Idade (Mediana - LCI-LCS)

?Dias de Infec¢do ? ‘Mediana -LCI-LCS)

DENV-1 (n/total)
DENV-4 (n/total)

Hospitalizag&o (%)

Contagem das plagquetas 10° /mm?®

Sangramentos (%)d

TIPO DE INFECCAO

DSSA
(n=46)

22:24
33 (28-42)
4 (3-5)
33/38
4/38

0

198,5 (157-212)

0

DENV
DCSA/DG
(n=8)

6:2
46,5 (17-88)
45 (1-22)
5/6
1/6

7 (12.9%)

101 (12-221)°***

6 (75%)°

DENV/ZIKV
DSSA DCSA/DG
(n=12) (n=3)
5:7 1.2
29 (19-55) 21 (19-49)
3 (2-4) 5 (4-8)
12/13 3/3
1/13 0/3
0 2 (13.3%)
190 (137-247) " 193 (160-296)
1(7,14%)° 2 (66%)

ZIKV

(n=15)
12:3
40 (28-46)
3 (2-4)
0
0

1(6.6%)

197 (143-246) ¢

0

? Dias de infeccéo corresponde ao periodo dentre o dia do inicio de qualquer sintoma até o momento em que o paciente foi entrevistado; n corresponde ao nimero total de
pacientes analisados; o ((LCI) Limite de confianca inferior; (LCS) Limite de confianga superior -95% Intervalo de confianga da mediana;

b representa diferenca estatistica entre DSSA vs. DCSA/DG;® representa diferenca estatistica entre pacientes monoinfectados pelo DENV com DCSA/DG vs. pacientes
coinfectados com DSSA e vs. pacientes mono infectados pelo ZIKV;® sangramentos: metrorragia, epistaxe e gengivorragia. Foi aplicado o teste T Mann-Whitney; Gestantes e

pacientes que apresentaram anticorpos anti-CHIKV classe IgM néo foram incluidos na analise. * P < 0,01 ™" P < 0,001

significativos.

+++

P < 0,0001. Valores de P < 0,05 foram considerados
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FIGURA 21. Sinais e Sintomas de pacientes monoinfectados pelo ZIKV e DENV e coinfectados por DENV/ZIKV, Campo Grande, MS, 2016. 10 pacientes com resultados
negativos no RT-PCR para DENV, ZIKV and CHIKV, porém com resultado positivo para NS1 foram considerados como monoinfectados para DENV nas anélises. ¥ p<0.05
representa diferenca estatistica entre DENV vs DENV/ZIKV; p<0.05 representa diferenca estatistica entre ZIKV vs DENV/ZIKV. ¢ p<0.05 representa diferenca estatistica entre

ZIKV vs DENV; Gestantes e pacientes com resultado positivo para IgM de CHIKV ndo foram incluidos nesta analise. Foram realizados os testes de Fisher e Yates quando
indicado para andlise univariada, utilizando o Prism 6 Statistics (Graphpad, EUA). Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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95  CARACTERISTICAS LABORATORIAIS DIFERENCIAIS

A contagem de plagquetas e valores do hematdcrito sdo parametros utilizados na
avaliacdo da gravidade da dengue e também como diagndstico diferencial. Para andlise dos
parametros hematolégicos e bioquimicos utilizamos os grupos: DENV, ZIKV, DENV/ZIKV e
individuos negativos para DENV, ZIKV, CHIKV e MAYYV, ou seja, pacientes apresentando
outras doencas febris (ODF).

N&o observamos diferengas nos valores percentuais do HT entre os diferentes
grupos de pacientes analisados. No entanto, nossos resultados demonstraram que
pacientes monoinfectados pelo DENV apresentaram menor contagem de plaquetas quando
comparados com o grupo de pacientes ODF [DENV 196 (157-209) x 10°/mm?vs. ODF 222
(182-247) 10°/mm?, respectivamente]. Além disso, entre os pacientes monoinfectados pelo
DENV, 16,6% (9/54) apresentaram contagem de plaquetas <100.000/mm?, enquanto que
todos os monoinfectados com ZIKV e coinfectados com DENV/ZIKV tiveram contagens de
plaquetas = 100.000/mm® (FIGURA 22).
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FIGURA 22: Valores percentuais de Hematécrito (A) e Contagem de plaquetas(B) em pacientes monoinfectados
pelo DENV(n=54), ZIKV(n=15) , coinfectados com DENV e ZIKV (n=15) e ODF (n=19). Para a andlise estatistica
foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prism v.6. As linhas
horizontais representam a mediana do grupo e as verticais a variagdo interquartil (25% — 75%). As linhas
tracejadas representam as faixas de referéncia: Hematdcrito: (41 a 53%); Plaquetas: (130.000-400.000/mm3). P
<0,01 7 P <0,001 " P <0,0001. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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Pacientes monoinfectados com DENV e monoinfectados com ZIKV tiveram
contagens de leucdcitos mais baixas em comparagdo com o grupo ODF [DENV 4400 (3700-
5500)/mm?®, ZIKV 4400 (3900-5300) /mm® vs. ODF 6200 (5000-7600) /mm?®,
respectivamentel].

Observamos que o0s pacientes monoinfectados com DENV tendem a apresentar
menores contagens de linfocitos. No entanto, a analise estatistica demonstrou que somente
pacientes monoinfectados com ZIKV ou coinfectados com DENV/ZIKV apresentaram
menores contagens de linfocitos quando comparados com o grupo ODF [ZIKV 1330 (1000-
2120) /mm® DENV/ZIKV 1136 (858-2368) /mm® vs. ODF 1881 (1575-2500) /mm?®
respectivamente]. A populacdo monocitica ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos (FIGURA 23)

B +
A 1 ++ 1 [ 1
 — 1 50009 + . b
25000' H ) 1
o Faixa ref: 1.200 a 4.400/mm°®
— ~—~ 4000+ a
™_ 200004 O ™
= . @
= 150004 - — 30001 o o
7] v 3 - w
= oo OpPeos e S ® Ogo” AAA v
O 10000 Faixa ref: 4.500 a 11.0@ 'mm S 20004 %
E : 2
= 3 S = 2
o - - AA
9 1000 o® %D:‘:D'jmj &l vyvv;v
prsi
O T T T T
& Q 3 3
({/é
Q
Faixa ref: 45 a 1.540/mm°®
O
0
0 v
EDDD% Laa v
0 v,
T
A
raaiiA Al
O
O T D’_‘IDD T T
& Q N 3
J S
©
Q

FIGURA 23. Contagem de leucdcitos (A), linfécitos (B) e mondcitos (C) em pacientes monoinfectados pelo DENV
(n=53), ZIKV(n=15), coinfectados com DENV/ZIKV (n=15) e ODF (n=17). Para a analise estatistica foi realizado
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, utilizando o programa GraphPad Prism v.6. As linhas horizontais
representam a mediana do grupo e as verticais a variacdo interquartil (25% — 75%). As linhas tracejadas
representam as faixas de referéncia: Leucdcitos: (4500 a 11.000/mm3); Linfocitos: (1200 a 4400/mm3);
Mondcitos: (45 a 1540/mm°). * P < 0,01 ** P < 0,001

+++

P < 0,0001. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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Em relacdo as enzimas hepaticas, observamos que os grupos monoinfectado pelo
DENV e coinfectado DENV/ZIKV apresentaram maiores niveis circulantes de AST/TGO
guando comparados com grupo ODF [DENV 36,5 (26-57) U/L; DENV/ZIKV 23 (20-42) U/L
vs. ODF 18 (14-21) U/L, respectivamente]. Da mesma forma, os pacientes monoinfectados
com DENV apresentaram niveis mais elevados de ALT/TGP comparados com o0s
monoinfectados com ZIKV e com ODF [DENV 32 (23-43) U/L ; ZIKV 23 (17-31) U/L vs. ODF
16 (12-22) U/L respectivamente] (FIGURA 24).
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FIGURA 24: Quantificacdo de enzimas hepéticas nos diferentes grupos de estudo. (A) TGO/AST em pacientes
mono infectados pelo DENV (n=28), ZIKV(n=8), coinfectados com DENV/ZIKV (n=9) e ZIKV e ODF(N=11).( B):
TGP/ALT em pacientes mono infectados pelo DENV (n=32), ZIKV(N=13), coinfectados com DENV e ZIKV(n=14)
e ODF (n=14). Para a andlise estatistica foi realizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, utilizando o
programa GraphPad Prism v.6. As linhas horizontais representam a mediana do grupo e as verticais a variagao
interquartil (25% — 75%). As linhas tracejadas representam os valores de referéncia: TGO/AST: até 46 UJL;
TGP/ALT: até 50 U/L. * P < 0,01 ™ P < 0,001 ™" P < 0,0001. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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10. QUANTIFICACAO DE QUIMIOCINAS E CITOCINAS

O aumento significativo de mediadores inflamatérios sollveis é um evento descrito
na dengue como “tempestade de citocinas” e tem sido relacionado com casos graves de
dengue (Srikiatkhachorn & Green, 2010). Até o0 momento, pouco se sabe sobre o papel
destes mediadores na infeccado pelo ZIKV e sua importancia nas formas clinicas da doenca
assim como em pacientes coinfectados. Desta forma, um dos nossos objetivos foi quantificar
citocinas (TNF-a, IL-6, IFN-y, IL-15, IL-10) e quimiocinas (MCP-1, RANTES/CCL5, IP-
10/CXCL10 e MIF). Para isto, utilizamos quatro grupos de estudo: Grupo controle com
doadores clinicamente saudaveis, pacientes monoinfectados pelo DENV, monoinfectados
pelo ZIKV e coinfectados DENV/ZIKV (FIGURAS 25 e 26).

Observamos niveis circulantes significativamente aumentados de TNF-a nos
pacientes monoinfectados com DENV, nos pacientes monoinfectados com ZIKV e também
nos paciente coinfectados com DENV/ZIKV, em relagdo ao grupo controle [Grupo controle
(n=27): 8,01 pg/mL (7,05-8,8 pg/mL); DENV (n=29): 13,45 pg/mL (9,4-15,8 pg/mL); ZIKV
(n=11): 11,3 pg/mL (9,4-16,7 pg/mL); DENV/ZIKV (n=14): 14,3 pg/mL (11,3-24,5 pg/mL)].
Maiores niveis circulantes de TNF-a foram observados nos paciente com coinfecgéo
DENV/ZIKV (FIGURA 25A).

Observamos niveis circulantes significativamente aumentados de IL-6 nos pacientes
monoinfectados com DENV e nos pacientes coinfectados com DENV/ZIKV, em relagéo aos
controles [317 (147-638) pg/mL n=9; DENV 842 (655-1147) pg/mL n=29; ZIKV 888 (591-
1147) pg/mL n=9; DENV/ZIKV 1280 (296-1993) pg/mL n=11)]. Da mesma forma, maiores

niveis circulantes de IL-6 foram observados nos pacientes coinfectados (FIGURA 25B).

Em relagéo aos niveis circulantes de IFN-y, nossos resultados demonstram maiores
niveis nos pacientes monoinfectados pelo dengue em relacdo aos controles [317 (147-638)
pg/mL n=9; DENV 842 (655-1147) pg/mL n=29; ZIKV 888 (591-1147) pg/mL n=9;
DENV/ZIKV 1280 (296-1993) pg/mL n=11)]. (FIGURA 25C).

Similarmente, maiores niveis circulantes de IL-15 foram encontrados nos pacientes
monoinfectados pelo DENV em comparagao com os controles [controles 0,1 (0,1-3,3) pg/mL
n=10; DENV 8,7 (1,4-21,5) pg/mL n=12; ZIKV 0,9 (0,1-21,5) pg/mL n=21; DENV/ZIKV 3,4
(0,1-30,18) pg/mL n=15)] (FIGURA 25D).

N&o foi observada diferenca estatistica na producéo da IL10 nos diferentes grupos
de pacientes estudados [controles 0,1 (0,1-0,1) pg/mL n=7; DENV 184,2 (0,1-511) pg/mL
n=11; ZIKV 136 (0,1-416) pg/mL n=20; DENV/ZIKV 0,1 (0,1-117) pg/mL n=13)] (FIGURA
25E).
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Em relacdo as quimiocinas, maiores niveis circulantes de IP10/CXCL10 foram
observados nos pacientes monoinfectados pelo DENV, nos monoinfectados pelo ZIKV e
também nos pacientes coinfectados em relacdo aos controles [controles 2,6 (0,1-8,02)
pg/mL n=10; DENV 23,24 (5,4-34.3) pg/mL n=10; ZIKV 21,1 (18,4-25,4) pg/mL n=20;
DENV/ZIKV 24,09 (21,2-33,13) pg/mL n=15)]. Maiores niveis de IP10/CXCL10 foram

encontrados nos pacientes coinfectados (FIGURA 26A).

Da mesma forma, observamos maiores niveis circulantes de MCP1/CCL-2 nos
pacientes monoinfectados com DENV, nos pacientes monoinfectados com ZIKV e também
nos paciente coinfectados com DENV/ZIKV, todos em relacdo aos controles [controles 14,8
(11,9-17,4) pg/mL n=10; DENV 56,2 (14,9-113) pg/mL n=11; ZIKV 35,03 (20-49,7) pg/mL
n=21; DENV/ZIKV 37,8 (24,4-108,1) pg/mL n=12)]. (FIGURA 26B).

Os pacientes coinfectados com DENV/ZIKV apresentaram menores niveis
circulantes de RANTES/CCL-5 quando comparados com os controles [controles 4872 (2435-
6511) pg/mL n=10; DENV 3430 (3053-4275) pg/mL n=11; ZIKV 3897 (2775-4572) pg/mL
n=20; DENV/ZIKV 2826 (1727-3474) pg/mL n=15)]. (FIGURA 26C).

N&o foi observada diferenga estatistica na producdo da MIF nos grupos de pacientes
estudados [controles 129,5 (8.1-233) pg/mL n=10; DENV 49,3 (15.08-108) pg/mL n=12;
ZIKV 39,8 (23,7-108) pg/mL n=21; DENV/ZIKV 25,16 (17,4-101,7) pg/mL n=15)] (FIGURA
26D).
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10.1 QUANTIFICAGCAO DE CITOCINAS POR ELISA
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FIGURA 25: Quantificagéo de citocinas circulantes em pacientes monoinfectados pelo DENV, monoinfectados
pelo ZIKV ou coinfectados com DENV/ZIKV. A quantificacdo das citocinas TNF-a (A), IL-6 (B), IFN-y (C) e IL-1B
(D), em controles e nos diferentes grupos. Na andlise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com o p0s-
teste de comparagédo de Dunn. * P < 0,01 ** P < 0,001 ™" P < 0,0001. Valores de P < 0,05 foram considerados

significativos.
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10.2 QUANTIFICACAO DE QUIMIOCINAS POR ELISA

MCP1/CCL2 (pg/mL)

IP10/CXL10 (pg/mL)
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FIGURA 26: Quantificagdo de quimiocinas circulantes em pacientes monoinfectados pelo DENV, monoinfectados
pelo ZIKV ou coinfectados com DENV/ZIKV. A quantificacdo das quimiocinas IP10 (A), MCP1/CCL2(B),
RANTES/CCLS5 (C) e MIF (D), em controles e nos diferentes grupos. Na analise estatistica foi utilizado o teste

Kruskal-Wallis com o pés-teste de comparagéio de Dunn . " P < 0,01 ™" P < 0,001

0,05 foram considerados significativos.
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P < 0,0001. Valores de P <
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10.3 CORRELACAO ENTRE oS NIVEIS CIRCULANTES DAS CITOCINAS E
QUIMIOCINAS COM OS PARAMETROS LABORATORIAIS

A fim de identificar as possiveis associa¢des entre os fatores soluveis estudados em

cada tipo de infeccdo, avaliamos a correlacdo entre as citocinas/quimiocinas com 0s

parametros laboratoriais. Os resultados demonstraram correlacdo inversa entre os niveis

circulantes de TNF-a com a contagem dos leucdécitos, linfocitos e mondécitos, no grupo

monoinfectado pelo dengue. Da mesma forma, observamos correlacdo inversa entre 0s

niveis circulantes da IP-10/CXL10 com a contagem dos leucdcitos, linfécitos e mondcitos no

grupo coinfectado (TABELA 7).

TABELA 7: Associagdes entre as citocinas, quimiocinas e parametros laboratoriais.

Correlagdes

Classificagdo dos grupos de acordo com o tipo de infeccéo

Citocinas e quimiocinas x
Parametros Laboratoriais

TNF-a x leucécitos

TNF-a x linfécitos

TNF-a x mondcitos

IP10 x leucécitos

IP10 x linfocitos

IP10 x mondcitos

Pacientes monoinfectados com Pacientes coinfectados com
DENV DENV/ZIKV
r (-) 0,7205 NS
p< 0,0001
r(-) 0,6575 NS
p=0,0002
-) 0,4657
r(-) 0,465 NS
p=0,0165
NS r(-) 0,6167
p=0,0211
NS r(-) 0,5429
p=0,0479
NS r(-) 0,7451
p=0,0031

Foi utilizada a correlagdo de Spearman. Valores de p foram

refere-se a correlacdo néo significativa

considerados significativos quando: P < 0,05. NS
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11. CARACTERISTICAS CLINICAS, DEMOGRAFICAS E IMUNOLOGICAS DE GESTANTES

Onze gestantes foram analisadas no nosso estudo com idades entre 19-43 anos
(mediana: 26 anos) e seis dias de infeccdo [mediana (IC95%): seis dias (2-21). Todas as
gestantes apresentaram sinais de infeccdo por arboviroses durante a gravidez. De acordo
com a TABELA 8, podemos observar que quatro gestantes foram monoinfectadas pelo
DENV, de acordo com o teste de RT-PCR (4/11; 36%) e uma apresentou anticorpos anti-
DENV classe IgM. Cinco gestantes apresentaram infeccéo pelo ZIKV, de acordo com a RT-
PCR (5/11;45,4%) e destas, duas apresentaram coinfeccdo pelo DENV-1. Todas as
gestantes apresentaram anticorpos anti-DENV classe 1gG, indicando infec¢do prévia pelo
DENV.

Nao foram observadas diferencas em relacdo as manifestacdes clinicas entre
gestantes infectadas pelo ZIKV quando comparadas aquelas infectadas pelo DENV. Em
geral, as gestantes infectadas com ZIKV tiveram menos febre e prostragdo, e todas
apresentaram exantema, mas devido ao pequeno tamanho amostral, ndo foi possivel

realizar andlise estatistica.

Em relagdo aos parametros laboratoriais, ndo foram observadas diferencas
significativas nos percentuais do HT [mediana IC95% (DENV 34 (30-41) % vs. ZIKV 37,7(35-
42) %, respectivamente], nas contagens das plaquetas [mediana IC95% DENV 244 (41-396)
10® /mm?® vs. ZIKV 231 (206-251) 10° /mm?, respectivamente] ou nas contagens dos
leucécitos [mediana 1C95% (DENV 11300 (3500-12200) /mm? vs. ZIKV 5500 (3200-8200)
/mm? respectivamente]. Da mesma forma, ndo foram encontradas diferencas significativas
nas contagens dos linfcitos [mediana IC95% (DENV 1749 (945-2499) /mm?®vs. ZIKV 1807
(1056-2080) /mm?® respectivamente] ou nas contagens dos mondcitos [mediana IC95%
(DENV 595 (280-976) /mm?vs. ZIKV 379 (224-656) /mm?®respectivamente (TABELA 8)

Trés fetos de maes infectadas pelo ZIKV (3/5) apresentaram exames de
ultrassonografia normais e circunferéncias cefélicas normais. Os recém-nascidos
encontram-se saudaveis até 0 momento segundo relatos das maes entrevistadas. Um bebé
nasceu com plagiocefalia posicional e esteve na unidade de terapia intensiva (UTI) por dois
meses, mas apos alta hospitalar, segundo relato dos pais, a crianca encontra-se saudavel.
Apenas uma crianca faleceu imediatamente apos nascimento com insuficiéncia respiratoria.
Estes foram o0s Unicos desfechos anormais observados e provenientes de gestantes
coinfectadas pelo DENV-1/ZIKV. Todas as gestantes monoinfectadas pelo DENV tiveram

desfechos favoraveis e os recém-nascidos encontram-se saudaveis até o momento.
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TABELA 8: Caracteristicas clinicas e demograficas de gestantes incluidas no estudo.

Idade Resultado
Caso Gestacional Sinais e Sintomas recém-
(semanas) nascido
Nascido
Cefaleia, C\r/ile\ilr?. a
1 27 Exantema, Prurido, sau dé?/el
Dor abdominal desde o
nascimento
Nascido
vivo.
2 20 Artralgia, Crianga
Exantema, Prurido saudavel
desde o
nascimento
Cefaleia, Na_smdo
Prostracao vIvo.
3 12 Mialgia, Lombalgia, Crlzr](;al
Anorexia, Nausea saudave
a, ! ) desde o
Vomito .
nascimento
Febre, Cefaleia, .
~ Nascido
Prostracéo, Dor Vivo
4 9 abdominal, Plagiocefalia
Exantema, Prurido, .
. funcional
Dor retro-orbital
Cefaleia, Artralgia, N0
5 28 Lombalgia, disponivel
Exantema, Prurido P
Febre, Prostracéo, Nsisv(;ldo
Mialgia, Artralgia, Crian- a
6 26 Dor retro-orbital, ¢
. saudavel
Anorexia, _ desde o
Exantema, Prurido nascimento
Febre, Cefaleia, .
Prostracao, Na§C|do
. vivo.
Lombalgia, Dor Crianca
7 36 retro-orbital, sau dé%/el
Nausea,
. desde o
Exantema, Prurido, .
nascimento
Tontura
Febre, Cefaleia,
8 o8 Prostracéo, N&o
Mialgia, Dor retro- disponivel
orbital
Cefaleia, Mialgia,
Artralgia,
9 16 Lombalgia N&o
Exantema, Prurido, disponivel
Dor retro-orbital,
Anorexia
Febre, Exantema, .
Hiperemia Falecido.
10 20 Conjutival , Dor Insuﬁmepqa
! respiratéria
retro-orbital
Nascido
Vivo.
11 21 Cefaleia, Mialgia i)
saudavel
desde o
nascimento
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11.1 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS EM GESTANTES
Com intuito de avaliar a resposta imune durante a infecgcdo pelo DENV ou ZIKV,

investigamos os niveis circulantes de citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de
adeséo e fatores de crescimento nas gestantes incluidas no estudo. Como controle, foram
utilizadas amostras de cinco gestantes saudaveis sem histérico de infeccéo previa nos trés
ultimos meses. As citocinas (IL1RA, IL-6, IL-2, IL-5, IL-10, IL-12, IL-7, IL-13, IL-17 A, IL-4, IL-
1B, IL-9, IL-15, IFN-y e TNF-a;), quimiocinas (IL-8, MIP1B, RANTES/CCLS5, eotaxina,
IP10/CXCL10, MCP1/CCL2, MIP1a), moléculas de adesdo e fatores de crescimento (G-
CSF, basic- FGF, VEGF, PDGF-BB, GM-CFS) foram quantificados nas amostras séricas
através do kit Bio-Plex Panel 27 Plex ( Bio-Rad).

Para andlise dos resultados obtidos, utilizamos o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis com o poés-teste de comparagdo de Dunn. Os resultados demonstraram niveis
significativamente menores das citocinas IL-4, IL-6 e da quimiocina MIP1a nas gestantes
infectadas pelo ZIKV quando comparadas as gestantes saudaveis. [IL-4 Saudaveis 139 (65-
197) pg/mL vs. ZIKV 50 (24-72) pg/mL; IL-6 Saudaveis 301 (145-313) pg/mL vs. ZIKV 98
(40-118) pg/mL; MIP1a Saudaveis 51 (27-122) pg/mL vs. ZIKV 15 (5,7-22) pg/mL].
Similarmente, niveis significativamente menores de IL-7 foram observados nas gestantes
infectadas pelo DENV [Saudaveis 1755 (1038-2630) pg/mL vs. DENV 743 (0,01-1209)
pg/mL]. Devido ao pequeno tamanho amostral (n=2), néo foi possivel analisar esses fatores
na coinfecgcdo DENV/ZIKV (Figura 27).

Utilizando a analise estatistica através do teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
observamos que tanto gestantes infectadas pelo ZIKV como aquelas infectadas pelo DENV
apresentaram niveis significativamente menores das citocinas IL-4, IL-7 e MIP-1a. Apesar
de ndo encontramos diferenca estatisticamente significativa, observamos uma tendéncia a
médias mais altas nas dosagens do Fator de Crescimento dos Fibroblastos (Basic -FGF)
nas gestantes infectadas pelo DENV. Além disso, observamos uma tendéncia a medias

mais baixas nas dosagens de TNF-a nas gestantes infectadas pelo DENV (Tabela 9).
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TABELA 9: Fatores sollUveis quantificados em gestantes saudaveis e infectadas com DENV e/ou ZIKV

Fator soluvel

Saudavel
n=5

DENV
n=5

ZIKV
n=5

Basic FGF

CCL2/MCP1

CXCL10/IP10

G-CSF

IFN-y

ILIRA

IL1-B

IL-4

IL-5

IL-6

IL-7

IL-8

IL-9

IL-10

IL-13

IL-15

MIP1a

MIP1B

PDGF-BB

TNF-a

VEGF

0.01 (0.01-633)

0.01 (0.01-52)

5858 (3545-17111)

427 (249-1290)

2207 (1058-3216)

9576 (2399-145429)

464 (210-2042)

139 (65-197)

28 (8.1-63)

301 (145-313)

1755 (1038-2630)

250 (0.01-1046)

926 (0.01-354)

0.01 (0.01-479)

678 (126-7425)

1096 (0.01-1317)

51 (27-122)

299 (24-1117)

0.01 (0.01-36455)

1014 (335-6079)

740 (0.01-1117)

542 (426-700)

0.01 (0.01-259)

3703 (0.01-6371)

542 (0.01-555)

1713 (1522-2169)

7379 (0.01-26212)

305 (143-590)

55 (41-93)

8.1 (1.7-25)

127 (78-385)

743 (0.01-1209)

161 (106-245)

0.3 (0.01-106)

0.01 (0.01-168.9)

232 (126-527)

0.01 (0.01-1102)

18 (12-37)

96 (37-289)

4459 (2147-28240)

297 (0.01-1014)

1418 (168-2902)

455 (0.01-678)

0.01 (0.01-135)

0.01 (0.01-24465)

529 (376-555)

1752 (1058-1904)

7512 (0.01-50905)

333.3 (232-440)

50 (24-72)

23 (0.05-63)

98 (40-118)

863 (743-1096)

168 (110-276)

6.4 (0.01-443)

0.01 (0.01-15)

268 (161-1065)

758.1 (0.01-1551)

15 (5.7-22)

114 (6.2-231)

5321 (2431-15103)

375 (0.01-770)

553 (277-1466)

DENYV x saudaveis: 0,0714

NS
NS
NS
NS
NS

NS

+

DENV x saudaveis: 0,0317
+

ZIKV x saudaveis: 0,0159

NS

++
ZIKV x Saudaveis: 0,0079

+

DENV x saudaveis: 0,0159
+

ZIKV x saudaveis: 0,0238

NS
NS
NS
NS

NS

+
DENV x saudaveis: 0,0317
++
ZIKV x saudaveis: 0,0079

NS

NS

DENV x saudaveis: 0,0635

NS
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FIGURA 27: Quantificacao de citocinas e quimiocinas circulantes em gestantes saudaveis e infectadas pelo
DENYV ou ZIKV. A quantificagdo das quimiocinas IP10 (A), MCP1/CCL2(B), RANTES/CCLS5 (C) e MIF (D), em
controles e nos diferentes grupos. Na analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis com o pés-teste de

comparacdo de Dunn . " P < 0,01 ™ P < 0,001 """ P < 0,0001. Valores de P < 0,05 foram considerados
significativos.
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VI.

DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O presente estudo descreveu parametros clinicos, epidemiolégicos, laboratoriais e
imunoldgicos de casos suspeitos de infeccdo por arbovirus em Campo Grande, MS, Brasil.
Os pacientes suspeitos foram testados para DENV, ZIKV, CHIKV e MAYV através do
diagnédstico molecular (RT-PCR). Sessenta e nove casos de infec¢do pelo dengue e trinta e
oito de infeccdo zika foram confirmados usando protocolos moleculares. Nés relatamos a
codeteccdo dos genomas do DENV e ZIKV em 13,4% dos pacientes estudados. O presente
estudo descreveu os primeiros casos confirmados de infeccdo pelo Zika no municipio de
Campo Grande, MS. Ainda, demonstrou a cocirculacdo de DENV, ZIKV e CHIKYV,

evidenciando a presenca de coinfeccdo DENV/ZIKV na regido centro oeste do Brasil.

Além do diagnostico molecular, utilizamos também métodos soroldgicos para a
investigacdo de casos suspeitos de infeccdo pelo DENV ou pelo CHIKV. Desta forma, a
presenca de anticorpos da classe IgM anti-DENV ou anti-CHIKV foi analisada em todos os
casos suspeitos. Métodos soroldgicos sao considerados como ferramenta Gtil no diagnéstico
laboratorial da infecg@o pelo DENV. Entretanto, na presente investigagcdo, apesar de muitas
amostras procederem de quadros tipicos de dengue, apenas trinta pacientes (30/134;
22,2%) apresentaram positividade para anticorpos anti-DENV da classe IgM. Amostras
pareadas (agudas e convalescentes) sdo necessarias para confirmacdo do diagnéstico
sorolégico das infecgbes por dengue. Neste estudo, ndo analisamos amostras
convalescentes, o que dificultou bastante a interpretagdo dos resultados. Outra importante
questdo € a reacdo cruzada com outros flavivirus e possivel reatividade néo especifica que
dificultou ainda mais a interpretacdo dos dados. Além disso, a baixa deteccao de anticorpos
da classe IgM provavelmente ocorreu devido ao tempo de infeccdo, visto que as amostras

eram de fase aguda.

Apenas evidéncias sorolégicas foram encontradas para CHIKV com identificagdo de
anticorpos anti-CHIKV da classe IgM em sete pacientes (5,2%). Esses resultados
corroboram com o quadro epidémico em crescimento na regidao do MS conforme dados
publicados pela Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS / MS que registrou 57 casos
CHIKV em Campo Grande até 522 semana epidemiologica de 2015 (Brasil 2016a). A febre
chikungunya tem aumentado gradativamente no MS, segundo dados dos boletins
epidemioldgicos da Secretaria do Estado de Saude (SES). Em 2016 foram notificados 430
casos da doenca e em 2017, 573 casos. Mais da metade dos casos infeccdo pelo CHIVK
notificados em 2018 ocorreram em Dourados e Campo Grande segundo dados da SES
(SES/MS 2016,2017 e 2018).

Em relacéo ao teste de NS1, pouco se sabe acerca da reatividade cruzada entre a
proteina NS1 do dengue com outros flavivirus. Gyurech e colaboradores observaram um
resultado falso-positivo para NS1 do dengue em um caso de infec¢do por ZIKV (Gyurech et

al. 2016). Em nosso estudo, observamos que 0s pacientes positivos para o DENV
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apresentaram uma frequéncia significativa de resultados positivos através do teste de NS1
em relacdo aos monoinfectados pelo ZIKV. De forma consoante, nenhum resultado falso-
positivo de dengue NS1 foi encontrado em pacientes com Zika da Guiana Francesa
(Matheus et al. 2016). Esses resultados sugerem que o teste NS1 é confiavel e deve ser
aplicavel na vigilancia da dengue mesmo durante os surtos de ZIKV. De forma interessante,
recente trabalho do nosso grupo demonstrou que linfécitos T dos pacientes infectados pelo
ZIKV nao responderam ao estimulo com proteina NS1 do DENV in vitro e apenas as células
T de pacientes infectados pelo DENV foram responsivas apés estimulo com a proteina
(Badolato-Corréa et al. 2018).

A maioria das amostras testadas foi positiva para dengue através da RT-PCR. O
DENV-1 foi o sorotipo predominante com maior nimero de casos positivos e menor
frequéncia de casos de DENV-4 foi encontrada. Faria e colaboradores (2016) realizaram
andlise de epidemias ocorridas em Campo Grande (MS) em dois periodos distintos
(DENV1/2 em 2010 e DENV-4 em 2013), demonstrando a cocirculagéo dos trés sorotipos na
regido (Faria et al. 2016b). Ainda, o elevado numero de casos de DENV em Campo Grande
(MS) corrobora os dados publicados pela Secretaria de Vigilancia em Saude - SVS/MS

(2016), que confirmou 4.313 casos da doenca, na regido Centro Oeste, em 2016.

Com relacdo a regido e ao bairro de origem dos pacientes confirmados para as
arboviroses estudadas, os resultados indicam uma prevaléncia de casos na Regido do
Segredo (63,4%) da cidade, com destaque para os bairros Conjunto Residencial Estrela do
Sul e Monte Castelo, o que provavelmente se justifica pela proximidade dos bairros com a
localizacdo da UPA Coronel Antonino, que foi o local onde ocorreram as coletas de

amostras bioldgicas deste estudo.

Devido a cocirculagcdo de DENV, CHIKV e ZIKV no Brasil, o diagnéstico diferencial
com a utilizacdo de métodos moleculares é essencial na confirmac¢édo das infec¢des por
arbovirus. Em nosso estudo, a deteccédo e tipagem de DENV em todas as amostras foram
realizadas usando mais de um protocolo de RT-PCR(Lanciotti et al. 1992, Bronzoni et al.
2005, Johnson et al. 2005). Todas as amostras que foram negativas pela RT-PCR
convencional (Lanciotti et al. 1992) foram testadas utilizando o protocolo de RT-PCR em
tempo real descrito por Johnson et al. (2005) e o kit Simplexa™ DENV (Focus Diagnostics,
California, EUA). Esta estratégia aumentou a deteccdo de DENV e foi possivel identificar o
genoma do DENV em 47% das amostras (18/38) positivas para ZIKV, evidenciando um
namero elevado de casos coinfectados por DENV e ZIKV. Na literatura, alguns casos de
coinfeccdo ja vém sendo relatados. A cocirculacdo dos arbovirus proporcionou a ocorréncia
de coinfeccdo por DENV e CHIKV, como observado durante um surto em 2013 em Laos
(Phommanivong et al. 2016) e em 1962-1964 na Tailandia (Halstead et al. 1969). Em 2006,
coinfeccdes com DENV e CHIKV foram relatadas na Asia (Nayar et al. 2007). Mais

recentemente, infecgdes por ZIKV, DENV e CHIKV foram relatadas na Nicardgua e
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coinfecgcdes com um, dois ou mais virus foram encontradas (Waggoner et al. 2016). Além
disso, foram relatados casos de coinfec¢do por CHIKV e ZIKV no estado da Bahia (Campos
et al. 2015) e por ZIKV e DENV em Pernambuco, Brasil (Brito et al. 2016).

E provavel que casos de coinfec¢des nédo estejam sendo identificadas, uma vez que
0s testes moleculares para todos os arbovirus ndo s@o normalmente realizados nos
laboratorios de referéncia no Brasil ou no Sistema Unico de Saide (SUS). A maioria dos
casos suspeitos de ZIKV ndo é confirmada por testes moleculares, visto que estes testes

normalmente sdo realizados apenas para gravidas e recém-nascidos.

Em relac@o as pacientes gestantes, atualmente, faltam evidéncias definitivas sobre a
coexposicao intrauterina ao ZIKV e outras infecgdes virais e se a coinfeccdo afeta o risco de
adquirir infecc@o ou gravidade da doenca. Um estudo brasileiro de Rabelo e colaboradores
forneceu evidéncias de exposicao intrauterina tanto ao ZIKV quanto as infec¢gbes pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), causando a sindrome congénita do Zika em uma crianca

nao infectada, exposta ao HIV (Rabelo et al. 2017).

Os sinais e sintomas e parametros laboratoriais foram comparados entre o0s
pacientes com DENV, ZIKV ou coinfectados. Em geral, 0s sinais e sintomas causados por
estes virus foram similares e o0s pacientes apresentaram febre, exantema, mialgia,
prostracdo, cefaleia e hiperemia conjuntival. Resultados similares foram encontrados em
estudos com pacientes brasileiros infectados pelo ZIKV (Cerbino-Neto et al. 2016, Brasil et
al. 2016a, Brito et al. 2016). Recentemente, estudo demonstrou que grande parte dos
pacientes brasileiros infectados pelo ZIKV apresentou prurido (Brasil et al., 2016a). Nossos
resultados corroboram estudos prévios, visto que também observamos que pacientes
monoinfectados pelo ZIKV apresentaram maior frequéncia de prurido em relagcdo aos
infectados pelo DENV. Demonstramos que pacientes monoinfectados pelo dengue

apresentaram maior frequéncia de prostracéo e vomitos.

Também avaliamos os parametros laboratoriais na tentativa de contribuir para o
diagnostico diferencial dessas viroses. Sabe-se que as infecgbes de dengue estdo
relacionadas com a trombocitopenia, principalmente nos casos graves (Azeredo et al. 2015).
Por outro lado, existem poucos relatos de trombocitopenia grave durante a infec¢do por
ZIKV (Shuaib et al. 2016). Neste estudo, observamos que apenas 0S pacientes
monoinfectados por DENV apresentaram baixa contagem de plaquetas. Conforme descrito
previamente, em geral, os pacientes com ZIKV apresentaram diminuigdo moderada na
contagem de leucécitos e linfécitos (Shuaib et al. 2016).

O DENV tem levado a inumeras epidemias no Brasil e desta forma as manifestacdes
clinicas e os parametros laboratoriais sdo bastante estudados e conhecidos. A infeccéo pelo
DENV pode variar desde uma doenca febril branda até quadros mais graves com

hemorragias e extravasamento de plasma podendo ser fatal caso ndo seja tratada
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precocemente. Além disso, as infeccdes pelo DENV também sdo caracterizadas pelo
envolvimento hepdtico, incluindo hepatomegalia e eleva¢des nos niveis das transaminases,
tanto nos casos brandos como nos graves (Samanta & Sharma 2015). Paréametros
laboratoriais s&o descritos como indicadores potenciais de gravidade tais como contagens
das plaquetas (Lee et al. 2012), niveis de creatinina, ureia (Schmitz et al. 2011), AST/TGO e
ALT/TGP(Sam et al. 2013), e os niveis de albumina e proteinas totais (Schmitz et al. 2011).
Distinguir a dengue de outras doencas causadas por arbovirus é crucial para a realizacéo de
diagndstico precoce e monitoramento de marcadores de gravidade. De forma importante,
observamos niveis elevados de ALT/TGP nos pacientes DENV" estudados, sugerindo que
enzimas hepaticas possam ser consideradas como indicadores de infeccdo pelo virus. No

entanto, ainda sdo necessérios mais estudos para confirmacéo desse indicador laboratorial.

Nosso estudo também avaliou se infecges subsequentes ou coinfecgdes por esses
virus poderiam afetar o curso clinico da doenca e levar a um desfecho desfavoravel.
Seguindo a classificagio OMS (WHO 2009) para o diagnostico de dengue grave,
verificamos que o DG foi menos frequente em pacientes coinfectados e a maioria se
recuperou apds um curso clinico brando. Relatos de coinfeccdo DENV/ZIKV sé&o limitados e
alguns estudos ndo encontraram desfechos clinicos graves (Chahar et al. 2009, Waggoner
et al. 2016) corroborando nossos achados. No entanto, sete casos fatais de coinfeccdo de
DENV e CHIKYV foram relatados na Colémbia (Mercado et al. 2016). Recentemente, Brito e
colaboradores (2017) relataram casos de coinfeccao pelo ZIKV e CHIKV que desenvolveram
complicacdes neurolégicas (Brito et al. 2017). Destaca-se que o0s sorotipos de dengue
encontrados foram DENV-1 e DENV-4, e os sorotipos DENV-2 e DENV-3, associados a
casos graves nao foram detectados. Embora a maioria dos casos coinfectados tenham
apresentado manifestagfes clinicas brandas, dois pacientes necessitaram de hidratagédo
venosa, reforcando a importdncia do monitoramento adequado dos pacientes e
reconhecimento de sinais de alarme a fim de evitar formas graves da doenga. Levando em
consideracdo que existem poucos estudos com pacientes coinfectados, ndo € possivel
assegurar que esses individuos ndo possuam risco de desenvolver as formas graves da
doenca. O impacto da coinfeccdo na gravidade da doenca permanece desconhecido,

necessitando ainda de futuras investigagoes.

Nos propusemos também a quantificar fatores sollveis circulantes como citocinas e
quimiocinas nos casos confirmados de dengue e/ou Zika, a fim de compreender o perfil de
ativacdo imune sistémica durante a infeccdo aguda por ZIKV, por DENV, bem como em
casos de coinfec¢do. Os niveis circulantes dos mediadores inflamatérios CXCL10/IP10,
CCL2/MCP1 e TNF-a foram significativamente elevados nos grupos monoinfectados ou
coinfectados. No entanto, observamos que a infeccdo aguda pelo ZIKV induz uma ativagéo
imune sistémica discreta em comparacdo com o estado fisiolégico saudavel e em
comparagdo a infecgcdo aguda por DENV, envolvendo citocinas e quimiocinas pro-
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inflamatérias e imunorreguladoras. Nossos achados corroboram com o trabalho de Barros et
al (2018), que também verificou uma ativacdo imune modesta na fase aguda da ZIKV. O
trabalho em questéo tratou de comparar as fases agudas e convalescentes da infec¢éo por
ZIKV (Barros et al. 2018).

Tanto os pacientes monoinfectados pelo DENV quanto os pacientes monoinfectados
pelo ZIKV apresentam niveis elevados das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6 quando
comparados ao grupo controle. Em resposta a lesdo tecidual os leucécitos mononucleares
assim como os polimorfonucleares secretam citocinas na circulacéo tais como TNF-a, IL1B e
IL-6 que induzem a expressao das proteinas de fase aguda. Esses mediadores inflamatorios
induzem sequéncia de eventos, por exemplo, a resposta de fase aguda cuja funcdo é
restaurar a homeostase do organismo. No entanto, a producéo exagerada dessas proteinas
contribui para o desenvolvimento da sepse bacteriana (Schulte et al. 2013) e também ao
fendbmeno da “tempestade” de citocinas. Varias citocinas, inclusive o TNF-a e a IL-6 sdo
frequentemente associadas a gravidade da dengue (Srikiatkhachorn & Green 2010).
Estudos com pacientes brasileiros demonstraram a associacdo do TNF-a com casos mais
graves em pacientes infectados pelo DENV-2 (Braga et al. 2001). No nosso estudo, n&o
encontramos relacdo entre as citocinas IL-6 e TNF-a e gravidade, certamente devido ao
pequeno numero de amostras testadas, mas provavelmente também devido aos sorotipos
DENV-1 e DENV-4 encontrados no nosso grupo. Pacientes infectados pelo ZIKV
apresentaram niveis elevados TNF-a e IL-6 comparados aos individuos saudaveis,

corroborando estudos prévios (Barros et al.2018).

De forma interessante, nos casos de coinfec¢cdo por DENV/ZIKV, foram observados
altos niveis de algumas citocinas e quimiocinas estudadas. Neste sentido, pacientes
coinfectados apresentaram elevada produgdo de IP10/CXCL10 e TNF-a. O receptor
CXCR3, ligante de IP10 /CXCL10, € expresso nas células TCD4, TCD8 e NK e direciona o
recrutamento destas células para os sitios inflamados (Karin & Razon 2018). Elevados
niveis circulantes de IP10/CXCL10 e IL-5 foram relacionados com a presenca de exantema
e cefaleia, respectivamente, em pacientes infectados por ZIKV (Barros et al. 2018).
Recentemente, um estudo identificou a IP10 /CXCL10 como biomarcador potencial da
apoptose de neurdnios fetais e SGB durante a infeccdo aguda pelo ZIKV (Naveca et al.
2018).

Estudos prévios do nosso grupo demonstraram o envolvimento da IP10/CXCL10 e
IL-10 com a indugdo do extravasamento vascular e disfuncdo hepética durante a infeccéo
pelo DENV em criancas (Ferreira et al. 2015). Também demonstramos elevados niveis de
IP10/CXL10 em pacientes com dengue brando (Pinto et al. 2012b), corroborando os
resultados encontrados no presente estudo. Assim, estudos prévios enfatizam a importancia

da din&mica de diferentes marcadores em diferentes momentos da infecgédo e o balango na
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producdo de citocinas estaria relacionado com a resolucdo da doenca ou progressao para

casos mais graves.

IP1O/CXCL10 é uma citocina pleiotropica com acdo sob mondcitos, células NK e
células T e induz migracdo, sendo um importante mediador da resposta inflamatéria (Neville
et al. 1997). No nosso estudo, observamos associacdo inversa dos niveis de IP10/CXL10
com as contagens de leucécitos, mondcitos e linfécitos nos pacientes coinfectados por
DENV e ZIKV. Os mondcitos representam importante fonte de IP10/CXL10, e provavelmente
sdo células envolvidas nos estagios iniciais da infeccdo. De acordo com a literatura, os
mondcitos do sangue periférico, especialmente, subtipos classicos e nao classicos, séo
alvos primarios da infeccao pelo DENV (Azeredo et al. 2010) e também pelo ZIKV (Foo et al.
2017, Michimayr et al. 2017). E provavel que, uma vez ativados, os mondcitos infectados
produzam citocinas e migrem para diferentes sitios, promovendo a replicacao viral.

O TNF-a é uma citocina pleiotropica que regula muitas fungdes fisiologicas e
patolégicas tais como sobrevivéncia celular, apoptose, migracdo e inflamacdo (Pegoretti et
al. 2018). De forma interessante, observamos associa¢ao inversa entre os niveis de TNF-a
com as contagens de leucdcitos, linfocitos e monécitos nos pacientes monoinfectados pelo
DENV. As baixas contagens de leucécitos observadas durante a infecgdo podem envolver
mecanismos de migracdo ou apoptose (Azeredo et al. 2001, Torrentes-Carvalho et al. 2009,
Pinto et al. 2012a). Além disso, niveis elevados de TNF-a foram detectados no grupo
coinfectado. Recentemente, demonstramos que as células CD4" de pacientes coinfectados
DENV/ZIKV produziram baixas quantidades de TNF-a quando comparadas com as células
CD4 dos pacientes monoinfectados pelo ZIKV ou DENV (Badolato-Corréa et al. 2018).
Provavelmente, a elevada producdo de TNF-a observada no grupo coinfectado seja
principalmente produzida pelos mondcitos.

No nosso estudo, todos 0s pacientes apresentaram elevados niveis circulantes de
MCP1/CCL2 corroborando nossos dados prévios (Pinto et al. 2012b). Além disso, pacientes
infectados pelo ZIKV e apresentando sintomas brandos apresentaram elevadas
concentragdes de MCP1/CCL2 (Lum et al. 2018).

Todos 0s pacientes apresentaram baixos niveis circulantes de RANTES/CCL5 mas
apenas o grupo coinfectado apresentou niveis significativamente baixos comparados aos
controles. RANTES/CCL5 é importante no recrutamento dos leucécitos para os sitios
inflamados (Aldinucci & Colombatti 2014). Estudos prévios do nosso grupo corroboram
esses achados, uma vez que ja encontramos baixos niveis circulantes de RANTES/CCL5 no
sangue de pacientes com Dengue, enquanto que elevada expressdo foi encontrada no
tecido hepatico de caso fatais (Pinto et al. 2012b).

Elevados niveis circulantes de IFN-y foram detectados nos pacientes monoinfectados

pelo ZIKV ou DENV e baixos niveis foram encontrados nos pacientes coinfectados. IFN-y &
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produzido principalmente pelos linfcitos ativados tais como TCD4 Thl e TCDS8, células yo T
e células NK (Castro et al. 2018). Demonstramos baixa frequéncia de células TCD4
produtoras de IFN-y nos pacientes coinfectados comparados com o0s monoinfectados
demonstrando que estas células possuem importante impacto na producao do IFN-y durante
a coinfeccdo DENV/ZIKV (Badolato-Corréa et al. 2018)

Encontramos elevados niveis de IL-15 nos pacientes monoinfectados. A IL-15 é uma
citocina que compartilha fungdes com a IL-2, tais como ativacéo e proliferacdo de células NK
além de promover proliferacdo de células T ativadas e inducdo das células T citotoxicas
(Jabri & Abadie 2015). Estudos prévios do nosso grupo demonstraram associacao entre
niveis de IL-15 e células NK citotoxicas em pacientes apresentando manifestac@es clinicas
brandas (Azeredo et al. 2006).

A IL-10 é uma citocina pleiotrépica produzida por uma variedade de tipos celulares e
€ envolvida na patogénese da autoimunidade, cancer e doencas infecciosas (Raeber et al.
2018).Estudos prévios demonstram que niveis de IL-10 em criancas com dengue
aumentaram durante a fase de defervescéncia e naquelas que evoluiram para quadro de
SCD (Butthep et al. 2012). Estudo também demonstrou maior producdo de IL-10 em
pacientes com DSSA e menor nos pacientes com sinais de alarme (Rathakrishnan et al.
2012). Nosso grupo também ja demonstrou o envolvimento da IL-10 durante a infeccdo pelo
DENV e a associagdo desta citocina com a plaquetopenia (Azeredo et al. 2001). Niveis
elevados de IL-10 também j& foram reportados durante a infec¢@o pelo ZIVK em pacientes
(Kam et al. 2017, Lum et al. 2018). Os autores ndo encontram associa¢do da IL-10 com a
gravidade da infecg@o pelo ZIKV, e elevados niveis circulantes de IL-10 foram encontrados
nos pacientes sem complicagcdes neurologicas (Kam et al. 2017). Encontramos grande
variabilidade na producdo de IL-10, porém ndo encontramos diferenca estatistica
significativa entre os grupos analisados.

O fator de inibicdo dos macréfagos (MIF) foi inicialmente identificado como a primeira
citocina capaz de inibir a migracdo dos macréfagos. E expresso amplamente por diversos
tipos celulares tais como macréfagos, hepatocitos e células endoteliais. O MIF esta
envolvido com muitos processos bioldgicos tais como quimiotaxia, amplificacdo da resposta
inflamatoria dentre outros (Asare et al. 2017). Estudos recentes demonstraram a associagéo
desta citocina com aumento da permeabilidade vascular e a replicagdo viral durante a
infeccdo pelo DENV sugerindo papel importante na patogénese da infec¢do (Chuang et al.
2015). Além disso, o MIF tem sido relacionado com complicagbes do sistema nervoso
central e desordens neuroldgicas (Leyton-Jaimes et al. 2018). N&o encontramos diferenca
estatistica significativa entre os niveis circulantes de MIF nos diferentes grupos de pacientes
analisados. No entanto, os resultados demonstraram uma ligeira tendéncia de diminuicdo

nos niveis circulantes de MIF nos pacientes em relacéo aos controles, provavelmente devido

79



as caracteristicas clinicas da nossa amostragem, constituida de paciente brandos e sem

complicacdes neuroldgicas e/ ou graves.

As citocinas estdo intimamente relacionadas entre si, sugerindo vias comuns e
efeitos sinérgicos. Além disso, possuem diversos padrdes funcionais, como células Thl
(IFN-y), Th2 (IL-5), sugerindo que nessas infeccdes ha a ativacdo desses subgrupos de
linfécitos T auxiliares na infeccdo aguda. Outras possiveis fontes de quimiocinas e citocinas
envolvidas na infeccao precoce por esses virus sdo mondacitos, células dendriticas e células
NK (Barros et al. 2018).

Em relacdo as gestantes, tanto as infectadas pelo DENV como as infectadas pelo
ZIKV apresentaram manifestagdes clinicas similares e nenhuma diferenca significativa foi
encontrada devido ao pequeno tamanho amostral. Apenas gestantes coinfectadas pelo
DENV-1ZIKV com 9 e 20 semanas de gestacdo respectivamente apresentaram desfechos
desfavoraveis incluindo plagiocefalia posicional e um o6bito ap6s nascimento devido a
insuficiéncia respiratoria Embora, os riscos de complicagBes neuroldgicas tenham sido
relatados no primeiro trimestre, desfechos anormais foram reportados em todos os
trimestres (Roberts & Frosch 2016, Brasil et al. 2016b, Soares de Souza et al. 2016).
Nossos resultados enfatizam a importancia do diagnostico diferencial para DENV, ZIKV e
CHIKV mesmo nas gestantes com diagnéstico de infecgdo pelo ZIKV. O impacto da
coinfeccdo DENV/ZIKV ainda é desconhecido e apenas um estudo relatou caso de
coinfec¢do durante a gestacdo sem complicagdes ou anormalidades (Villamil-Gomez et al.
2016)

A producéo diferencial de mediadores sollveis foi investigada nas gestantes atraves da
dosagem de 27 fatores sollveis tais como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento.
Surpreendentemente, apenas trés mediadores: IL-6, IL-4 e MIP1a apresentaram diferenga
significativa ao comparamos 0s grupos entre si. Niveis significativamente menores de IL-4,
IL-6 e MIP1a foram observados nas gestantes infectadas pelo ZIKV quando comparadas as
gestantes saudaveis. Por outro lado, niveis significativamente menores de IL-7 foram

encontrados nas gestantes infectadas pelo DENV.

Kam e colaboradores demonstraram que a producéo diferencial das citocinas IL-18, e
IP-10/CXL10 podem ser biomarcadores uteis na predicdo de mau progndstico em recém-
nascidos de gestantes infectadas pelo ZIKV. Os autores observaram que 0s recém-nascidos
gue apresentaram deformidades do sistema nervoso central (SNC) apresentaram elevada
producado de IL-18 e IP10/CXL10 em comparacdo com os bebes nascidos saudaveis (Kam
et al. 2017). Estudo de Ornelas e colaboradores reportou elevada concentracdo de citocinas
Thl (IFN-y e TNF-a), Th2 (IL-4, IL5 e IL-10) no liquido amniodtico de nove gestantes
infectadas pelo ZIKV cujos bebes apresentaram diagndstico de microcefalia sugerindo que

esses fatores poderiam interferir no desenvolvimento fetal (Ornelas et al. 2017).
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Devido ao pequeno numero de gestantes analisadas, ndo foi possivel observar
diferencas significativas entre os fatores sollUveis analisados. De forma interessante, de
modo geral, pudemos observar baixos niveis de citocinas IL-6, IL-4 e TNF-a has gestantes
avaliadas. Além disso, a maioria 0os bebés nasceram saudaveis e apenas dois bebés
apresentaram desfechos desfavoraveis. Interessante, recente estudo demonstrou a
associacao entre producdo exacerbada de TNF-a com inflamacdo neural em células fetais
do cérebro infectadas pelo ZIKV in vitro (Lum et al. 2017). Estudos prospectivos com
diferentes coortes serdo necessarios para avaliar biomarcadores potenciais que poderdo

auxiliar no diagnostico clinico.

Embora n&o tenhamos avaliado a carga viral nem realizado sequenciamento do
genoma nas amostras coinfectadas, diferentes protocolos moleculares foram aplicados para
a deteccdo do DENV. Nao encontramos diferencas nos valores de CT entre os pacientes
monoinfectados ou coinfectados, no entanto, alguns casos coinfectados, apresentaram
baixos valores de CT. A avaliacdo da carga viral tanto de DENV como de ZIKV em
diferentes fases da infec¢cdo assim como a avaliagdo da resposta imune deverdo ser objetos
de estudos futuros.
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VII.

CONCLUSOES

Em 2016 houve a cocirculacdo de DENV, ZIKV e CHIKV com predominio de casos
de DENV-1 e ZIKV, além de coinfeccBes pelo DENV/ZIKV em Campo Grande, MS,
Brasil;

Nossos resultados enfatizaram a importancia do diagnéstico diferencial para DENV,
ZIKV e CHIKV em gestantes suspeitas de infeccdo pelo zika em &areas endémicas,
mesmo naquelas com diagndstico positivo de infec¢do pelo ZIKV, dada a relevancia
das coinfeccgdes.

A utilizacéo de diferentes métodos moleculares foi imprescindivel para o diagnéstico
diferencial das arboviroses, principalmente nas investigagbes de casos de
coinfecc¢oes;

Pacientes infectados pelo ZIKV apresentam maior frequéncia de prurido e edema em
concordancia com estudos prévios. Por outro lado, a infecgdo pelo DENV esteve
associada a presencga de prostracdo e vomitos. Em areas onde circulam multiplos
arbovirus, a presenca de prurido e edema podera auxiliar na definicdo de caso
suspeito de zika.

Pacientes monoinfectados pelo ZIKV e coinfectados com ZIKV e DENV-1
apresentaram manifestacdes clinicas brandas e ndo evoluiram para quadros clinicos
mais graves. No entanto, alguns pacientes monoinfectados pelo DENV e dois
coinfectados com DENV-1/ZIKV necessitaram de hidratagdo venosa, reforcando a
importancia da conduta clinica adequada e do reconhecimento precoce dos sinais de
alarme. Esses sinais sao importantes uma vez que surgem antes do inicio do
aparecimento da dengue grave e deverdo ser considerados em casos suspeitos de
ZIKV devido a possibilidade de coinfeccao pelo DENV;

Embora os paréametros laboratoriais ndo tenham apresentado um valor significativo
na discriminacdo desses virus, 0s niveis circulantes das transaminases hepaticas,
especialmente o0s niveis de ALT/TGP foram significativamente elevados nos
pacientes com DENV e poderdo ser Uteis no diagnostico diferencial bem como

conduta clinica de pacientes em areas de cocirculacdo destes arbovirus;
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Fatores solaveis como citocinas e quimiocinas estdo relacionados com a
imunopatogénese da dengue. Nosso estudo confirmou o aumento das citocinas
TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-15, IL-10 e das quimiocinas IP10/CXL10, RANTES/CCL5 e
MCP1/CCL2 nos pacientes monoinfectados com dengue;

Pacientes monoinfectados pelo ZIKV apresentaram niveis de producéo de citocinas
similares, mas ligeiramente menores que aqueles encontrados nos pacientes
monoinfectados pelo DENV, sugerindo que esta produgcdo diferencial de
citocinas/quimiocinas possa estar relacionada com as caracteristicas clinicas
induzidas por estas viroses;

De forma interessante, elevados niveis circulantes de TNF-a, IP10/CXL10 e
MCP1/CCL2 e baixos de RANTES/CCL5 foram observados durante a coinfecgéo.
Estes resultados podem ter importantes implicacdes na patogénese da doenca, uma
vez que estas citocinas estdo relacionadas com casos graves e/ou brandos da
dengue. No entanto, o aprofundamento no entendimento do papel desses
mediadores durante a coinfec¢&o ainda € necessario.

Gestantes infectadas pelo ZIKV apresentaram baixos niveis de IL-6, IL-4 e
MIP1a/CCL3 comparadas as gestantes saudaveis. Apesar do pequeno tamanho
amostral, esses resultados enfatizam a importancia de estudos imunol6gicos
adicionais da imunidade induzida pela infec¢do durante a gravidez. Tais estudos
podem ser fundamentais para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas
futuras;

Finalmente, a presenca concomitante dos trés virus leva a um dificil diagnostico
diferencial para os médicos, uma vez que as infeccfes apresentam sinais e sintomas
semelhantes, tornando complexo o diagnéstico clinico. A identificacdo de parametros
clinicos e biomarcadores associados a patogénese desses virus torna-se um
importante aliado capaz de predizer um risco aumentado de desenvolvimento de
formas graves da doenca; além disso, podera ajudar no diagnéstico diferencial

dessas doencas.
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Abstract
Go to:

Background: The current triple epidemic caused by dengue, zika and chikungunya constitutes a
serious health problem in Brazil. The aim of this study was to investigate acute samples (up to
the 7 days of symptoms) from patients presenting acute fever syndrome suspected as arboviral
infection and characterize the clinical and laboratorial profile during the co-circulation of
dengue, zika and chikungunya in Campo Grande, Mato Grosso do Sul (MS), midwest region
of Brazil. Methods: All suspected cases (n=134) were tested by using serological and molecular
diagnostic tests including DENV, ZIKV and CHIKV RT-PCR, Dengue nonstructural protein 1
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Introduction

Deagoe virus (DENV) 328 Zia virus (ZIKV) bekoaz ©

Absteact

Introduction: Zina virus (ZIKV) asd deague virws (DENV) co-cxeulaed ducng
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DENVZIEV corfecton
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DENV, ZIKV, oc DENVZIKV mfeced paseos aod DENV-exposed bealtry
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Abstract

Background: Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus that causes an acute febrile
syndrome with

a severe and debilitating arthralgia. In Brazil, the Asian and East-Central South African
(ECSA) genotypes are circulating in the north and northeast of the country, respectively. In
2015, the first autochthonous cases in Rio de Janeiro, Brazil were reported but until now the
circulating strains have not been characterized.

Therefore, we aimed here to perform the molecular characterization and phylogenetic analysis
of CHIKYV strains circulating in the 2016 outbreak occurred in the municipality of Rio de
Janeiro.

Methods: The cases analyzed in this study were collected at a private Hospital, from April
2016 to May 2016, during the chikungunya outbreak in Rio de Janeiro, Brazil. All cases were
submitted to the Real Time RT-PCR for CHIKV genome detection and to anti-CHIKV IgM
ELISA. Chikungunya infection was laboratorially confirmed by at least one diagnostic method
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