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RESUMO

Dissertacao de Mestrado

INVESTIGACAO MOLECULAR DE FLAVIVIRUS EM PACIENTES FEBRIS COM
SUSPEITA DE DENGUE EM MATO GROSSO

Introducdo: O género Flavivirus, familia Flaviviridae, alberga arbovirus como 0s virus
dengue (DENV) e da febre amarela, que possuem importancia médica e sdo envolvidos em
epidemias de doenca febril em areas urbanas e rurais em regides tropicais e subtropicais. No
Brasil, atualmente, o DENV e o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) sdo os dois
flavivirus circulantes em areas urbanas mais frequentes. Desde a introducdo e emergéncia dos
diferentes sorotipos de DENV a partir da década de 1980, extensas epidemias de febre do
dengue vém sendo reladas por todo o pais. O SLEV, anteriormente reconhecido apenas em
ciclos enzodticos e com pouca relevancia médica no Brasil, tem sido implicado em casos de
doenca febril durante epidemia de dengue no sudeste do pais. O objetivo deste estudo foi
investigar a circulacdo de flavivirus em pacientes com doenca febril aguda com suspeita de
dengue em Mato Grosso (MT) em 2011 e 2012.

Material e Métodos: 604 amostras de soro obtidas entre outubro de 2011 e julho de 2012 de
pacientes com doenca febril aguda suspeita de dengue com até cinco dias do inicio dos
sintomas em MT foram submetidas a multiplex semi-nested RT-PCR para a pesquisa de
flavivirus, como os quatro sorotipos de DENV, SLEV, virus da febre amarela, do Oeste do
Nilo, Rocio, Bussuquara, Iguape e Ilhéus. Amostras positivas foram testadas em pelo menos
duas reacdes independentes de single-nested RT-PCR e submetidas a sequenciamento
nucleotidico de regido do gene da glicoproteina de envelope para andlise filogenética.
Resultados: Dentre os 604 pacientes, 315 (52,2 %) foram positivos para DENV-4, 24 (4,0 %)
para DENV-1, 3 (0,5 %) para SLEV, 1 (0,2 %) para DENV-2 e 1 (0,2 %) para DENV-3.
Todas as amostras eram de pacientes oriundos de areas urbanas de 17 municipios de MT.
Entre as amostras positivas, 9 eram co-infec¢des entre DENV-1/DENV-4, 1 entre DENV-
2/IDENV-4, 2 por SLEV/DENV-4 e 1 entre SLEV/DENV-1/DENV-4. Os demais flavivirus
pesquisados ndo foram detectados. Amostras negativas para flavivirus totalizaram 273/604
(45,20 %).

Discussao: A ocorréncia das arboviroses na populacdo geralmente é subestimada, devido a
fatores como quadro clinico inespecifico, infeccdes inaparentes e auséncia de diagnostico
diferencial. O DENV-4 foi introduzido no MT em 2012, responsavel pela maior casuistica nas
cidades da Baixada Cuiabana. Co-infec¢bes sdo frequentes quando ha circulagdo
hiperendémica dos quatro sorotipos do DENV, situacéo ja relatada no Brasil em Manaus e
Rio de Janeiro em 2011. O SLEV foi detectado em pacientes de Cuiaba e Varzea Grande.
InfeccBes por SLEV sdo primariamente inaparentes ou brandas. Em MT, espécies de Culex e
outros vetores deste virus sao amplamente dispersas. Como humanos sdo hospedeiros finais e
apresentam baixa viremia, sua ocorréncia é provavelmente subestimada.

Conclusdo: DENV-1 e DENV-4 foram os flavivirus identificados com maior frequéncia. Os
quatro sorotipos do DENV foram detectados em Cuiaba e infeccdes esporadicas pelo SLEV
foram identificadas em pacientes co-infectados com o0 DENV-4 ou o DENV-4/DENV-1 em
Cuiaba e Varzea Grande, indicando que outros arbovirus podem circular silenciosamente
durante epidemia de dengue em areas urbanas em MT.

Palavras-chave: Arbovirus, virus dengue, virus da encefalite de Saint Louis, Mato Grosso,
dengue, Saude Publica, Investigacdo Epidemioldgica, RT-PCR.
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ABSTRACT
Master Thesis

MOLECULAR INVESTIGATION OF FLAVIVIRUSES IN FEBRILE PATIENTS
SUSPECTED OF DENGUE IN MATO GROSSO

Introduction: The genus Flavivirus, Flaviviridae family, comprises arboviruses such as the
medical important dengue virus (DENV) and yellow fever virus, involved in febrile illness
epidemics in urban and rural areas of tropical and subtropical regions. In Brazil, DENV and
Saint Louis encephalitis (SLEV) virus are currently the two most important flaviviruses
circulating in urban areas. Since the introduction and emergence of different DENV serotypes
in the 1980°s, extensive dengue outbreaks have been reported throughout the country.SLEV,
previously recognized only in enzootic cycles without medical relevance in Brazil, has been
implicated to febrile illness etiology during dengue fever outbreaks in the Southeast region.
The aim of this study was to investigate the circulation of flaviviruses in patients with acute
febrile illness suspected of harboring dengue in Mato Grosso (MT) between 2011 and 2012.
Material and Methods: 604 serum samples obtained between October 2011 and July 2012
from patients with acute febrile illness suspected of dengue lasting less than 5 days in MT
were subjected to multiplex semi-nested RT-PCR for flaviviruses, including all four serotypes
of DENV, SLEV Yellow Fever, West Nile, Rocio, Bussuquara, Iguape and llheus viruses.
Positive samples were tested at least twice in independent single-nested RT-PCR reactions
and subjected to nucleotide sequencing of the envelope glycoprotein (E) gene region for
phylogenetic analysis.

Results: Among 604 patients, 315 (52.2 %) were positive for DENV-4, 24 (4.0 %) for
DENV-1, three (0.5 %) for SLEV, one (0.2 %) for DENV-2 and one (0.2 %) for DENV-3. All
patients are residents in urban areas of 17 cities of MT. Among then, 9 were co-infections
among DENV-1/DENV-4, 1 between DENV-2/DENV-4, two between SLEV/DENV-4 and
one with SLEV/DENV-1/DENV-4. The other flaviviruses were not detected. Negative
samples for flavivirus totaled 273/604 (45.20 %).

Discussion: The occurrence of arboviruses in the population generally is underestimated,
probably due to unapparent infection or unspecific clinical presentation, associated to the
absence of differential diagnosis. The DENV-4 serotype was introduced in MT in 2012,
responsible for the largest number of cases in Cuiaba and Varzea Grande. Co-infections are
common when hiperendemic circulation of all four serotypes of DENV is observed. This
situation has already been reported in Brazil in Manaus and Rio de Janeiro cities in 2011.
Three patients were positive for SLEV in Cuiaba and Varzea Grande. SLEV infections are
primarily mild or unapparent. In MT, species of Culex and other vectors are widely dispersed.
As humans are final hosts and, therefore, present low titer viremia, the occurrence of SLEV in
the population is probably underestimated.

Conclusion: DENV-1 and DENV-4 were the most frequently flaviviruses identified. The four
DENV serotypes were detected in Cuiaba and sporadic SLEV infections were identified in
patients co-infected with DENV-4 or DENV-1/DENV-4 in Cuiaba and Véarzea Grande,
indicating that other arboviruses may circulate silently during dengue epidemics in urban
areas of MT.

Keywords: Arboviruses, dengue virus, Saint Louis encephalitis virus, Mato Grosso, dengue,
Public Health, Epidemiological Investigation, RT-PCR
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es Gerais

Arthropod-borne viruses (arbovirus) sdo em sua maioria zoondticos com genoma
RNA, transmitidos por artropodes hemat6fagos. Alguns arbovirus sdo associados a surtos em
humanos, constituindo-se em um problema de saude publica. Estes agentes possuem ampla
distribuicdo geografica, predominando nos tropicos devido as condicGes ecoldgicas e
climaticas favoraveis a proliferacdo dos vetores e a manutencdo do ciclo epidemiologico (
WEAVER & REISEN, 2010). A emergéncia e reemergéncia de arbovirus sdo fendbmenos
naturais relacionados a evolucdo das espécies e adaptacdo, porém, para que possam causar
epidemias, é necessario um ambiente permissivo, com disponibilidade de vetores competentes
e populacgdes de hospedeiros susceptiveis (WEAVER & REISEN, 2010).

Arbovirus sdo mantidos na natureza por ciclos zoon6ticos complexos, nos quais
hospedeiros amplificadores sdo espécies de aves, primatas, roedores, marsupiais, morcegos ou
outros animais silvestres que quando infectados podem apresentar uma viremia em titulos
suficientemente elevados por longos periodos, favorecendo a transmissdo a vetores e sua
manutengdo na natureza. Hospedeiros que ndo apresentam viremia suficientemente elevada
sdo hospedeiros finais ou acidentais. O homem é hospedeiro acidental para a maioria dos
arbovirus (Figura 1) (FIGUEIREDO, 2007; KADING et al., 2013).

No vetor hemat6fago, os virions contraidos durante o repasto Ssanguineo em
hospedeiros virémicos infectam células do intestino médio, atingindo a hemolinfa e, desta, as
glandulas salivares, estabelecendo infeccdo persistente. Apds um periodo de incubacgéo
extrinseco de oito a 14 dias, 0s mosquitos transmitem o arbovirus pela saliva durante a
hematofagia em hospedeiros susceptiveis (COIMBRA et al., 1998; GUBLER et al., 2007). No
hospedeiro vertebrado, o virus atinge as células-alvo pela circulagdo sanguinea, causando
infecgBes inaparentes, sindromes febris acompanhadas de exantema, artralgia, encefalite,
sindrome icterohemorragica, hemorragica e/ou choque sisttmico (VASCONCELOS el al.,
2005; FIGUEIREDO, 2007; BATISTA et al., 2012).

Durante periodos de seca desfavoraveis a proliferacdo de mosquitos ou na auséncia de
hospedeiros susceptiveis, a transmissdo transovariana em vetores, se constitui em um
mecanismo de manutencdo para alguns flavivirus (SHOPE, 1994; GUBLER et al., 2007;
ZEIDLER et al., 2008). A co-infeccdo por mais de um flavivirus em mosquitos pode interferir
com a replicacdo de ambos os virus, porém quando ha superinfeccdo por um segundo

arbovirus quatro horas ou mais ap6s a primoinfec¢do, ha supressdo somente do segundo
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agente (PEPIN et al., 2008; ZOU et al., 2009; PESSANHA et al., 2011).

O Brasil apresenta condicdes ideais para ocorréncia das arboviroses, com mais de 1/3
de area tropical. No pais, 210 espécies de arbovirus ja foram identificadas, 40 patogénicas
para humanos. Cerca de 95 % dos casos em humanos sdo atribuidos aos virus da Dengue
(DENV), febre amarela (YFV), Rocio (ROCV), Mayaro (MAYYV) e Oropouche (OROV),
pertencentes as familias Flaviviridae (género Flavivirus), e os dois ultimos as familias
Togaviridae (género Alphavirus) e Bunyaviridae (género Orthobunyavirus), respectivamente
(VASCONCELOS et al., 1998; FIGUEIREDO, 2007; KADING et al., 2013). Dentre 0s
flavivirus transmitidos por mosquitos, ja foram relatados no Brasil o DENV, YFV, ROCV e
os virus lIguape (IGUV), Bussuquara (BSQV), llhéus (ILHV), Cacipacoré (CPCV) e da
encefalite de Saint Louis (SLEV), além de indicios soroldgicos em equinos e aves do Nilo

Ocidental (WNV) (BALEOTTI et al., 2003; FIGUEIREDO, 2007; OMETTO et al., 2013).
@

o Vertebrado humano

oL
% s i\ ou animal doméstico
S !

= b Mosquito ou carrapato

- O
Vertebrado silvestre ;

Pode nao ocorrer ou é
insignificante para a disseminagao

Figura 1. Ciclo de transmissdo geral dos flavivirus, envolvendo vertebrados silvestres,

mosquitos e ocasionalmente homem e/ou animais domésticos. Fonte: RIDPATH et al., 2012.

1.2 Familia Flaviviridae, Género Flavivirus

O género Flavivirus, familia Flaviviridae, inclui mais de 53 espécies de virus
transmitidas por mosquitos, carrapatos e alguns zoonoticos com vetor desconhecido
(GUBLER et al., 2007; ICTV, 2012). Os flavivirus transmitidos por mosquitos sao agrupados
de acordo com a apresentacdo clinica e ecologia. Aqueles que causam encefalites possuem
aves como hospedeiros vertebrados e espécies de Culex como vetores, sdo classificados no
complexo da Encefalite Japonesa. Outros grupos compreendem o do YFV e o do DENV, que
sdo viscerotropicos e podem causar febres hemorragicas, possuem primatas como hospedeiros
vertebrados e espécies de Aedes como vetores (Tabela 1). Os flavivirus sdo ainda
subdivididos em complexos antigénicos de acordo com critérios sorologicos, ou em clusters e
gendtipos por filogenia (Figura 2) ( BALEOTTI et al., 2003; GUBLER et al., 2007; KUHN,
2007).



Tabela 1. Flavivirus transmitidos por mosquitos que acometem humanos nas Américas. Fonte: ICTV, 2012.
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Grupo

Virus Aroa

Virus
Dengue
Virus da
Encefalite

Japonesa

Virus Ntaya

Virus da
Febre

amarela

Espécie (sigla)

Virus Aroa (AROAV)

Virus Bussuquara (BSQV)

Virus dengue (DENV-1,2,3,4)
Virus da encefalite de St. Louis
(SLEV)

Virus Cacipacoré (CPCV)

Virus do Nilo Ociedental (WNV)
Virus Ilhéus (ILHV)

Virus Rocio (ROCV)

Virus da Febre amarela (YFV)

Vetor (es)

Desconhecido
Culex spp.
Aedes aegypti, Aedes albopictus

Culex spp., Sabethes belisarioi

Aedes aegypti, Anopheles spp e
Culex spp
Culex spp.

Culex, Sabethes, Haemagogus e
Psorophora spp.

Psorophora ferox, Aedes
scapularis

Aedes, Sabethes e Haemagogus

SPp.

Hospedeiros e
reservatorios
Humanos, roedores
Humanos, roedores

Humanos, primatas
Humanos e aves
Humanos

Humanos, répteis, aves
mamiferos

Humanos, aves

Humanos, aves, roedores

Humanos e primatas

Distribuicdo geograéfica

Venezuela

Amazobnia, Panama e Coldombia

Mundial

América

Brasil

Mundial

América Central e do Sul

Brasil

Africa e América do Sul
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Figura 2. Arvore filogenética de 15 cepas de 10 espécies de flavivirus transmitidos por
mosquitos com base na sequéncia parcial do gene da proteina ndo-estrutural NS5,
observando-se trés complexos: febre amarela, dengue e encefalite japonesa. Fonte:
BALEOTTI et al., 2003.

1.2.1 Estrutura e genoma dos flavivirus

Os flavivirus possuem particulas virais esféricas, envelopadas e aproximadamente 50
nm de diametro, onde estdo inseridas 180 copias das glicoproteinas de membrana (M) e
envelope (E), capsideo icosaédrico (T=3) formado pela proteina do capsideo (C) e genoma
composto por uma fita Unica e linear de RNA polaridade positiva de 10 a 12.3 Kb, que
contém na regido 5’ 7-metilguanosina (cap) (Figura 3). Seu genoma possui uma unica fase
aberta de leitura (ORF) e em ambas extremidades regides ndo traduzidas (UTR). O genoma
possui 10 genes, trés codificam proteinas estruturais (C, M e E), localizados no terco proximal
da extremidade 5°, e sete ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5),
localizados nos dois ter¢os proximos da extremidade 3° (KUHN, 2007; LINDENBACH et al.,
2007; MARTINS et al., 2012; RIDPATH et al., 2012).
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Proteinas do capsideo

Genoma RNA

s )57~

:3 Membrana lipidica

‘ ;p\ Glicoproteina E

Glicoproteina M

Figura 3. Morfologia das particulas virais dos membros da familia Flaviviridae. A) Foto de
microscopia eletrénica de particula viral de WNV; B) llustracdo esquematica de uma particula
viral indicando seus componentes. Fonte: RIDPATH et al., 2012.

Género Flavivirus

11 Kb, 5" UTR cap
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Figura 4. Estrutura e organizacdo genémica da fita simples de RNA de polaridade positiva
dos Flavivirus. Fonte: RIDPATH et al., 2012.

1.2.2 Ciclo replicativo intracelular dos flavivirus

Flavivirus possuem hospedeiros diversos e multiplicam-se em células dendriticas,
endoteliais, mondcitos/macrdéfagos, linfocitos B e T, hepatdcitos e/ou neurdnios
(ANDERSON, 2003; LINDENBACH et al., 2007). Varios receptores sdo associados a
adsorcdo; o DENV utiliza o0 DC-SIGN (CD209), uma Lectina tipo C, em células dendriticas
(NAVARRO-SANCHEZ et al., 2003; TASSANEETRITHEP et al., 2003) outros receptores
de flavivirus incluem a avp3 integrina, GRF78 (BiP), CD14 e glicosaminoglicanas como o
heparan sulfato (CHEN et al., 1997; KROSCHEWSKI et al., 2003). A opsonizacdo dos
virions por imunoglobulinas sub ou ndo-neutralizantes, resultantes de infec¢des prévias com
outros sorotipos do DENV, facilita a infeccdo de macréfagos e células dentriticas através de
receptores para a por¢cdo Fc, por antibody dependent enhancement of infection (ADE)
(BARBA-SPAETH et al., 2005).

A glicoproteina E (Envelope) é responsavel pela adsorcdo e fusdo do envelope a
membrana celular, constituindo-se no maior indutor de anticorpos neutralizantes (KUHN,
2007; LINDENBACH et al., 2007). O ciclo replicativo ocorre no citoplasma da célula
hospedeira (Figura 5), ap0s adsorcdo e penetracdo dos virus por endocitose mediada por
clatrina. A fusdo do envelope lipidico com a membrana endocitica ¢ mediada pelos dimeros

da glicoproteina E, que possuem um peptideo de fusdo. Este é exposto apos a trimerizacao da
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E, induzida pelo pH é&cido endossomal, promovendo a liberacdo do nucleocapsideo
(LINDENBACH et al., 2007; RIDPATH et al., 2012). As proteinas do capsideo se dissociam
do genoma, desnudando-o (LINDENBACH et al., 2007; RIDPATH et al., 2012).

A traducdo do RNA gendmico pelos ribossomos apds o reconhecimento do cap origina
uma poliproteina, que é clivada por proteases celulares e virais em pelo menos dez proteinas
virais (MUKHOPADHYAY et al., 2005; LINDENBACH et al., 2007). As proteinas nédo-
estruturais (NS) formam o complexo RNA replicase. A NS1 (46 KDa) possui funcéo incerta,
porém mutacdes nessa proteina diminuem a replicacdo do genoma. A NS2A (22 KDa)
direciona o complexo replicase para as membranas (KUHN, 2007; LINDENBACH et al.,
2007). A NS2B (14 KDa) atua como um cofator para a serino-protease NS3 (70 KDa),
resultando na protedlise da poliproteina NS. A NS3 também é helicase e trifosfatase
nucleosidica, desfosforilando a regido terminal 5° do genoma para adigdo do cap
(LINDENBACH et al., 2007). A NS4A (16 KDa) esta envolvida na replicacdo do RNA,
podendo recrutar NS1 e outras proteinas, e a NS4B (27 KDa) tem funcdo desconhecida
(CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH et al., 2007). A NS5 (103 KDa), altamente
conservada entre os flavivirus, ¢ a RNA polimerase dependente de RNA na regido carboxi-
terminal e metiltransferase na porcdo amino-terminal, metilando a estrutura 5° cap
(CHAMBERS et al., 1990; KOONIN, 1993).

A replicacdo do RNA inicia com a sintese de uma copia de RNA antigenémica
(polaridade negativa) que serve de molde para fitas de polaridade positiva. Essas cdpias
servirdo para mais etapas de traducdo e serdo encapsidadas na progénie (KUHN, 2007,
RIDPATH et al., 2012). A morfogénese ocorre na regido perinuclear e proteinas estruturais
sdo translocadas ao Iimen do reticulo endoplasmaético (RE). Homodimeros da proteina C (11
KDa) envolvem o genoma, uma regido hidrofobica interna se associa a membrana do RE e
uma ancora hidrofilica C-terminal (AnchC), servindo como peptideo sinal para a translocacao
da proteina precursora de membrana (pr-M). Esta contém um dominio transmembrana na
porcdo carboxi-terminal, responsavel pela sinalizacdo para inser¢do da glicoproteina E na
membrana do RE, mediando a interacdo entre nucleocapsideo e envelope viral (LOBIGS,
1993; LO et al., 2003; KIERMAYR et al., 2004). A encapsida¢do do genoma sinaliza o inicio
do brotamento das particulas no RE. Particulas virais e subvirais ndo-infecciosas imaturas séo
transportadas pela rede trans-Golgi (TGN) em vesiculas. A proteina M, formada a partir da
pr-M (26 KDa), se associa a glicoproteina E (53 KDa) formando heterodimeros, impedindo a
alteracdo conformacional prematura da glicoproteina E, que levaria a exposi¢do do peptideo
de fus&o pelo pH baixo nas vesiculas do Golgi (GUIRAKHOO et al., 1991; GUIRAKHOO et
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al., 1992; MUKHOPADHYAY et al., 2005). Ap6s a clivagem da pr-M por furinas e proteases
celulares, a proteina M permanece associada a particula virica, que é liberada da célula

hospedeira por exocitose (CHAMBERS et al., 1990; STADLER et al., 1997; ELSHUBER et
al., 2003; RIDPATH et al., 2012).
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Figura 5. Ciclo replicativo dos Flavivirus. A) adsorcdo; B) penetracdo por endocitose e
desnudamento; C) traducdo da poliproteina; D) replicacdo do RNA viral; E) formacdo dos
virions imaturos e brotamento no reticulo endoplasmatico; F) maturacdo dos virions e

transporte até a membrana plasmatica; G) exocitose. Fonte: Adaptado de KUHN, 2013.

1.2.3 Manifestacdes clinicas e patogenia das infeccdes por flavivirus de maior
importancia no Brasil em humanos

Os flavivirus produzem manifestacbes clinicas varidveis, desde infeccdes
assintomaticas, doenca febril aguda, hemorrégica ou icterohemorragica, encefalite, miocardite
e/ou choque, podendo evoluir a 6bito (KUHN, 2007).

Apos a inoculacdo pelo mosquito, YFV é carreado pela circulagdo linfatica até os
linfonodos regionais onde se replicam e entdo sdo carreados para circulacdo sanguinea e, por
viremia, sdo disseminados para o figado, baco, coracdo e rins. As lesdes ocorrem como
consequéncia direta da replicacdo viral ou secundariamente pela resposta imune do
hospedeiro (SANTOS et al., 2008; QUARESMA et al., 2013). A resposta imune celular em

infeccbes por YFV envolve células T CD8+, T CD4+, polimorfonucleares, NK e macrofagos.
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Em casos fatais ha niveis elevados de citocinas como TNF-a, IFN-y e TGF-f (QUARESMA
et al., 2013). Apds um periodo de incubacdo de trés a sete dias, trés fases clinicas séo descritas
em humanos; a inicial cursa com febre abrupta, cefaleia, mal-estar, fotofobia, dor nas costas,
mialgia, irritabilidade, agitacdo, ndusea e vomitos, que perduram por trés a cinco dias, fase em
que ha viremia, podendo ser fonte de infeccdo para mosquitos. Esta fase pode ser seguida por
uma fase de remissdo de 12 horas a dois dias. Alguns pacientes evoluem para a terceira fase,
com ictericia, anuria oliguria e disfuncdo de maultiplos 6rgéos, instabilidade cardiovascular,
febre hemorragica, hematémese, melena, petéquias, equimoses, trombocitopenia, tempo de
coagulagdo e protrombina prolongados e reducdo nos niveis de fatores de coagulacdo, com
mortalidade entre 20 e 50 % (SERIE et al., 1968; MONATH, 1988; VASCONCELOS et al.,
1998; QUARESMA et al., 2013).

A dengue é a arbovirose mais frequente no mundo, constituindo-se em importante
causa de morbidade e mortalidade (SAMUEL & TYAGI, 2006). Ap6s a picada do vetor, ha
um periodo de incubacdo de dois a 14 dias, em média quatro a sete dias. O virus € encontrado
na circulacdo sanguinea entre o primeiro e 0 sexto dia de inicio das manifestacdes clinicas
(SANTOS et al., 2008). Células dendriticas, mondcitos e macrofagos sdo infectadas pelo
DENV. A infeccdo induz a ativacdo e migracdo destas células aos linfonodos, de onde o virus
se dissemina por viremia e infecta outras células susceptiveis, promovendo a sintese de
citocinas, quimiocinas, ativacdo de linfocitos T CD4+ e CD8+, liberacdo de Interferon y (IFN-
v) e diminuicdo na liberacdo de células sanguineas pela medula 6ssea (AGUIRRE et al., 2012;
PHAM et al., 2012).

A gravidade da doenca pode ser correlacionada ao sorotipo e ao isolado do virus.
DENV-2 e DENV-3 tém sido associados a doencas hemorragicas e maiores indices de
mortalidade (WAN et al., 2013), observando-se viremia em titulos mais elevados, o que
influencia os niveis de IFN-y, transaminases hepaticas e o grau de trombocitopenia. Estudos
realizados com células endoteliais, hepaticas, macr6fagos e mastocitos demonstram que a
infeccdo pelo DENV promove a liberagdo de Interleucina-8 (IL-8), RANTES, MIP-1a e MIP-
1B. Niveis elevados de IL-8 séo correlacionados a patogenia da febre hemorragica e a efuséo
pleural (KUHN, 2007). A IL-6 é envolvida com hipertermia e liberagéo de proteinas de fase
aguda no figado. Os mondcitos e macrdfagos infectados produzem éxido nitrico (NO) e fator
de necrose tumoral o (TNF-a), aumentando a permeabilidade vascular e o desenvolvimento
dos distarbios hemorragicos (CLYDE et al., 2006). Na fase inicial da febre hemorragica, ha
reducdo nos niveis dos fatores de coagulacdo I, V, VII, VIII, IX, X e Xl e fibrinogénio,
caracterizando a coagulopatia. Ha deposi¢cdo de imunocomplexos na vasculatura e ativacdo
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das vias do sistema complemento, contribuindo para a hemorragia, por aumentar 0 processo

inflamatdrio e a permeabilidade vascular (Figura 6) (KUHN, 2007).

Patogénese Viral Imunopatogénese

* Variacao do virus * Mecanismo de ADE

* Tropismo celular e tecidual * Resposta Imune Celular
+ Fatores soliveis
« Antoimunidade

Manifestacdes clinicas

* Hemorragia

* Trombocitopenia

» Extravasamento de plasma
* Hepatomegalia

Figura 6. Patogenia da dengue: fatores virais e do hospedeiro contribuem para as
manifestacdes clinicas, incluindo hemorragia grave, trombocitopenia, extravasamento de

plasma e hepatomegalia. Fonte: Adaptado de WAN et al., 2013.

Clinicamente, a infeccdo pelo DENV pode ser inaparente, caracterizada por doenca
febril indiferenciada, a febre da dengue (DF), e febre hemorrdgica da dengue (DHF)
acompanhada ou ndo de sindrome do choque da dengue (DSS) (VASCONCELOS et al.,
1998; GUBLER, 2002). Atualmente as novas diretrizes da Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) classificam a doenga como dengue sem sinais de alarme, dengue com sinais de alarme
e dengue grave, além de formas atipicas da doenca. Somente 1,6% dos pacientes ndo se
enquadram nas novas diretrizes e, anteriormente 13,7% dos casos de dengue ndo se
enquadravam na classificacdo DF/DHF/DSS (WAN et al., 2013).

Individuos com idade inferior a 15 anos costumam apresentar doenca febril
indiferenciada com erupc¢do cutanea maculopapular ou infec¢Bes assintomaticas (BURKE et
al., 1988; GIBBONS & VAUGHN, 2002). A DF é mais comum entre adolescentes e adultos
(SHARP et al., 1995), possui inicio repentino, com hipertermia, cefaleia, mialgia, artralgia,
nauseas, dor retroorbital, dor abdominal, vomitos, exantema, rash cutdneo macular ou
maculopapular, petéquias, epistaxe, menorragia, tosse e/ou hiperestesia cutdnea
(WATERMAN & GUBLER, 1989; RIGAU-PEREZ et al., 1997). A DHF é caracterizada pelo
aumento da permeabilidade capilar e alteracbes hemostaticas, cursando com trombocitopenia
e petéquias pela fragilidade capilar, hemorragias, hepatomegalia, hepatite fulminante,
encefalopatia hepatica, efusdes e/ou cardiomiopatia, podendo culminar em faléncia multipla
de 6rgdos (GIBBONS & VAUGHN, 2002; CLYDE et al., 2006; KUHN, 2007). A DSS
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ocorre devido ao intenso extravasamento de plasma e tratamento inapropriado, causando
hipovolemia. Sintomas incluem persisténcia da dor abdominal, vomitos, alteracGes no nivel
de consciéncia, hipotermia e trombocitopenia (GIBBONS & VAUGHN, 2002; KUHN,
2007).

InfeccBes pelo WNV sdo assintomaéticas (80 %) ou caracterizadas por doenga febril
branda (20 %), podendo evoluir a meningoencefalite em menos de 1 % dos casos (FILETTE
et al., 2012). Apods a inoculagdo por mosquitos, que se infectam em aves, 0 WNV infecta
queratinécitos e células de langerhans, que migram aos linfonodos produzindo viremia
priméaria em circulacdo linfatica, atinge o sistema reticuloendotelial e produz viremia
secundaria, disseminando-se a outros 6rgdos através da corrente sanguinea (LIM et al., 2011,
FILETTE et al.,, 2012). Hospedeiros amplificadores com viremia por até cinco dias sdo
capazes de servir de fonte de infeccdo a vetores; humanos e equinos sdo hospedeiros finais,
isto é, ndo geram viremia por tempo e carga viral suficientes para servirem de fonte de
infecgdo aos vetores (CASTILLO-OLIVARES & WOOD, 2004). Dependendo do nivel da
viremia e da liberacdo de TNF-a, o WNV pode induzir aumento da permeabilidade e
ultrapassar a barreira hematoencefalica, infectando o sistema nervoso central (CASTILLO-
OLIVARES & WOOD, 2004; GUBLER et al., 2007). O periodo de incubacdo varia de dois a
14 dias e, clinicamente, a infeccdo é caracterizada por hipertermia, cefaleia, mialgia, vémito,
diarreia, anorexia, rash cutdneo e linfadenopatia generalizada, além de faringite, hepatite,
pancreatite, miocardite e disritmia cardiaca. A forma neuroldgica produz alteracdo do status
mental, fadiga, rigidez cervical, tremores e ataxia, resultando em meningite asséptica,
encefalite e paralisia, principalmente em idosos, e sequelas permanentes em 50% dos casos
(GUBLER et al., 2007; LOBO, 2012).

A infeccdo pelo SLEV possui um periodo de incubacao de quatro a 21 dias e menos de
1 % das infeccBes sdo sintomaticas e brandas, caracterizadas por hipertermia, calafrios,
cefaleia, ndusea, anorexia, mialgia, vertigem, mal-estar, faringite e tosse, podendo evoluir
para resolucdo ou até encefalite ou meningite asséptica, acompanhadas por rigidez cervical,
desorientacdo, tremores, ataxia, coma e mortalidade elevada em um a quatro dias,
principalmente em idosos (TSAI & MITCHELL, 1988; VASCONCELOS et al., 1998).

O ILHV possui um periodo de incubagdo médio de sete a 14 dias, causando infecgGes
inaparentes ou casos esporadicos de doenca febril aguda por trés a cinco dias, que pode
evoluir a encefalite branda (PINHEIRO et al.,, 1986; VASCONCELOS et al., 1998;
AZEVEDO et al., 2010). O ROCV foi identificado em 1975-78 em epidemia de doenca febril

e encefalite no vale do Ribeira e baixada Santista em Sdo Paulo, com 925 casos e 92 6hitos,
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apos periodo de incubagdo de sete a 14 dias (IVERSSON, 1980; COIMBRA et al., 1998).
Existe somente um relato de doenca febril e artralgia por quatro dias causada por BSQV
(PINHEIRO, 1981; FIGUEIREDO, 2000). Relatos de infeccdo humana pelo IGUV sao
desconhecidos (FIGUEIREDO, 2000) e pelo CPCV ha um caso em area rural de Porto Velho,
Rondonia (BATISTA et al., 2011).

1.2.4 Ciclo de transmissdo dos principais flavivirus transmitidos por mosquitos no Brasil

A febre amarela urbana é frequente na Africa. No ciclo silvestre, 0 YFV é transmitido
entre primatas ndo-humanos por Aedes africanus e Ae. furcifer na Africa, e principalmente
por Haemagogus janthinomys, Ha. albomaculatus, Ha. leucocelaenus, e Sabethes
chloropterus na América do Sul. Neste ciclo, mosquitos sdo vetores e reservatorios,
permanecendo infectados por toda vida, ao contrario dos primatas e humanos, que evoluem
para a remissdo e imunidade ou ao 6bito. Um ciclo intermediario em comunidades africanas
proximas a areas silvestres,envolve primatas, humanos e Ae. simpsoni como principal vetor
(Figura 7) (VASCONCELOS et al., 2005; QUARESMA et al., 2013).
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Figura 7. Ciclos de transmissdo da febre amarela silvestre e urbana. Fonte: Adaptado de
CDC, 2011.

O DENV ¢ mantido na natureza em dois ciclos de transmissdo. O ciclo selvagem
relatado no oeste da Africa e Malasia peninsular envolve primatas como hospedeiros e Ae.
luteocephalus, Ae. furcifer e Ae. niveus como vetores. O ciclo urbano possui Ae. aegypti e Ae.
albopictus como vetores, seres humanos como amplificadores, ocorrendo nos tropicos e

subtropicos. Ha uma zona de emergéncia em areas rurais da Africa, onde populagdes humanas
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entram em contato com os ciclos selvagens e transmitem o DENV para areas urbanas (Figura
8) (WEAVER & REISEN, 2010; VASILAKIS et al., 2011).

Aedes luteocephalus (Oeste da Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (trépices)
Aedes furcifer (Oeste da Africa) Aedes albopictus (trépicos)
Aedes niveus spp. (Sudeste da Asia) Aedes polynesiensis (Polinésia)

Aedes furcifer (Oeste da Africa)
Aedes albopictus (Sudeste da Asia) —_— ﬁq_\
:' Ny l"=
N
u' s
\l i
4

emergéncia

wmmr

Ciclo Silvestre Areas Rurais Ciclo Urbano

Figura 8. Ciclos de transmissdo do DENV. Fonte: Adaptado de VASILAKIS et al., 2011.

O ciclo de transmissdo do WNV envolve aves selvagens, muitas migratorias, como
amplificadoras e mosquitos Culex vetores. Cx. pipiens pipiens é o principal, porém Cx.
tarsalis, Cx. restuans, Cx. salinarius e Cx. pipiens quinquefasciatus também sdo importantes,
além de outras espécies de mosquitos, dependendo da area geogréafica (Figura 9) (GUBLER et
al., 2007). Aves podem adoecer quando infectadas, observando-se mortandade, humanos e
equinos sdo hospedeiros acidentais finais (FIGUEIREDO, 2000; GOULD & SOLOMON,
2008). Outras formas de transmissdao entre humanos incluem transplantes de O6rgéos,
transfusdes sanguineas, dialise, via transplacentaria, via percutanea, aerossdis e por
aleitamento materno (GUBLER et al., 2007; GOULD & SOLOMON, 2008).
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Figura 9. Ciclos de transmissdo de WNV. Fonte: Adaptado de PFEFFER & DOBLER, 2010.
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O SLEV é mantido na natureza por ciclos envolvendo aves selvagens (Passeriformes e
Columbiformes, principalmente) amplificadoras e espécies de Culex como vetores (Figura
10). Um ciclo urbano entre aves como pardais e pombas, e vetores Cx. pipiens e Cx.
quinguefasciatus, pode levar a infeccdo acidental de humanos e animais domesticos, que sao
hospedeiros finais (DAY, 2001). Em zonas rurais ocidentais, € relatado o ciclo entre aves
silvestres, Cx. tarsalis e Cx. nigripalpus. No Brasil, 0 SLEV ocorre em aves da familia
Formicariidae e mosquitos Cx. declarator e Cx. coronator, sendo estes potenciais vetores na
Bacia Amazénica, além de outros dos géneros Culex, Aedes, Mansonia e Sabethes. Ciclos
secundarios em éreas silvestres envolvendo outros animais, como roedores, marsupiais e
primatas ndo humanos, podem ocorrer (VASCONCELOS et al., 1991; CDC; 2010;
RODRIGUES et al., 2010b).

Mosquitos vetores
(espécies de
Culex)

it VIRus

Hospedeiros finais

acidentais g“]_”)“(;

Hospedeiro vertebrado P

Figura 10. Ciclo de transmissdo do SLEV. Fonte: Adaptado de ANDERSON, 2007.

O ROCV foi isolado de Psorophora ferox e estudos ecoldgicos posteriores sugeriram
que de acordo com as caracteristicas biologicas da espécie de Ae. Scapularis este pode te sido
o0 vetor de ROCV em epidemia em SP. sugerindo-se que esses podem ser vetores, além de
Culex spp. Aves selvagens, incluindo migratdrias, e morcegos seriam reservatorios e humanos
hospedeiros finais (COIMBRA et al., 1998; FIGUEIREDO, 2000; GOULD & SOLOMON,
2008). O ILHV é mantido na natureza por um ciclo selvagem onde Ps. ferox é o principal
vetor, e outras espécies de Psorophora e Ae. serratus com fungdo secundaria. Aves selvagens
de uma grande variedade de familias, morcegos e macacos sentinelas foram descritos como
hospedeiros (VASCONCELOS et al., 1998; FIGUEIREDO, 2000). O ciclo de transmisséo do

IGUV ¢ pouco conhecido, aves migratorias podem ser reservatérios, roedores e marsupiais
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hospedeiros vertebrados. O virus ja foi isolado de camundongos sentinelas em area florestal e
em Anopheles cruzii (COIMBRA et al., 1998; BOCATO-CHAMELET et al., 2001). O BSQV
possui como vetores primarios mosquitos Culex e hospedeiro vertebrado ainda desconhecido,
porém ha relatos em roedores sentinelas e um caso em humano (FIGUEIREDO, 2000;
GOULD & SOLOMON, 2008). O CPCV possui ciclo de transmissdo desconhecido, aves e
humanos podem ser hospedeiros e ja foi identificado em Ae. aegypti (BALEOTTI et al., 2003;
FIGUEIREDO, 2010).

1.2.5 Historico e situagdo epidemioldgica no Brasil dos arbovirus classificados no género
Flavivirus

O YFV foi o primeiro flavivirus relatado em humanos em 1648 na Peninsula de
Yucatan, México, porém héa relatos de que o virus poderia circular no Caribe desde 1498
(GUBLER et al., 2007; KUHN, 2007). YFV causou epidemias nos séculos XVII e XX na
Europa e, em 1900, Walter Reed demonstrou que este agente estaria presente no sangue dos
pacientes e era transmitido por Ae. aegypti. Em 1927, o prot6tipo do YFV (cepa Asibi) foi
isolado de um paciente na Nigéria (KARABATSOS, 1985). Cerca de 200 mil casos e 30 mil
mortes por YFV ocorrem por ano nas regides tropicais da Africa e América do Sul
(QUARESMA et al., 2013). O YFV foi introduzido no Brasil entre 1850 e 1909, causando
surtos no litoral e tornando-se um problema de salde publica. A vacinagdo iniciada em 1937
contribuiu para a erradicacdo da febre amarela urbana (FAU) em 1942 (FIGUEIREDO,
2000). O ciclo silvestre, relatado desde 1936, é responsavel por casos esporadicos de febre
amarela silvestre (FAS) na Amazonia e Planalto Central (FIGUEIREDO, 2000). Em 2000
dois casos autoctones foram identificados em Minas Gerais, em 2008 dois fatais em humanos
e guatro em macacos em Ribeirdo Preto, SP (MORENO et al., 2011). Entre 2008-2009 mais
de 2000 dbitos em macacos no Rio Grande do Sul e 21 casos humanos foram relatados (DE
ALMEIDA et al., 2012).

Epidemias de DENV séo descritas desde o final do século XVIII, na Indonésia, Egito e
Pensilvania e, no século XIX, nas Américas, Asia e Oceania (GUBLER et al., 2007). A
primeira cepa do virus isolada por Kimura e Hotta em 1943 e 1944, foi denominada
Mochizuki. Em 1945, Sabin e Schlesinger isolaram as cepas Havai e Nova Guiné, esta com
caracteristicas antigénicas diferentes. Mochizuki e Havai foram denominadas DENV-1 e a
cepa de Nova Guiné DENV-2. Em uma epidemia de DHF no Sudeste Asiatico em 1956,
foram isolados os sorotipos DENV-3 e DENV-4 (MARTINEZ-TORRES, 1990; BARRETO
& TEIXEIRA, 2008). Um quinto sorotipo foi descrito na Malasia (VASILAKIS, 2013).
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As primeiras evidéncias de introducdo do DENV no Brasil ocorreram em 1916 em Séo
Paulo (MEIRA, 1916; ROCCO et al., 2012) e 1923 em Niter6i, Rio de Janeiro (PEDRO,
1923; ROCCO et al.,, 2012). Entre 1923 e 1981 houve auséncia de relatos no Brasil,
provavelmente devido a erradicacdo do Ae. aegypti. A circulacdo do DENV-1 e DENV-4 foi
identificada em 1981/82 em epidemia em Boa Vista, Roraima (TRAVASSOS DA ROSA et
al., 1982; FIGUEIREDO, 2000; ROCCO et al., 2012). Entre 1986 e 1990, o DENV-1 foi
isolado no Rio de Janeiro (SCHATZMAYR et al., 1986), e depois em Sdo Paulo, Minas
Gerais, Alagoas e Ceard. O DENV-2 foi isolado pela primeira vez em 1989 em Belém, Para,
de um paciente febril vindo da Angola, porém o primeiro caso autdctone ocorreu no Rio de
Janeiro, em 1990 (NOGUEIRA et al., 1990). Epidemias por DENV-1 e/ou DENV-2 passaram
a ocorrer no Brasil, qguando foram observados os primeiros relatos de DHF (VASCONCELQOS
et al., 1998; FIGUEIREDO, 2000). O primeiro caso autoctone de DENV-3 foi descrito em
2000 no Rio de Janeiro (NOGUEIRA et al., 2001) e, epidemias ocorreram entre 2000-2010
(ARAUJO et al., 2012). Em 2008, foi detectada a reintroducio do DENV-4 em pacientes de
Manaus sem histérico de viagem recente (FIGUEIREDO et al., 2008). Em seguida casos
foram relatados em Roraima, 2010, e em varios estados do Brasil nos anos seguintes (SOUZA
etal., 2011).

O WNV foi identificado em uma paciente com quadro febril na provincia de West
Nile, Uganda, 1937 (SMITHBURN et al., 1940). Nas décadas seguintes disseminou-se para
regides da Africa, no Oriente Médio, Europa Mediterranea, india, em algumas regides da Asia
e Australia. Surtos importantes ocorreram em Israel entre 1951-1954 e 1957 e na Africa do
Sul em 1974. Em meados de 1990, uma grande epidemia com casos de encefalite ocorreu no
vale do Danubio e em areas de Bucareste, Roménia (TSAI et al., 1998). Em 1999, ocorreu a
introducdo em Nova lorque, EUA, observando-se grande mortalidade de passaros e doenca
em 67 pessoas, das quais 21 evoluiram a 6bito. A partir de entdo, o WNV foi identificado no
Canada, México e América Central (GOULD & SOLOMON, 2008; KRAMER et al., 2008).
Na América do Sul os primeiros relatos da circulacdo de WNV vieram de evidéncias
soroldgicas em equinos na Colémbia em 2005 e isolamento viral a partir de equinos com
encefalite em 2006 na Argentina. No Brasil, evidéncias soroldgicas foram reportadas em
equinos no Pantanal, de Mato Grosso do Sul (MS) em 2009, bem como em aves e equinos
entre a Amazonia e Pantanal entre 2008-2010. Acredita-se que a introducdo do WNV na
América do Sul provavelmente ocorreu através de aves migratdrias provenientes do
hemisfério Norte (PAUVOLID-CORREA et al., 2011; RIDPATH et al., 2012; OMETTO et
al., 2013).
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O SLEV foi isolado de encefalo humano em Saint Louis, EUA, em 1933
(KARABATSOS, 1985). Em 1975-1976 causou grande epidemia no Mississipi, EUA
(POWELL & BLAKEY, 1982). O primeiro isolado no Brasil foi obtido de um pool de
Sabethes belisarioi capturados na rodovia Bélem-Brasilia, no Para em 1960 (TRAVASSOS et
al., 1980). Posteriormente, foi isolado de animais sentinelas, roedores e passaros no Sudeste
(LOPES et al., 1979). Durante trinta anos, somente trés casos humanos foram relatados no
pais, dois na regido Norte na década de 70 e um em Séo Paulo em 2004 (ROCCO et al., 2005;
SANTOS et al.,, 2006). Em Séo José do Rio Preto, SP, em 2006, foram relatados seis
pacientes infectados e um caso de co-infecgdo entre SLEV e DENV-3 (MONDINI et al.,
2007a, MONDINI et al., 2007b). Prevaléncia de anticorpos vem sendo relatada em equinos
na Bacia Amazonica e no Pantanal, MS (PAUVOLID-CORREA et al., 2010; RODRIGUES
et al., 2010a; PAUVOLID-CORREA et al., 2014), além de isolamento em artrépodes e aves
na Amazonia brasileira e humanos no Pard (RODRIGUES et al., 2010b). Recentemente,
SLEV foi isolado do cérebro de um cavalo com encefalite em Minas Gerais (ROSA et al.,
2013).

O ROCV foi identificado em casos fatais de encefalite no unico surto relatado entre
1975-77 no Vale do Ribeira, Sdo Paulo (LOPES et al., 1978; KARABATSOS, 1985). Entre
1983 e 1987, IgM foi detectada em dois pescadores e duas criancas da regido rural de Iguape
(IVERSSON & TIRIBA, 1997). Em 1995, foram identificados anticorpos em humanos na
Bahia, em 2004 em aves no sul do pais e em 2009 em equinos do Pantanal, MS
(STRAATMANN et al., 1997; FIGUEIREDO, 2007; PAUVOLID-CORREA et al., 2014). O
ILHV foi isolado em 1944 em llhéus, Bahia, em pool de mosquitos Aedes e Psorophora
(KARABATSOS, 1985). Desde entdo, ILHV foi isolado de espécies de Culex, Sabethes,
Haemagogus e Trichoprosopon, de pacientes febris e animais como aves e morcegos
(VASCONCELDOS et al., 1998; VENEGAS et al., 2012). No Pantanal de MS, ILHV foi
isolado de Ae. scapularis e anticorpos neutralizantes foram detectados em 78 equinos
(PAUVOLID-CORREA et al., 2013, 2014). O IGUV foi isolado em 1979 de camundongo
sentinela em éarea silvestre no Sudeste do Brasil, porém ndo foi detectado em humanos
(FIGUEIREDO, 2000). O BSQV foi isolado de macaco sentinela (Alouatta beelzebul) em
Belém, Parg, em 1956 e desde entdo foi descrito somente um caso em humanos (PINHEIRO,
1981; GOMES & CAUSEY, 1962; FIGUEIREDO, 2000). O CPCV foi isolado de ave em
1977 na Amazoénia brasileira, Para, em Ae. aegypti em 2010 e detectado em paciente de area
rural de Rondonia em 2011 (FIGUEIREDO, 2000, FIGUEIREDO, 2010; BATISTA et al.,
2011). Anticorpos neutralizantes foram detectados em equinos no Pantanal, MS, em 2009-
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2010 ( FIGUEIREDO, 2010; BATISTA et al., 2011; PAUVOLID-CORREA et al., 2014).

1.2.6 Diagnostico laboratorial das infec¢des por flavivirus em humanos

A Inoculagdo em Cultivo Celular (ICC) ou animais é amplamente utilizada para o
diagnostico laboratorial de arboviroses, podendo ser realizada em camundongos recém-
nascidos, ovos embrionados ou linhagens celulares (DE PAULA & FONSECA, 2004;
FLORES & CARGNELUTTI, 2012). Dentre as linhagens sensiveis aos arbovirus cita-se a
LLC-MK2 (rim de macaco Rhesus), AP61 (Aedes pseudoscutellaris), Vero (rim de
Cercopithecus aethiops), BHK-21 (rim de hamster neonato) e C6/36 (Ae. albopictus), sendo
esta a mais usada para flavivirus (DE PAULA & FONSECA, 2004). O ICC permite a obtengéo
do virus infectante para estudos posteriores (DE PAULA & FONSECA, 2004; FELIX et al.,
2012). A identificacdo de flavivirus pelo efeito citopatico (ECP) é confirmada pela deteccédo
de antigenos ou acidos nucleicos. A Imunofluorescéncia Indireta (IFI), pelo emprego de
anticorpos policlonais anti-flavivirus ou monoclonais especificos para a espécie, seguidos de
anti-1gG € preconizada para este fim no Brasil pelo Ministério da Saude para identificacdo dos
sorotipos do DENV e YFV (STORCH, 2007; SANTOS & BENATI, 2008).

O ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indireto para IgG contra 0 DENV,
WNV, YFV e outros flavivirus pode ser utilizado para a diferenciacdo entre infeccdes
primarias e secundarias e em estudos epidemioldgicos (NIEDRIG et al., 1999; MALAN et al.,
2003). Estudos demonstram alta de sensibilidade, porém a especificidade é comprometida por
reacOes cruzadas entre os flavivirus, principalmente os pertencentes ao complexo da
Encefalite Japonesa, como WNV e SLEV (MALAN et al., 2003; DE PAULA & FONSECA,
2004; SILVA, 2010). O MAC-ELISA (captura) para IgM é utilizado no diagnoéstico
laboratorial de rotina para dengue e outras infec¢bes por flavivirus. LimitacBes incluem
reatividade cruzada entre flavivirus e a ndo diferenciacdo entre os sorotipos de DENV
(OLIVEIRA et al., 2011).

Flavivirus secretam a proteina NS1 entre um e nove dias p6s-infeccdo, geralmente
utilizada como marcador precoce de infeccdo pelos sorotipos do DENV através de MAC-
ELISA (Platelia™ Dengue NS1 AG test kit, BIO-RAD) (KUMARASAMY et al., 2007;
SILVA et al., 2011). Esta metodologia possui alta especificidade e sensibilidade de 52 a 66%.
A sensibilidade de kits NS1 para amostras contendo DENV-2 e DENV-3 é diminuida na
América Latina e Asia. A variagio na sensibilidade se deve & variagdes nos niveis da secre¢io
de NS1 no soro de acordo com o sorotipo do DENV e ao status imune do paciente devido a
infeccOes previas (FELIX et al., 2012). Além do DENV e YFV, ha kits de ELISA para a NS1
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do WNV para o diagndstico precoce de infeccdo em areas endémicas (SAXENA et al., 2013).

O Teste de Neutralizacdo por Reducéo de Placas (PRNT) com células BHK-21, Vero e
LLC-MK2 ¢é padrdo ouro para determinar niveis de anticorpos neutralizantes e a
imunogenicidade de vacinas contra 0 DENV, YFV, ILHV, ROCV e CPCV (KUNO, 2003;
ROEHRIG et al., 2008; THOMAS et al., 2009; SIMOES, 2011; MAEDA & MAEDA, 2013).

A Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) detecta
quantidades minimas do genoma viral em diferentes amostras clinicas, inclusive em
mosquitos (DE PAULA & FONSECA, 2004; SANTOS & BENATI, 2008). Os métodos de
Multiplex nested RT-PCR permitem a deteccdo de vérias espécies virais na amostra ao
mesmo tempo, bem como co-infecgBes, com maior sensibilidade e especificidade (ELNIFRO
et al., 2000; TERZIAN, 2008). Estes ensaios utilizam iniciadores universais para 0s géneros,
seguidos de iniciadores espécie-especificos (LANCIOTTI et al., 1992; KUNO et al., 1998;
BRONZONI et al., 2005). O protocolo para os sorotipos do DENV de Lanciotti et al. (1992) é
preconizado pelo Ministério da Salde e baseia-se em RT-PCR com iniciadores D1 e D2,
seguida de multiplex semi-nested PCR com inciadores sorotipo-especificos (TS1, TS2, TS3 e
TS4). Outro protocolo com primers género e espécie-especificos em multiplex semi-nested
RT-PCR para 11 espécies de flavivirus brasileiros é aplicado em estudos epidemioldgicos
(BRONZONI et al., 2005).

A RT-PCR em tempo real (RT-gPCR) quantifica a carga viral e permite o
acompanhamento da amplificacdo pela deteccdo de um composto fluorescente intercalante ou
sondas sequéncia-especificas (molecular beacons, Scorpion, Sunrise, TagMan®, Syber Green
e sondas de hibridizacdo FRET). Para flavivirus, utiliza-se protocolos com TagMan® ou
SYBR green e regido do gene da NS5 do DENV, YFV, JEV, WNV e SLEV. Para amostras
infectadas com o DENV, permite a rapida deteccdo, sorotipagem e quantificacdo da carga
viral (KONG et al., 2006; CHAO et al., 2007; CONCEICAO et al., 2010; OLIVEIRA, 2010).

O sequenciamento nucleotidico é utilizado para confirmar os resultados da RT-PCR,
em estudos filogenéticos e de genotipagem, bem como permite a deteccdo de novas espécies
de flavivirus. E possivel analisar as sequéncias de acordo com as variaveis bioldgicas do virus,
tais como localizacdo geografica, hospedeiros, viruléncia, tropismo, entre outros. Estas
informacdes permitem compreender a origem, ancestralidade e a relacdo entre os flavivirus
circulantes, além de auxiliar na adogdo de medidas de controle para a emergéncia e
reemergéncia destes arbovirus (HOLMES, 1998; TERZIAN, 2008). Estudos de epidemiologia
molecular e evolucdo dos flavivirus se baseiam na andlise das sequéncias do gene da NS5 e
das proteinas de envelope (BALEOTTI et al., 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

No estado de Mato Grosso (MT), o nimero de casos de dengue costuma ser elevado
todos os anos, principalmente durante a estacdo chuvosa. Contudo, estudos sobre os sorotipos
circulantes, bem como sobre a circulagdo de outros flavivirus que cursam com doenca febril
aguda clinicamente semelhante a dengue s&o escassos.

O MT possui clima tropical e ecossistema variado, com Amazonia ao norte, Pantanal
ao sul e Cerrado no restante do estado. Neste ecossistema diverso, ha grande diversidade de
espécies de artropodes hematdfagos, vetores de arbovirus, bem como de hospedeiros
amplificadores desses virus zoonoticos, distribuidos em areas rurais, urbanas e silvestres. O
estado recebe anualmente grande nimero de visitantes devido ao turismo ecoldgico e ao
desenvolvimento comercial. Além disso, o MT se encontra na rota de aves migratorias
suspeitas de envolvimento na disseminagdo de alguns arbovirus provenientes da Amazénia e
do hemisfério Norte. Ha diversos relatos da circulacéo de outros flavivirus além do DENV em
estados vizinhos. Estes fatores, aliados as condi¢Ges climaticas, que propiciam a proliferacédo
de vetores, e de saneamento, muitas vezes aquém da recomendada, bem como a densidade
populacional encontrada em MT, sdo condi¢BGes favoraveis a introducdo e transmissdo de
arbovirus.

Métodos de diagndstico empregados no soro do paciente com suspeita de dengue entre
um e cinco dias do inicio da doenca incluem a ICC e a IFA, bem como a detec¢do de NS1 dos
sorotipos do DENV e por ELISA na fase inicial da doenca. ELISA de captura para detecgéo
de IgM e IgG também sdo utilizados. Desta forma, a utilizagdo de metodos moleculares
diferenciais, sensiveis e especificos, pode contribuir para o diagnostico das infeccdes por

flavivirus em pacientes com sindrome febril aguda no estado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar por técnicas moleculares a circulagdo de flavivirus em pacientes febris com

suspeita de dengue em Mato Grosso entre os anos de 2011 e 2012.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar o(s) sorotipo(s) mais frequentes de DENV circulantes no estado;

- Identificar a possivel circulacdo de outros flavivirus além do DENV em Mato
Grosso;

- Associar a positividade para flavivirus com possiveis fatores de risco apresentados

pelos pacientes com doenca febril aguda.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste estudo, observacional do tipo transversal, amostras de soro de pacientes com doenca
febril aguda foram submetidas a multiplex semi-nested RT-PCR para regido do gene NS5 de
onze espécies de flavivirus (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, YFV, SLEV, ILHV,
BSQV, ROCV, IGUV e WNV). Amostras positivas foram submetidas ao sequenciamento
nucleotidico. Amostras positivas para o SLEV foram submetidas a semi-nested RT-PCR para
regido do gene da glicoproteina de envelope e analise filogenética. Os dados obtidos e

possiveis fatores de risco foram analisados estatisticamente (Figura 11).

Amostras de soro e registros do SINAN de 604
pacientes com doenca febril aguda em Mato Grosso

Extracio de RNA viral
Amostras positivas para SLEV

Transcric¢iio reversa para Flavivirus, Semi-nested RT-PCR para o gene E de SLEV

Alphavirus e Orthobunyavirus

Sequenciamento nucleotidico
Duplex PCR para Flavivirus e Alphavirus

Analise filogenética (Geneious)

Multiplex semi-nested PCR para o gene NS5
de espécies de Flavivirus

Amostras positivas

Single/Duplex semi-nested PCR -

Sequenciamento nucleotidico

Alinhamento em MEGA / BLASTn

Analise de Dados

Figura 11. Fluxograma das atividades da pesquisa de flavivirus em pacientes com doenca
febril aguda entre 2011 e 2012 em MT.

4.1 Caracterizacao do local de amostragem
O MT localiza-se na regido Centro Oeste, representando 10 % do territorio brasileiro,
distribuidos em Amazénia ao norte (53,6 %), Pantanal ao sul (6,8 %) e Cerrado (39,6 %).
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Apresenta 3.035.122 habitantes em 903.366,192 km* de extensdo. Possui fronteira com o
Amazonas e Paré ao norte, Tocantins e Goias ao leste, Mato Grosso do Sul ao sul e Rondénia
e Bolivia a oeste (EMBRAPA, 2006; IBGE, 2010). O estado apresenta clima tropical, com
duas épocas bem definidas: o periodo chuvoso, que compreende 0s meses de outubro a abril, e
o periodo de seca, entre maio e setembro (EMBRAPA, 2006).

4.2 Amostragem e procedimentos éticos

Neste estudo observacional do tipo transversal, foram analisadas 604 amostras de soro
de pacientes com doenca febril aguda e inicio do quadro clinico por periodo inferior a cinco
dias com suspeita de dengue. A coleta das amostras e o registro dos pacientes no Sistema de
Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) foram realizados em Unidades Basicas de
Saude, hospitais e Prontos Socorros de municipios interligados a Secretaria Estadual de Saude
de MT entre outubro de 2011 e julho de 2012. Em seguida, as amostras foram enviadas em
botijdo criogénico com nitrogénio liquido (-196 °C) ao Laboratdrio Central de Salde Pdblica
do Mato Grosso (MT-Laboratério). Neste, as amostras de soro foram submetidas a ICC e IFI
para identificacdo dos quatro sorotipos do DENV e do YFV. Aliquotas foram separadas e
transportadas em nitrogénio liquido ao Laboratdrio de Virologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal do Mato Grosso (LV/FM/UFMT), onde foram armazenadas a -80°C.

Em conjunto com as aliquotas de soro dos pacientes, foram obtidas copias dos
registros do SINAN contendo dados como sexo, idade, ocupacdo, etnhia, municipio de
residéncia, sinais e sintomas, historico de arboviroses e de visita a areas de risco (Anexos | e
I). Os procedimentos que envolvem pacientes e amostras clinicas humanas foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do Hospital
Universitario Jalio Muller, FM/UFMT, protocolo 100/2011 (Anexo III).

4.3 Extragdo de RNA viral das amostras de soro dos pacientes

A extracdo de RNA foi realizada em 140 uL de soro do paciente, utilizando-se o
QlAamp Viral RNA mini Kit (QIAGEN Inc., USA), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. O RNA viral foi eluido em 60 pL e submetido a transcricdo reversa para a sintese
de DNA complementar (cDNA) e armazenamento.

4.4 Controles Positivos
RNA de cepas de DENV-1 (estirpe Mochizuki), DENV-2 (estirpe SpH 125367),
DENV-3 (estirpe RPDen06/41), DENV-4 (estirpe Boa Vista), SLEV (estirpe BeH 355964),
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YFV (estirpe 17DD) e ILHV (estirpe BeH 7445), gentilmente cedidos pela Prof?. Dr2. Roberta

Vieira Morais Bronzoni, UFMT Sinop foram utilizados como controle interno das reacoes.

4.5 RT-PCR para deteccéo de flavivirus

A sintese de cDNA foi realizada com a enzima transcriptase reversa (RT; Superscript
[11; Invitrogen). Para isso foram utilizados 9,1 uL de RNA viral, 4 pL de tamp&o 5x (250 mM
Tris-HCI pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 1,6 uL de deoxinucleotideos trifosfatados
(DNTPs; 2,5 mM), 1,4 uL de dithiothreitol (DTT; 0,1 M), 1 pL dos iniciadores FG2 (15 uM)
para flavivirus, cM3W (100 puM) para alfavirus e BUN-S (30 uM) para buniavirus (Tabela 2),
20 U de inibidor de RNAse (RNAse OUT — Invitrogen), 100 U da enzima transcriptase reversa
(RT) em 20 pL de volume. A mistura de reagentes foi submetida a sintese de cDNA através
de incubacdo a 50°C por 50 min e 70°C por 15 min. Iniciadores para alfavirus e buniavirus
para a construcdo de cDNA foram incluidos para a investigagdo de outros arbovirus em
estudos paralelos.

O cDNA foi submetido a reacao de duplex-PCR para regido de 958 pb do gene NS5
dos flavivirus e 433 pb do gene nsP1 de alfavirus. Para isso, foram utilizados 8uL de cDNA, 5
pL de tampéo de PCR 10x (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KClI), 2 pL de MgCl; (50
mM), 1 puL de DNTPs (10 mM), 1 pL dos iniciadores FG1 (15 puM) e M2W (50 uM) (Tabela
2), 1 U de DNA polimerase (5 U/uL; Tag DNA polimerase, Invitrogen) e agua ultrapura para
50 pL de reacdo. A mistura de reagentes foi entdo submetida a um ciclo inicial de 94°C por 1
min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, 53°C por 1 min e 72°C por 2 min, e extensdo final de 72°C
por 5 min (BRONZONI et al., 2005). Nestas reacdes foram também incluidos controles
positivos (cCDNA de DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, SLEV, YFV e/ou ILHV) e No-

template.

4.6 Multiplex semi-nested PCR para espécies de flavivirus

Nestas reacdes, sdo identificadas espécies de Flavivirus de acordo com o tamanho do
fragmento amplificado em duas reac6es de multiplex semi-nested PCR; a primeira, flavivirus
1, com primers para DENV-1, DENV-2, DENV-3, YFV e SLEV e a segunda, flavivirus 2,
para DENV-4, BSQV, WNV, ILHV, IGUV e ROCV (Tabela 2).
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para investigagdo molecular de arbovirus em pacientes com doenga febril aguda entre 2011 e 2012 em MT.

Iniciadores espécie-especificos para Flavivirus'

Alvo Iniciador Sequéncia Posicédo no Amplicon (pb)" Referéncia
genoma
A . FG1 (+ 5’>-TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT-3’ 8270-8297

Género Flavivirus ¢, E-)) 5>-GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA-3' 92289258 O FULOP etal, 1993
DENV-1 NDEN1 (-) 5-CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC-3’ 8653-8673 472
DENV-2 NDEN2 (-) 5’-GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC-3’ 8488-8516 316
DENV-3 NDEN3 (-) 5-CCCATTGGTTCTCCTCTGTG-3’ 88008819 628
DENV-4 NDEN4 (-) 5’-GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC-3’ 8394-8415 222
YRV nYFV (-) 5-TCAGAAGACCAAGAGGTCATGT-3’ 8502-8523 253
SLEV NSLEV (-) 5-ATTCTTCTCTCAATCTCCGT-3’ 8483-8502 232 BRONZONI et al., 2005
WNV NWNV () 5 -TGGTGTCTGAGTTGAGCAGGG-3’ 8489-8509 195
ILHV nILHV () 5’-TCCACCGCTGATCTGAGCCCGTGA-3’ 8721-8744 474
ROCV NROCV (-) 5’-TCACTCTTCAGCCTTTCG-3’ 8483-8500 230
IGUV niGUV () 5’-CCACGAACCAACTTGAAG-3’ 8507-8524 254
BSQV nBSQV () 5’-AAGTGACACCTGTTCAGGGTA-3’ 8638-8658 388
Iniciadores especificos para o gene de Envelope de SLEV

F880 (+) 5 -CGATTGGATGGATGCTAGGTAG-3’ 880-901

B2586 (-) 5’-CAGTTGGAGTCAGAGGGAAATACTT-3’ 2586-2562 477 KRAMER &

B1357 () 5-GCAACCTCATACTTGATGTTTTCTC-3’ 1357-1381 CHANDLER, 2001
Iniciadores utilizados como parte da preparacédo das amostras para estudos paralelos e futuros
Género M2wW (+)2 5>-YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW-3’ 164-186 433 PFEFFER et al., 1997
Alphavirus cM3W (-)> 5’-ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC-3’ 568-597
Género BUN-S® 5’- AGTAGTGTGCTCCAC-3’ S Extr 5’ 754-1080 MORELI et al., 2002

Orthobunyavirus

YIniciadores utilizados em multiplex Semi-nested PCR com o primer forward FG1. ? Utilizados apenas na duplex RT-PCR. A investigacdo de alfavirus foi

realizada em estudo em paralelo. ® Utilizado apenas para construgdo de cDNA com objetivo de pesquisar buniavirus em estudos futuros.
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Para isso, foram utilizados 2 pL dos produtos de duplex-RT-PCR, 2,5 pL de tampéo
de PCR 10x (200 mM Tris-HCI [pH 8.4], 500 mM KClI), 2 pL de MgCl, (50 mM), 0,5 pL de
DNTPs (10mM), 0,5 pL de iniciador senso FG1 (15 pM) e de cada reverso (a 15uM; DENV-
1, DENV-2, DENV-3, YFV e SLEV na reacdo flavivirus 1 e DENV-4, WNV, ILHV, IGUV,
BSQV e ROCV na reacdo flavivirus 2) 0,5 U de DNA polimerase (5 U/uL; Tag DNA
polimerase; Invitrogen) e agua ultrapura para 25 pL de volume. A reacgdo foi submetida a um
ciclo inicial de 94 °C por 1 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 53 °C por 1 min e 72 °C por 2
min, e extensdo final de 72 °C por 5 min (BRONZONI et al., 2005). Foram incluidos
controles positivos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, YFV ou SLEV) e No-template.

Aliquotas de 12 pL dos produtos foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
1,5 % em tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE; Tris base 2 M, Acido acético glacial e EDTA
dissodico 0,5 M; pH 8,3), corados com Blue Green Loading Dye (LGC Biotechnology) e
visualizados em fotodocumentador Gel Doc XR+ (Bio-Rad) com auxilio do programa Image
Lab (Bio-Rad).

4.7 Semi-nested single e/ou duplex-PCR para DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e
SLEV

ReacOes de single PCR somente com os iniciador senso FG1 e 0 reverso
correspondente ao virus identificado, ou ainda duplex-PCR para co-infeccdes pelo DENV,
foram realizadas para confirmar a espécie identificada conforme condi¢es de PCR descrita
no iten 4.6. Amostras positivas para as co-infec¢fes foram adicionalmente submetidas a
duplex RT-PCR a partir do RNA viral.

4.8 Semi-nested RT-PCR para o gene de Envelope (E) de SLEV

Para a analise filogenética das amostras positivas para SLEV, a regido do gene de
Envelope foi amplificada, sequenciada (477 pb) e comparada com sequéncias de SLEV
depositadas no GenBank. A transcricdo reversa foi realizada com 10 pL de RNA, 4 uL de
tampéo 5x (250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,), 1,4 uL de DTT (0,1
M), 2 uL de mix de dNTPs (2,5 mM), 1 uL do iniciador B2586 (15uM) (Tabela 2), 15 U de
inibidor de RNAse, 100 U de RT (Superscript 111 Invitrogen) e dgua para 20 pL. A solugédo
foi incubada a 50 °C por 50 min e 70 °C por 15 min. RNA de controle positivo de SLEV foi
incluido nas reacdes.

Em seguida, 8 uL do cDNA, 5 uL de tampéo 10x (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM
KCI), 2 uL de MgCl; a 50 mM, 1 pL de dNTPs (10 mM), 1 uL dos iniciadores B2586 e F880
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(15 uM; Tabela 2), 1 U de DNA polimerase e agua ultrapura para 50 uL de volume foram
submetidos a 30 ciclos de 92 °C por 1 min, 56 °C por 1 min e 72 °C por 2 min, e um ciclo
final de 72 °C por 7 min. A reacdo de semi-nested PCR foi realizada com 4 uL de DNA
resultante da PCR, 1 pL dos iniciadores B1357 e F880 (15 uM; Tabela 2) e demais reagentes
descritos na reacao anterior, bem como condigdes de ciclagem e eletroforese. As condicGes de
termociclagem foram as mesmas utilizadas na etapa anterior. Posteriormente, 8 uL das

reacOes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose.

4.9 Sequenciamento nucleotidico

O sequenciamento nucleotidico dos produtos obtidos nas reacGes de single PCR foi
realizado no laboratério de Biologia Molecular na Faculdade de Medicina Veterinaria da
UFMT e na Fiocruz Amazénia para confirmar as espécies de arbovirus encontradas e para a
andlise filogenética das amostras positivas para SLEV.

Produtos obtidos nas reacGes de single PCR em quadruplicata foram purificados com o
kit Performa DTR Gel Filtration Cartridges (Edge Biologicals) de acordo com especificacfes
do fabricante. O DNA purificado foi quantificado no ImageLab (BioRad) apés eletroforese
em gel de agarose (1,5 %) utilizando-se como referéncia para comparagdo da intensidade das
bandas nas amostras o marcador de peso molecular 1 Kb (Thermo Scientific) com
concentracdes conhecidas de DNA. A concentracdo foi expressa em ng/uL.

O DNA purificado e quantificado foi utilizado na reacdo de PCR com nucleotideos
marcados utilizando-se 2 pL de ready reaction premix Big Dye 2,5 X (AmpliTag DNA
polimerase + Pirofosfatase termoestavel; Applied Biosystems), 1 pL de tampdo Big Dye
Sequencing buffer 5X, 10 uM de iniciador FG1, nDEN1, nDEN2, nDEN3, nDEN4 ou nSLEV
e DNA purificado para 10 pL de volume final. A mistura de reagentes foi entdo submetida a
um ciclo de 96 °C por 1 min e 40 ciclos de 96 °C por 15 seg, 50 °C por 15 seg, 60 °C por 4
min.

O produto da reacdo de PCR com Big Dye terminator foi precipitado com
etanol/EDTA/Acetato de Sddio. Para esta precipitacdo foram adicionados 1 pL de EDTA
(125 mM), 1 pL de Acetato de Sodio (3 M) e 30 pL de etanol PA, e o volume foi incubado a
temperatura ambiente (TA) por 15 min. Apoés a incubagéo o produto foi entdo centrifugado a
2500 x g por 30 min a 15 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado centrifugado a
185 x g e 0 sobrenadante novamente descartado. Ao precipitado foram adicionados 100 L de
etanol 70 % e o volume final centrifugado a 20000 x g. O sobrenadante foi entdo descartado e
0 precipitado novamente centrifugado a 185 x g. Ap0s descarte do sobrenadante foram
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adicionados 10 pL de formamida, seguido de homogeneizacdo e centrifugagdo a 185 x g. O
precipitado foi entdo submetido ao sequenciamento em 3500 Genetic Analyser (Apllied
Biosystems). As sequéncias obtidas da regido do gene NS5 de DENV e SLEV foram
comparadas pelo Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool (BLASTn; GenBank, NCBI)
com sequéncias similares e as analises realizadas no programa Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA verséao 5.05).

4.10 Anélise filogenética

As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas e analisadas com sequéncias de cepas e
isolados de flavivirus nos programas MEGA 5.05 e Geneious 6.0.6, através do BLASTn
(GenBank, pubmed, NCBI), utilizando-se o Clustal W (THOMPSON et al., 1994). A arvore
filogenética de parte do gene de envelope de SLEV foi construida pelo método Neighbor-
Joining (NJ), que utiliza uma matriz de distancias estimadas e emparelhadas para sequéncias
de nucleotideos usando o0 modelo de distadncia Tamura-Nei, com valor de Bootstrap de 1000
réplicas como critério de confiabilidade (TAMURA et al., 2004).

4.11 Analise de dados

Os dados contidos no registro do SINAN dos pacientes foram digitados no Epidata
Entry (versdo 3.1) e analisados no Epidata Analisys (versdo 2.2.2.178). As variaveis
positividade para os sorotipos do DENV-1 e DENV-4 e possiveis fatores de risco foram
avaliadas por teste de duas proporcdes, considerando-se o erro alfa de 0,05.

Os mapas de amostragem e positividade para flavivirus em MT foram plotados com o

programa ArcGIS (versédo 9.3).
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil epidemiologico dos pacientes com doenca febril aguda entre 2011 e 2012 no
estado de Mato Grosso

Neste estudo, analisou-se 604 amostras de soro de pacientes com doenga febril aguda
suspeita de dengue, provenientes de 20 municipios de MT entre outubro de 2011 e julho de
2012 (Figura 12), incluindo duas amostras de viajantes residentes nos estados de Sao Paulo e
Bahia que se encontravam em Cuiaba. Dos pacientes incluidos no estudo, 538 (89,1 %)
residiam em cidades da baixada Cuiabana, sendo 453 (75,0 %) de Cuiaba e 72 (11,9 %) de
Varzea Grande. As cidades de origem desses enfermos estdo concentradas principalmente na
regido central do estado, mais povoada e populosa, onde observou-se a maior casuistica no
periodo estudado. A regido é caracterizada pelo bioma Cerrado.

Dentre os pacientes com dados disponiveis no SINAN, houve uma distribuicdo
homogénea em relacdo ao género, sendo 300 (49,7 %) do sexo masculino e 304 (50,3 %)
feminino. A variacdo do numero de pacientes nas variaveis sociais/clinicas é devida a
auséncia de informac@es nos registros do SINAN para algumas ou a ndo aplicabilidade de
alguns pacientes em determinadas varidveis. Por exemplo, entre as 304 amostras de mulheres,
256 possuem registros de gravidez disponivel no SINAN e, dentre elas, nove (3,5 %) estavam
gestantes. A maioria dos pacientes, 278/602 (46,2 %), possuia entre 20 e 39 anos, 112/602
(18,6 %) entre 40 e 59 anos, 103/602 (17,1 %) entre 5 e 14 anos, 70/602 (11,6 %) com 15 a 19
anos, 18/602 (3,0 %) menores de 5 anos e 21/602 (3,5 %) idosos com 60 anos ou mais. A
maioria dos infectados (314/472; 66,5 %) eram pardos, (583/595; 98,0 %) residentes em area
urbana, sem historico de doenca febril aguda suspeita de dengue pregressa. Em geral foram
pardos 309/426 (72,5 %) e 379/426 (89,0 %) negaram visita a area rural/silvestre proximo ao
episodio (Tabela 3).



43

Tabela 3. Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas de pacientes com doenca febril

aguda com suspeita de dengue que demandaram os servigos de salide em Mato Grosso entre

outubro de 2011 e julho de 2012.

Total
Caracteristicas N* %
Sexo Masculino 300 49,7
Feminino 304 50,3
Gestante Sim 9 3,5
Nao 247 96,5
Idade <5 18 3,0
(anos) 5Ho9 40 6,6
104 14 63 10,5
154 19 70 11,6
20 H 39 278 46,2
40 H 59 112 18,6
> 59 21 3,5
Etnia Branca 111 23,5
Parda 314 66,5
Negra 37 7,8
Amarela 5 11
QOutras 5 1,0
Zona Urbana 583 98,0
Rural 12 2,0
Historico de doenca pregressa Sim 117 27,5
Nao 309 72,5
Historico de visita Sim 47 11,0
a area rural/silvestre Nao 379 89,0
Municipio de residéncia Cuiaba 453 75,0
Varzea Grande 72 11,9
Sinop 19 3,1
Pontes e Lacerda 15 2,5
Sorriso 10 1,7
Poconé 7 1,2
Nova Mutum 4 0,7
Outros 24 3,9
TOTAL 604 100,0

*A variagdo do nimero de pacientes nas variaveis é devida a auséncia de informac@es nos registros do SINAN

ou a ndo aplicabilidade de alguns pacientes em determinadas variaveis.
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Rio Juruena

Rio Xingu

Biomas

- Pantanal
I:l Cerrado
- Amazdnia

Legenda: Cidade (niumero de amostras)

/A- Cuiaba (453) H- Rondondpolis (3) O- Juina (1)

B- Vérzea Grande (72) I- Acorizal (3) P- Nobres (1)

C- Sinop (19) J- Santa Carmem (2) Q- Rosario Oeste (1)

D- Pontes e Lacerda (15) K- Tapurah (2) R- Nova Olimpia (1)

E- Sorriso (10) L- Campinapolis (2) S- Céceres (1)

F- Poconé (7) M- N Sra do Livramento (2) T- Campo Novo do Parecis (1)
G- Nova Mutum (4) N- Tangara da Serra (2)

Figura 12. Distribuicdo dos pacientes com doenca febril aguda suspeita de dengue de MT
entre outubro de 2011 e julho de 2012 incluidos na pesquisa de arbovirus do género

Flavivirus.
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5.2 Caracterizacéo dos casos positivos para flavivirus em Mato Grosso

Por multiplex semi-nested RT-PCR para regido do gene da NS5 das 604 amostras
incluidas no estudo, obteve-se 24/604 (3,97 %) amostras positivas para DENV-1, uma (0,17
%) para DENV-2, uma (0,17 %) para DENV-3, 315 (52,15 %) para DENV-4 e trés (0,50 %)
para 0 SLEV (Figuras 13 e 14). Dentre as 24 amostras positivas para DENV-1, nove séo co-
infeccbes com DENV-4, assim como a amostra positiva para DENV-2. Os trés pacientes
infectados pelo SLEV também séo co-infec¢cbes com o DENV-4, sendo um deles uma tripla
infeccdo por SLEV/DENV-1/DENV-4 (Tabela 4; Figura 15). Os demais flavivirus
pesquisados ndo foram detectados, totalizando 273/604 (45,20 %) amostras negativas.
Somente trés cidades amostradas (Nova Olimpia, Campo Novo do Parecis e Rosério Oeste)
ndo apresentaram amostras positivas para este género (Figura 16).

Dentre os pacientes positivos para DENV-1, 16/24 (66,7 %) eram do sexo feminino,
1/14 (7,1 %) com dado disponivel estava gestante. A faixa etaria mais acometida por este
sorotipo foi de 20 a 39 anos com 11/24 (45,8 %) pacientes. Dentre aqueles que responderam a
variavel raca, 11/20 (55,0 %) se consideraram pardos, 7/20 (35,0 %) brancos e 2/20 (10,0 %)
negros. Apenas 1/24 (4,2 %) paciente positivo residia em area rural, 3/19 (15,8 %) relataram
historico prévio de doenca febril aguda suspeita de dengue e nenhum deles possui histérico de
visita a area silvestre/rural préximo ao episodio febril (Tabelas 5 e 6). Pacientes infectados
com DENV-1 residiam principalmente em cidades do meio-norte do estado (58,3 %), como
Sinop (37,9 %), e em Cuiabé (33,3 %) (Tabelas 7 e 8; Figura 16).

A Unica infeccdo pelo DENV-3 detectada ocorreu em paciente do sexo feminino, 10
anos, com histérico de doenca febril prévia suspeita de dengue, sem histdrico de visita recente
a areas rurais/florestais e residia em area urbana de Cuiaba (Figura 16). Sinais e sintomas
consistiram de hipertermia, cefaleia, mialgia e émese.

Dentre o0s pacientes positivos para DENV-4, ambos 0s géneros foram acometidos
igualmente, 157/315 (49,8 %) do sexo masculino e 158/315 (50,2 %) feminino, 6/136 (4,4 %)
estavam gestantes e a maioria das pessoas, 135/314 (41,3 %), possuiam entre 20 e 39 anos.
Quanto a etnia, 170/250 (68,0 %) se consideraram pardas, 57/250 (22,8 %) brancas e 16/250
(6,4 %) negras; outras etnias somaram 2,8 %. Em sua maioria, 0s pacientes eram residentes de
areas urbanas, 299/309 (96,8 %) e apenas 10/309 (3,2 %) de zona rural. Com relacdo a
historico de doenca pregressa, 179/233 (76,9 %) ndo reportaram histérico de infeccdo
semelhante e 208/231 (90,0 %) ndo relataram viagens ou visita a areas rurais e/ou silvestres
recente (Tabelas 5 e 6). Sinais e sintomas mais frequentes estdo relatados na Tabela 10.
Positividade para DENV-4 foi detectada em todas as cidades pesquisadas do estado com
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positividade para qualquer flavivirus (Figura 16).

Segundo andlise estatistica por teste de duas propor¢des entre possiveis fatores de
risco para a infeccdo por DENV-1 ou DENV-4, foi encontrada associacdo estatisticamente
significante entre residir em area urbana (p=0,028), ndo relatar histérico de doenca febril
aguda suspeita de dengue pregressa (0,029) e apresentar infecgdo por DENV-4 (Tabela 5).

Entre as nove co-infecgdes por DENV-1 e DENV-4, seis (66,7 %) ocorreram em
mulheres e trés (33,3 %) em homens, um paciente apresentava entre cinco e nove anos e outro
entre 10 e 14 anos. A faixa etaria mais prevalente, com 4/9 (44,4 %) pacientes, foi de 20 a 39
anos, seguida de 3/9 (33,3%) entre 40 e 59 anos. Somente um paciente relatou historico de
doenca febril aguda pregressa e nenhum possui histérico de visita a area silvestre/rural
recente. Os sinais e sintomas mais frequentes foram hipertermia (88,8 %), cefaleia (88,8 %),
mialgia (88,8 %), artralgia (55,5 %) e dor retroorbital (33,3 %). Prostracéo, nauseas, diarreia e
petéquias estavam presentes em 22,2 % dos pacientes. As amostras eram oriundas de Cuiaba
(3; 33,3 %), Sinop (3; 33,3 %), Sorriso (2; 22,2 %) e Santa Carmem (1; 11,1 %). O Unico
positivo para DENV-2 é uma co-infeccdo com DENV-4 em paciente do sexo masculino, 12
anos, sem historico de doenca febril pregressa ou visita a area rural/silvestre, residindo em
area urbana de Cuiaba. Os sintomas foram hipertermia, cefaleia, émese e dor epigastrica
(Tabela 9).

Dentre os trés pacientes co-infectados por DENV-4 e SLEV, um também apresentava
DENV-1. Dois (66,7 %) eram do sexo masculino e um (33,3 %) feminino, um (33,3 %)
possuia idade entre 10 e 14 anos e dois (66,7 %) entre 40 e 59 anos. Nenhum paciente relatou
historico de doenca semelhante pregressa ou de visita a area rural/silvestre. O Unico sinal
clinico em comum entre eles foi hipertermia. Entre os sintomas foram relatados dor na nuca,
cefaleia, dor retroorbital e nduseas, sem diferencas significativas para os pacientes com
infeccbes Unicas. Os dados clinicos e epidemioldgicos das co-infecgdes entre DENV-1 e
DENV-4, DENV-2 e DENV-4, DENV-1, DENV-4 e SLEV e SLEV e DENV-4 constam na
Tabela 9.

Analisando-se pelas caracteristicas epidemiolédgicas e demograficas, 10/18 (55,5 %)
dos menores de cinco anos de idade e 11/21 (52,4 %) dos maiores de 60 anos foram positivos
para DENV-4. Nestas duas faixas etarias, consideradas de maior risco de gravidade por
infeccdo por DENV, os numeros absolutos de manifestacfes hemorrégicas, considerando-se
todos os pacientes incluidos no estudo, ndo foram significativos. Porém analisando-se dentre
0s pacientes de mesma faixa etaria, a maior incidéncia de sinais hemorragicos foi observada
entre as criancas <5 anos, com 42,9 % (6/14), e adultos entre 40 e 59 anos, 26,5 % (26/98).



47

Nenhum paciente com menos de cinco anos ou com 60 ou mais foi positivo para DENV-1.

Dentre os sinais e sintomas mais frequentes entre todos os pacientes positivos para
infeccdo por Flavivirus, os mais frequentes foram hipertermia (94,1 %), mialgia (85,7 %) e
cefaleia (77,7 %). Manifestacbes hemorragicas, como trombocitopenia, petéquias, eczema,
hemoptise, melena e gengivorragia, estavam presentes em 25,3 % dos pacientes no momento
da coleta, ou seja, menos de cinco dias do inicio da sintomatologia (Tabela 10).

Observou-se que 0 més de maio apresentou maior nimero de pacientes amostrados,
com 311 pacientes, e maior numero absoluto de casos positivos para Flavivirus (157; 50,5 %).
O més com maior propor¢do de positividade para estes virus foi abril, com 44/60 (73,3 %)
pacientes (Figura 17).

Neste estudo 77 amostras apresentaram banda de DNA compativel com o fragmento
amplificado pelo iniciador do YFV, porém esses dados ndo foram apresentados por auséncia
de recursos para investigacdo por sequenciamento nucleotidico ou outras técnicas.

Somente trés cidades amostradas (Nova Olimpia, Campo Novo do Parecis e Rosério

Oeste) ndo apresentaram amostras positivas (Figura 16).
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Tabela 4. Frequéncia de positividade para flavivirus em pacientes com doenca febril aguda
entre 2011 e 2012 em Mato Grosso.

Infeccdo DENV-1 DENV-2 DENV-3 DENV-4 SLEV TOTAL
N % N % N % N % N % N %
Infeccdo Unica 15 625 0 0 1 100 303 9,2 0 0 319 9,4
Co-infecgbes com DENV-1 - - 0 0 O 0 9 29 1 333 9 27
Co-infeccbescom DENV-2 0 0 - - 0 0 1 03 0O O 1 03
Co-infeccbescomDENV-3 0 O O 0 - - 0 0 0O 0 0 o
Co-infeccbescom DENV-4 9 375 1 100 0 O - - 3 100 12* 3,6
Co-infeccdes com SLEV 1 42 0 O O 0 3 09 - - 3* 09
TOTAL 24 100 1 100 1 100 315 100 3 100 331* 100

* Diferencas no N total sdo devidas a tripla infeccdo com DENV-1, DENV-4 e SLEV.

Tabela 5. Caracteristicas demograficas e epidemioldgicas de pacientes com doenca febril
aguda positivos para os sorotipos do virus da dengue 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4) entre 2011 e
2012 em Mato Grosso.

Caracteristica DENV-1 (N=24) DENV-4 (N=315)
N % p N % P
Sexo Masculino 8 33,3 157 49,8
Feminino 16 66,7 0192 158 502 0929
Dados disponiveis no SINAN 24 100 315 100
Gestante Sim 1 7,1 6 4,4
NZo 13 929 0448 135 g5 0407
Dados disponiveis no SINAN 14* 100 136* 100
Zona Urbana 23 95,8 299 96,8
Rural 1 42 0444 10 32 0028
Dados disponiveis no SINAN 24 100 309* 100
Historico de doenca Sim 3 158 54 23,2
Pregressa Néo 16 842 024 179 768 0029
Dados disponiveis no SINAN 19* 100 233* 100
Histdrico de visita Sim 1 5,3 23 10,0
a area rural/silvestre Néo 18 94,7 0411 208 90,0 0,440

Dados disponiveis no SINAN 19* 100 231* 100

*A variagdo do nimero de pacientes nas varidveis é devida a auséncia de informagdes nos registros do SINAN
ou a ndo aplicabilidade de alguns pacientes em determinadas variaveis.
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Tabela 6. Distribuicdo de pacientes com doenca febril aguda positivos para os sorotipos do
virus da dengue 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4) entre 2011 e 2012 em Mato Grosso segundo

idade e etnia.
DENV-1 DENV-4
Caracteristicas N* % N* %
Idade <5 0 0,0 10 2,9
(anos) 5Ho9 2 8,3 20 10,2
10 14 3 12,5 35 10,5
154 19 2 8,3 37 11,4
20 H 39 11 45,9 135 41,3
40 H 59 6 25,0 66 20,3
> 59 0 0,0 11 3,5
Etnia Branca 7 35,0 57 22,8
Parda 11 55,0 170 68,0
Neg a 2 10,0 16 6,4
Amarela 0 0,0 4 1,6
Outras 0 0,0 3 1,2
TOTAL 24 100 315 100

Tabela 7. Distribuicdo de pacientes com doenca febril aguda positivos para os sorotipos do
virus da dengue 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4) entre 2011 e 2012 em Mato Grosso segundo

municipio de residéncia.

DENV-1 DENV-4
Municipio de residéncia N % N %
Cuiaba 8 33,3 244 77,5
Varzea Grande 1 4,2 33 10,5
Sinop 9 37,5 7 2,2
Pontes e Lacerda 0 0,0 5 1,6
Sorriso 4 16,7 5 1,6
Poconé 0 0,0 5 1,6
Nova Mutum 0 0,0 2 0,6
Santa Carmem 2 8,3 1 0,3
Outros 0 0 13 4,1
TOTAL 24 100 315 100
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Tabela 8. Distribuicdo de pacientes com doenca febril aguda positivos para os sorotipos do
virus da dengue 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4) em relacdo a amostragem por municipio de
residéncia entre 2011 e 2012 em Mato Grosso.

DENV-1 DENV-4

Municipio de residéncia N % N %

Cuiaba 8/453 1,7 244/453 53,8
Véarzea Grande 1/72 1,4 33/72 45,6
Sinop 9/19 47,3 7/19 36,7
Pontes e Lacerda 0/15 0,0 5/15 33,3
Sorriso 4/10 40,0 5/10 50,0
Poconé 0/7 0,0 517 71,4
Nova Mutum 0/4 0,0 2/4 50,0
Santa Carmem 212 100,0 1/2 50,0

TOTAL 24 100 315 100
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Tabela 9. Dados clinicos e epidemiologicos de pacientes com doenca febril aguda com co-infeccdo entre os sorotipos do virus da dengue
(DENV) e/ou com o virus da encefalite de Saint Louis (SLEV) entre 2011 e 2012 em Mato Grosso.

Paciente# Sexo Cidade de Ocupacéo Sinais e sintomas clinicos Visita a &reas RT-PCR
(idade) Origem rurais/
silvestres
193 (46 a) F Sorriso Cozinheira Hipertermia, cefaleia, mialgia, artralgia Nao DENV-1/ DENV-4
210 (23 a) F Sinop Engenheira  Hipertermia, cefaleia, mialgia, anorexia, nauseas, N&o DENV-1/ DENV-4
Florestal prostracao
251 (09 a) F Sorriso Estudante Cefaleia, mialgia, artralgia, nauseas N&o DENV-1/ DENV-4
307 (42 a) F Cuiaba Gerente Hipertermia, mialgia, cefaleia, artralgia Nao DENV-1/ DENV-4
312 (36 a) F Cuiaba Empregada  Hipertermia, cefaleia, mialgia, prostracéo e dor N&o DENV-1/ DENV-4
domeéstica retroorbital
610 (30a) M SantaCarmem Construcdo Hipertermia, cefaleia, mialgia, artralgia, diarreia N&o DENV-1/ DENV-4
Civil
614 (33a) M Sinop Trabalhador Hipertermia, cefaleia, mialgia, artralgia, Néo DENV-1/ DENV-4
Rural petéquias, dor retroorbital
615(14a) M Sinop Estudante  Hipertermia, cefaleia, mialgia, nduseas, diarreia, Néo DENV-1/ DENV-4
dor retroorbital, petéquias
321(12a) M Cuiaba Estudante Hipertermia, cefaleia, émese, dor epigastrica N&o DENV-2/ DENV-4
364 (47 a) F Cuiaba Servicos Gerais Hipertermia e dor na nuca Nao DENV-1/ DENV-4/ SLEV
367 (55a) M Cuiaba Engenheiro civil Hipertermia, cefaleia, dor retroorbital e nauseas N&o DENV-4/ SLEV
113(10a) M Varzea Grande  Estudante NI NI DENV-4/ SLEV

*NI= Nao Informado
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Tabela 10. Frequéncia dos principais sinais e sintomas clinicos entre pacientes com doenca

febril aguda negativos e positivos para o DENV entre 2011 e 2012 em Mato Grosso.

Negativos Positivos
Sinais e/ou Sintomas N (%) N (%)
Hipertermia 192 (89,7) 257 (94,1)
Mialgia 175 (81,8) 234 (85,7)
Cefaleia 170 (79,4) 212 (77,7)
Dor retroorbital 115 (53,7) 128 (46,9)
Prostracéo 82 (38,3) 85 (31,1)
Acrtralgia 54 (25,2) 81 (29,7)
Petéquias 28 (13,1) 65 (23,8)
Emese 42 (19,6) 46 (16,8)
Néausea 24 (11,2) 42 (15,4)
Anorexia 19 (8,9) 18 (6,6)
Dor epigéstrica 19 (8,9) 14 (5,1)
Prurido 4 (1,9) 9(3,3)
Vertigem 6 (2,8) 4 (1,5)
Manifestacdes hemorragicas* 35 (16,4) 69 (25,3)
TOTAL 273 (45,2 %) 331 (54,8 %)

*Sinais e sintomas como trombocitopenia, petéquias, eczema, hemoptise, melena e gengivorragia foram
agrupados nesta variavel.
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M 202 256 273 276 299 609 613 480 80 238 365 474 574 D1 D2 D3
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Figura 13. Produtos de multiplex semi-nested PCR para regido do gene NS5 do virus
da dengue (DENV) em pacientes com doenca febril aguda em Mato Grosso. M:
marcador de peso molecular (100 pb), pacientes positivos para DENV-1 (202 a 613),
DENV-3 (480), DENV-4 (80 a 574). Controles: D1: DENV-1 Mochizuki (472 pb),
D2: DENV-2 SpH 125367 (316 pb), D3: DENV-3 RPDen06/41 (628 pb), D4: DENV-
4 Boa Vista (222 pb) e NT: controle negativo (No-template).
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Figura 14. Produtos de multiplex semi-nested
PCR para a regido do gene NS5 do virus da
encefalite de Saint Louis (SLEV) em pacientes
com doenca febril aguda em Mato Grosso. M:
marcador de peso molecular (100 pb), pacientes
positivos para o SLEV (#113, 364 e 367).
Controles: SLEV: BeH355964 (232 pb) e NT:

controle negativo.
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Figura 15. Produtos de multiplex semi-nested PCR para a regido do gene NS5 em
pacientes com doenca febril aguda co-infectados com os sorotipos do virus da dengue
(DENV) em Mato Grosso. M: marcador de peso molecular (100 pb), amostras dos
pacientes co-infectados com DENV-1 e DENV-4 (193 a 615) e com DENV-2 e
DENV-4 (321). Controles: D1: DENV-1 Mochizuki (472 pb), D2: DENV-2 SpH
125367 (316 pb), D3: DENV-3 RPDen06/41 (628 pb), D4: DENV-4 Boa Vista (222

pb) e NT: controle negativo.
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[ DENV-1/-4
[ | DENV-1/-2/-3/-4 e SLEV
[ | DENV-1/-4 e SLEV

Legenda: Cidade (nimero de amostras positivas)

A- Cuiaba (250) G- Acorizal (2) M- Juina (1)

B- Varzea Grande (34) H- N Sra do Livramento (2) N- Nobres (1)

C- Sinop (13) I- Nova Mutum (2) O- Rondondépolis (1)
D- Poconé (5) J- Tapurah (2) P- Santa Carmem (2)
E- Pontes e Lacerda (5) K- Céceres (1) Q- Tangara da Serra (1)
F- Sorriso (7) L- Campinépolis (1)

Figura 16. Distribuicdo dos pacientes com doenca febril aguda positivos para flavivirus por
multiplex semi-nested RT-PCR que demandaram os servicos de saude entre 2011 e 2012 em

Mato Grosso.
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Figura 17. Distribuicdo de pacientes amostrados e positivos para DENV em relacdo ao més
de coleta em Mato Grosso entre outubro de 2011 e julho de 2012. A) flavivirus B) DENV-1 e
C) DENV-4.
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5.3 Sequenciamento nucleotidico e analise filogenética

Os produtos de single semi-nested RT-PCR positivos para DENV-2 (316 pb), DENV-
3 (628 pb), SLEV (232 pb) e co-infeccbes por DENV-1 (472 pb) e DENV-4 (222 pb), foram
submetidos ao sequenciamento para confirmacdo das espécies virais identificadas. O produto
de DENV-2 (amostra 321) apresentou 97 % de identidade com a estirpe BR42727/RJ/91
(nimero de acesso: HQ012534.1), do Rio de Janeiro, que pertence ao gendtipo Sudeste
Asiatico. A sequéncia da amostra 480 apresentou 97 % de identidade com o isolado de
DENV-3 BR/BID-V3590/2007 (numero de acesso: GU131869.1), de S&o Paulo, que
provavelmente pertence ao genotipo I1l. As amostras sequenciadas de DENV-1 e DENV-4
apresentaram similaridade com diversos isolados, pertencentes ao genétipo VV do DENV-1e Il
do DENV-4 (Figura 18). Porém a amplificacdo parcial do gene da NS5 ndo permite classificar
0s gendtipos de DENV das amostras circulantes no MT, tendo em vista que o0 gene de
envelope € utilizado para esse fim.

As sequéncias nucleotidicas obtidas das amostras positivas para regido do NS5 do
SLEV (113, 364 e 367) confirmaram a especificidade da amplificacdo (Figura 19). Uma
regido de 477 bp para o gene para da glicoproteina de Envelope (Figura 20) foi sequenciada
para analise filogenética em comparacdo com sequéncias de SLEV depositadas no GenBank e
uma amostra de SLEV identificada no estado em estudo paralelo (BR/MT-ChaAr499/2013)
(Tabela 11; Figura 20). A arvore filogenética foi construida pelo modelo de Neighbor-Joining
(Figura 21), usando o modelo de distancia Tamura-Nei, com valor de bootstrap de 1000
réplicas. Segundo a analise filogenética, a amostra identificada em Cuiabd, BR/MT-
CbaH364/2012 (designacdo: MT/Cba364), se agrupa com amostras do gendtipo V A, isoladas

na Bacia Amazonica, Para, com valor de bootstrap de 98,0 %.
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Tabela 11. Sequéncias de flavivirus incluidas na arvore filogenética da amostra de SLEV

obtida de paciente com doenca febril aguda entre 2011 e 2012 em Mato Grosso.

Designacdo Estirpe Virus/ Acesso Localidade Ano
Gendtipo GenBank

CA-63 BFS508 SLEV I A AF205454 Califéornis/EUA 1963
CA-70 E22924 SLEVIA AF205453 Califérnis/ZEUA 1970
TX-87 PV7-3389 SLEVIB AF205491 Texas/[EUA 1987
TX-89 PV0-620 SLEVIB AF205492 Texas/EUA 1989
BRA-68 SpANn9398 SLEV Il A AF205472 S&o Paulo 1968
FL-69B L695121.05 SLEV II A AF205459 Florida/EUA 1969
TX-83 83Vv4953 SLEV I B AF205498 Texas/[EUA 1983
FL-79 FL79-411 SLEVIIC EF158062 Florida/EUA 1979
CA-89 Kern 217 SLEVIIC AF205465 Califérnias/EUA 1989
MEX-65 65V-310 SLEVIID AF205470 Meéxico 1965
PAN-732 Panan90260 SLEVIID AF205471 Panamé 1973
MO-37 Hubbard SLEVIIE AF205508 Missouri/EUA 1937
MO-33 Parton SLEV I E AF205509 Missouri/EUA 1933
GUA-69 GMO-94 SLEV II F AF205513 Guatemala 1969
ARG-79 79V2533 SLEV I AF205490 Argentina 1979
PAN-772 GML902981 SLEV IV AF205489 Panamé 1977
PAN-73B PanAr902745 SLEV IV AF205476 Panamé 1973
BRA-U BeAn248396 SLEVV A AF205480 Belém-PA ?

BRA-73B BeAn246407 SLEVVA AF205482 Belém-PA 1973
BRA-ARG78 78v6507 SLEV VA AF205481 Argentina 1978
BRA-74C BeAn 259507 SLEV VA GU808545 Altamira-PA 1974
BRA-60 BeAr 23379 SLEVVB AF205485 Belém-PA 1960
BRA-71 BeH 203235 SLEVVB AF205484 Belém-PA 1971
BRA-72 BeAn 246262 SLEVVB AF205483 Belém-PA 1972
PAN-83 GML903797 SLEV VI AF205487 Panamé 1983
ARG-66 Argentine66 SLEV VI AY632544 Argentina 1966
ARG-67 CorAn9275 SLEV VII EF158068 Argentina 1967
BRA-84D BeAn 423429 SLEV VIII A GUB808548 Belém-PA 1984
BRA-84F BeAr 423512 SLEV VIII A GU808554 Monte Alegre-PA 1984
BRA-84G BeAr 423357 SLEV VIII A GUB08556 Altamira-PA 1984
BRA-84C BeAn 421297 SLEV VIII B GUB808546 Tucurui-PA 1984
BRA-73F BeAn 248376 SLEV VIII B GUB808552 lItaituba-PA 1973
WNV Nea Santa-Greece 2010 WNV HQ537483 Grécia 2010
JEV Torres Strait 98 JEV AF148899 Australia 1998
DENV-1 D1/Madagascar/0602aTw DENV-1 EU448412 Taiwan 2003
CBA364 BR/MT-ChaH364/2012 V A KJ847419 Cuiabad-MT 2012
CBA499 BR/MT-CbaAr499/2013 V A KJ801827 Cuiaba-MT 2013
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Figura 18. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos amplicons do gene da proteina NS5 do soro de pacientes de Mato Grosso positivos
para 0 DENV. A) DENV-1 (#364 e #610); B) DENV-2 (#321); C) DENV-3; D) DENV-4 (#312 e #364) (GenBank: KF672759.1, HQ012534.1,
GU131869.1 e FJ850095.1).
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Figura 19. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos amplicons parciais dos genes

NS5 e da glicoproteina E obtidas de pacientes positivos para 0 SLEV com as estirpes BeAn
246262 e BeAn259507, respectivamente (GenBank: AF205483.1 e GU808545.1).
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Figura 21. Arvore filogenética de regifo do gene da glicoproteina E do SLEV BR/MT-
CbaH364/2012, identificado neste estudo, e SLEV_BR/MT-CbaAr499/2013,
identificado em estudo paralelo (ndmeros de acesso: KJ847419 e KJ801827,
respectivamente), e amostras de referéncia de diferentes genétipos de SLEV depositadas
no GenBank (NCBI), utilizando o método de Neighbor-Joining, modelo de distancia de
Tamura-Nei e booststrap de 1000 réplicas. As amostras de SLEV identificados em
Mato Grosso estdo em destaque. Grupos externos incluem virus da Encefalite Japonesa,
West Nile e sorotipo 1 do DENV.
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6 DISCUSSAO

As arboviroses sao importantes causas de morbimortalidade mundialmente. A
frequéncia e distribuicdo de diferentes arboviroses entre pacientes com doenca febril
aguda é pouco compreendida em MT (KUNIHOLM et al., 2006). Este estudo foi
desenvolvido para investigar a ocorréncia de infec¢des por flavivirus circulantes no
Brasil em pacientes com doenca febril aguda entre 2011 e 2012 em MT.

Entre outubro de 2011 e julho de 2012, observou-se que a maioria dos casos de
dengue confirmados foi causada pelo DENV-4 seguido pelo DENV-1. Estes dados
corroboram os achados da Secretaria Estadual de Saude, que relatou a circulagdo de
DENV-1 e a introducdo do DENV-4 durante a epidemia de dengue em MT em 2012
(SES-MT, 2013). Contudo, duas amostras de pacientes de Cuiaba sem historico de
viagem recente foram positivas para 0 DENV-2 e DENV-3, indicando que, embora em
menor proporcao, estes sorotipos também circularam no estado neste periodo.

A coexisténcia dos quatro sorotipos do DENV em areas endémicas com
epidemias subsequentes denomina-se estado de hiperendemicidade (OKI &
YAMAMOTO, 2012). Este cenario ja foi descrito anteriormente em Porto Rico em
2002, na india e Nepal em 2008 e em Manaus e no Rio de Janeiro em 2011 (RIGAU-
PEREZ et al., 2002; BHARAJ et al., 2008; MALLA et al., 2008; NOGUEIRA &
EPPINGHAUS, 2011; BASTOS et al., 2012). A cidade de Cuiabd apresenta
temperatura média de 24 °C durante o0 ano, podendo variar de 4° a até 42 °C dependendo
do més, com clima tropical e estacdo chuvosa bem definida, tornando o ambiente
favoravel a proliferacdo de mosquitos vetores de arboviroses e, consequentemente, a
incidéncia da doenca. O Ultimo Levantamento de indice Rapido do Ae. aegypti (LIRAa)
de 2012 relatou uma média de infestacdo larvaria em Cuiaba de 3,1, considerado de
risco elevado para a transmissdo da dengue (SMS, 2013).

A introducdo de novos sorotipos do DENV em populacdo totalmente
susceptivel, aliada a elevada densidade de mosquitos vetores, propiciam a ocorréncia de
epidemias de grandes proporgdes em curto espaco de tempo (NEWTON & REITER,
1992; FOCKS et al., 1995; RIGAU-PEREZ et al., 2002; DE SIMONE et al., 2004).
Pacientes positivos para 0 DENV-4 foram detectados em diversas cidades de MT,
incluindo 10 casos de zona rural. Contudo, a maior casuistica foi observada em Cuiaba

e Varzea Grande, cidades estas mais populosas, onde a epidemia foi mais intensa
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durante o periodo de estudo e que, consequentemente, contribuiram para a maior parcela
da amostragem. O DENV-1 foi mais prevalente em cidades do meio-norte do MT,
principalmente em mulheres (2/3 dos casos) e somente um paciente reside em zona
rural, observando-se menor frequéncia de positivos para 0 DENV-4 nesta regiao.

Apos analise estatistica, observou-se associacdo entre infeccdo por DENV-4,
residéncia em area urbana e histérico de doenca febril suspeita de dengue. A dengue é
considerada uma infeccdo prevalentemente urbana, embora ciclos silvestres ocorram na
Africa e Asia (VASILAKIS et al., 2011). Como a imunidade nas infeccdes pelo DENV
é sorotipo-especifica, ocorrendo protecdo cruzada aos outros sorotipos por apenas
alguns meses apds a infeccdo, é possivel que muitas destas infec¢bes tenham sido
primarias. Entretanto, apenas estudos soroldgicos com pesquisa de IgM e 1gG frente aos
diferentes sorotipos poderiam confirmar esta hipotese. A ndo associacdo entre infeccédo
por DENV-1 e possiveis fatores de risco pode ter ocorrido devido ao baixo numero de
infectados por esse sorotipo identificado no estudo.

Dentre os positivos para DENV, nove pacientes apresentavam infecgdes
simultaneas por DENV-1 e DENV-4, e um pelo DENV-2 e DENV-4. Co-infeccBes ou
superinfeccdes sdo frequentes quando ha circulacdo de diferentes sorotipos
principalmente em regides tropicais (FIGUEIREDO et al., 2011). Fatores de risco para
infecgOes e co-infecgBes por DENV incluem a viruléncia do isolado circulante e a
densidade de vetores, possibilitando a transmissdo de mais de um sorotipo ao
hospedeiro (GUZMAN et al., 1986; BHARAJ et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2011).
O primeiro relato de co-infec¢do por dois sorotipos de DENV ocorreu em Porto Rico,
1982. Co-infeccBes por mais de um sorotipo podem ocorrer naturalmente, ja foram
descritas entre DENV-1 e DENV-3, DENV-2 e DENV-3, DENV-1 e DENV-4 e de
DENV-3 com DENV-4. Estas co-infec¢bes ndo sdo necessariamente acompanhadas de
sintomas e sinais mais graves (GUBLER et al., 1985; LAILLE et al., 1991; WANG et
al., 2003; ARAUJO et al., 2006; BHARAJ et al., 2008; FIGUEIREDO et al., 2011;
BASTOS et al., 2012; PONGSIRI et al., 2012; COLOMBO et al., 2013). No Brasil, co-
infeccOes entre os sorotipos 1 e 4 foram relatadas em S0 José do Rio Preto
(COLOMBO et al., 2013) e Manaus (BASTOS et al., 2012).

A maior incidéncia na faixa etaria de 20 a 39 anos, que contribuiu com a
maioria da amostragem, pode ser atribuida a recente introdugdo do DENV-4 no estado,

responsavel por 95,2 % das infeccbes, tendo em vista a auséncia de circulacdo desse
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sorotipo no pais entre 1981 e 2008, permitindo que grande parcela da populagdo jovem
e adulta permanecesse soronegativa e susceptivel a infeccdo (FIGUEIREDO et al.,
2008). Entre 2007 e 2008, criangas entre cinco e 14 anos e jovens entre 15 e 19 anos
constituiram-se nas faixas etarias com maior incidéncia de Dengue em Cuiaba.
Contudo, os sorotipos do DENV prevalentes no estado nestes anos sdo desconhecidos
(SOUZA & BARATA, 2012). Outros estudos também encontraram faixa etaria
semelhante (20 a 30 anos) como a mais acometida pelo DENV durante epidemias
(SCANDAR et al., 2003; GUPTA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2006; BHARAJ et al.,
2008; TERZIAN, 2008; POUDEL et al., 2012). Ha descri¢cdes de algumas notificacdes
por DENV-1/DENV-2 em 1990 em MT (BARRETO & TEIXEIRA, 2008).

No presente estudo as faixas etarias de menores de cinco anos e maiores que 59,
consideradas mais propensas a formas clinicas mais graves de dengue, ndo apresentaram
nimeros absolutos significativos para manifestacbes hemorragicas. Porém, estas
manifestagcdes geralmente ocorrem tardiamente durante o curso da infeccdo, tendo em
vista que os dados obtidos neste estudo referem-se ao inicio da infeccdo (1-5 dias de
apresentacdo de sintomas). Apesar do reduzido numero de amostras de criangas
menores que cinco anos testadas, na analise dos pacientes com mesma faixa etaria, foi
observada maior frequéncia de sinais hemorragicos neste grupo etario, semelhante aos
relatos no Sudeste Asiatico e Norte do Brasil (KITTIGUL et al., 2007; ROCHA &
TAUIL, 2009).

Dentre os pacientes estudados, trés apresentaram co-infeccdo pelo SLEV e
DENV-4, provenientes de Cuiaba e Varzea Grande, sendo um deles positivo ainda para
0 DENV-1. O SLEV encontra-se amplamente distribuido nas Américas, do Canada a
Argentina, porém os relatos de infeccdo clinica sdo mais frequentes nos EUA
(VASCONCELOS et al., 1991; SABATTINI et al., 1998). Estudos relatam 5% de
soroprevaléncia em populagdes do Norte e Sudeste do Brasil, contudo relatos de doenca
febril por SLEV no pais séo escassos (VASCONCELOS et al., 1998)E entre eles, dois
pacientes no Para (PA) (PINHEIRO et al., 1981), um de Sdo Pedro, SP (ROCCO et al.,
2005) e seis em S&o José do Rio Preto, SP, durante epidemia de DENV-3 (MONDINI et
al., 2007a). Provavelmente, a escassez de dados em humanos € devido a viremia
transiente, visto que estes sdo hospedeiros finais no ciclo de transmissdo, bem como
pela grande maioria das infecgdes ser subclinica ou inaparente (VASCONCELOS et
al., 1991; MONDINI et al., 2007b; RODRIGUES et al,, 2010a). Dentre os pacientes
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positivos para SLEV neste estudo dois sdo adultos com 47 e 55 anos, idades estas que
apresentam maior predisposi¢cdo aos sintomas, o que pode ter contribuido para a procura
de atendimento meédico, embora diferencas clinicas com infeccdes unicas pelo DENV
ndo tenham sido observadas no momento da coleta da amostra.

Em equinos, ha isolamento em caso de encefalite em Minas Gerais (MG)
(ROSA et al., 2013) e detecgdo de anticorpos na Bacia Amazonica e Pantanal Sul-mato-
grossense, além de um caso na cidade de Juruena-MT (PAUVOLID-CORREA et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2010a; OMETTO et al., 2013). Isolamento viral também tem
sido relatado em artrépodes e aves na Amazonia, demonstrando que o SLEV circula em
hospedeiros e vetores no pais. Identificacdo em ave em cidade do interior do MT ja
ocorreu em 1974 (RODRIGUES et al., 2010b). Aves migratorias se constituem em
reservatorios para o Vvirus e poderia propiciar sua introducdo no MT a partir de outros
estados, principalmente aquelas envolvidas em rotas migratdrias que incluem a regido
Amazonica e o Pantanal (AUGUSTE et al., 2009; RODRIGUES et al., 2010b). Neste
sentido, Cuiabd e Vérzea Grande sdo préximas da regido pantaneira do estado e,
mosquitos do género Culex, vetores de SLEV, sdo abundantes nestas cidades.

A analise filogenética de sequéncia parcial do gene da glicoproteina de envelope
(E) indica que os isolados identificados em pacientes da regido metropolitana de Cuiaba
sdo inseridos em um cluster pertencente ao genétipo V, subgenétipo A, frequentemente
relatado em amostras da Bacia Amazénica, no PA (KRAMER & CHANDLER, 2001,
BAILLIE et al., 2008; TERZIAN, 2008; AUGUSTE et al., 2009; ROSA et al., 2013). A
arvore filogenética demonstra que a amostra de MT possui um ancestral comum com
amostras do Para e Argentina, pertencentes ao genétipo V nivel de confianga de 51,6 %.
No entanto ha maior grau de similaridade com o isolado BRA-74C de aves domésticas
de Altamira-PA, formando um cluster. Amostras de animais de Belém (BRA-U e BRA-
73B) e de mosquitos Culex pipiens da Argentina (BRA-ARG78) estdo contidas no
mesmo subgenotipo.

Os genotipos V e VIII sdo os mais prevalentes no Brasil e estdo amplamente
distribuidos na Amazonia Brasileira, especialmente no estado do Para (PA). O gendtipo
VIII, que se subdivide em subgendtipos A e B, é frequente na Amazonia. Este genotipo
ja foi relatado no Para (VIII A e B), em uma amostra de ave no estado de MT, em 1974,
e em equino de MG em 2013 (ambos VIII B) (RODRIGUES et al., 2010b; ROSA et al.,

2013). O subgendtipo V A é amplamente distribuido nas Américas, ja isolado no Brasil,
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Argentina, Peru e Trinidad e Tobago. No Brasil foi detectado em diferentes municipios
do Para e no estado de Rondénia. Ja o V B foi relatado no Paré apenas (RODRIGUES
etal., 2010b).

Provavelmente, a ocorréncia de infeccdes pelo SLEV em humanos no estado
ocorre esporadicamente e, os relatos sdao pouco frequentes devido ao quadro clinico
brando ou inaparente apresentado pela grande maioria dos infectados. A auséncia de
diagnédstico diferencial, bem como a amostragem deste estudo, que se constitui
exclusivamente por pacientes que demandaram a rede publica de servicos de saude do
estado, também pode contribuir para a subnotificacdo da infeccdo em MT. Pelos dados
obtidos, ndo é possivel inferir se houve maior gravidade na doenca apresentada pelos
pacientes co-infectados com DENV e SLEV, visto que ndo houve acompanhamento
posterior a coleta das amostras, realizadas com até cinco dias de inicio dos sintomas.
Outros flavivirus pesquisados ndo foram detectados entre o0s pacientes com
sintomatologia de doenca febril aguda incluidos neste estudo. Contudo néo é possivel
inferir que estes ndo ocorrem no estado em hospedeiros e vetores, tendo em vista 0s
relatos recentes em equinos no Pantanal do MS de anticorpos neutralizantes para ILHV,
ROC, CPCV, WNV, inclusive para SLEV (PAUVOLID-CORREA et al., 2014).

No presente estudo algumas amostras apresentaram fragmento de DNA
compativel com o fragmento amplificado pelo iniciador do YFV porém este resultado
pode ser decorrente de amplificagdes inespecificas ou amostras verdadeiramente
positivas para 0 YFV. No entanto por auséncia de recursos para investigacdo por
sequenciamento nucleotidico ou outras técnicas estes dados ndo foram apresentados.

Pelos resultados obtidos, observa-se a importancia da ampliacdo do diagnéstico
diferencial entre as arboviroses, bem como das estratégias de vigilancia entomolégica e
viroldgica, visando a prevencado e controle de surtos na iminéncia de introducdo desses
agentes na populacdo de MT. Dificuldades relativas ao transporte e refrigeracdo de
amostras a partir de unidades de saide do interior também tém se constituido em uma
limitacdo para o diagnoéstico e vigilancia no estado. Estudos adicionais envolvendo
outras espécies animais e mosquitos potencialmente vetores do SLEV sdo necessarios

para compreender o ciclo de transmissdo deste arbovirus em MT.
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7 CONCLUSOES

- Os sorotipos do Dengue 1 e 4 (DENV-1 e DENV-4) foram os arbovirus do
género Flavivirus mais frequentemente identificados no estado de Mato Grosso entre
outubro de 2011 e janeiro de 2012 em pacientes com doenca febril aguda;

- Os quatro sorotipos do dengue foram identificados no estado, observando-se
hiperendemicidade e maior casuistica de infeccdo na cidade de Cuiaba durante o
periodo estudado;

- O SLEV foi detectado em trés pacientes de Cuiaba e Varzea Grande co-
infectados com o DENV-4, indicando que infec¢Bes acidentais esporadicas por este
agente ocorrem em humanos na regiéo;

- Foram observadas co-infec¢bes por DENV-1 e DENV-4, DENV-2 e DENV-4,
SLEV e DENV-4 e SLEV, DENV-1 e DENV-4 no estado durante o periodo de estudo;

- Houve associagéo estatisticamente significante entre infeccdo por DENV-4,
residir em ambiente urbano e auséncia de histérico prévio de doenca semelhante;

- A faixa etaria com maior incidéncia de infec¢des por DENV no periodo

estudado foi entre 20 e 39 anos.
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