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RESUMO

Os flavivirus e alfavirus sdo virus transmitidos por artropodes (arbovirus) e
representam um problema de saude publica em varios paises. A emergéncia e re-
emergéncia dos arbovirus sdo fendbmenos naturais relacionados a evolugdo e
adaptacao desses virus. O Brasil, por ter grandes areas recobertas por florestas
tropicais, possui condi¢cdes ideais para a ocorréncia e manutengao do ciclo silvestre
de diversas arboviroses. A crescente urbanizagao, o fluxo migratério, a destruicao de
habitats naturais e a presenga de mosquitos dos géneros Culex e Aedes favorecem a
rapida disseminacao desses virus. Além disso, os sintomas iniciais das infeccoes
causadas por esses virus sdao semelhantes a outras infecgbes que ocorrem em
diversas regides do Brasil e ndo existe tratamento especifico para essas viroses, nem
vacina licenciada para uso humano. O diagndstico laboratorial diferencial, portanto, é
fundamental para o correto manejo clinico dos pacientes. Assim, este trabalho teve
por objetivo padronizar ensaios imunoenzimaticos para o diagndstico sorologico do
virus Chikungunya (CHIKV), pertencente ao género Alphavirus, e dos virus da dengue
(DENV), da encefalite de Saint Louis (SLEV) e do oeste do Nilo (WNV), pertencentes
ao género Flavivirus. Para tanto, as proteinas E1 e E2 do CHIKV foram expressas em
células S2 de Drosophila melanogaster e purificadas por cromatografia de afinidade.
A proteina E2 (denominada rE2-CHIKV) apresentou melhores resultados durante sua
expressao e purificagao e foi selecionada para dar prosseguimento ao trabalho. Foram
entdo gerados trés hibridomas secretores de anticorpos monoclonais (AcM) contra
esta proteina, os quais foram caracterizados como sendo do isotipo IgG1k. Nenhum
dos AcM reconheceu os virus da encefalite equina venezuelana (VEEV), SLEV, WNV
e DENV sorotipos 1 a 4. Foi padronizado um ensaio do tipo ELISA indireto utilizando
a rE2-CHIKV como antigeno para a detecgao de IgM anti-CHIKV, o qual apresentou
sensibilidade de 70% e especificidade de 97% para o painel de amostras utilizado.
Apesar da baixa sensibilidade, esses valores sao comparaveis aos dos testes
disponiveis comercialmente. O segundo virus abordado nesse trabalho foi o virus da
dengue. Foram obtidos 22 AcM produzidos contra isolados brasileiros de DENV-1, -2
e -3. Os AcM séo dos isotipos 1gG2bk, IgG2ak e IgG1k, a maioria com especificidade
para as proteinas de envelope ou pré-membrana do DENV. Quando testados contra
os quatro sorotipos de DENV, diferentes padrdes de reatividade foram identificados:
grupo-especifico, subcomplexo-especifico (DENV-1, -3 e -4 ou DENV-2 e -3) e
sorotipo-especifico (DENV-2 ou -3). Além disso, alguns AcM apresentaram reatividade
cruzada com virus da febre amarela, WNV e SLEV, mas nenhum deles reconheceu o
alfavirus VEEV. De acordo com nossos conhecimentos, esses sao os primeiros AcM
produzidos contra isolados brasileiros de DENV. O AcM denominado D3 424/8G, que
apresentou reatividade com todos os flavivirus testados, foi conjugado com
peroxidase e utilizado no desenvolvimento de um ensaio do tipo MAC-ELISA para
deteccdo de IgM anti-DENV no soro de pacientes com infecgdo aguda por DENV.
Como antigeno, foi utilizada uma mistura de DENV dos quatro sorotipos, produzidos
em cultivo celular, purificados por colchdo de sacarose e inativados por radiagcéo
gama. O ensaio apresentou sensibilidade de 91% e especificidade de 95% com as
amostras testadas. No caso do SLEV, foram produzidas particulas-tipo virus (VLP)
em células HEK 293T. As SLE_VLPs, juntamente com o AcM D3 424/8G-HRP, foram
utilizadas em um ensaio do tipo MAC-ELISA para diagnostico de infeccdo aguda
causada por SLEV. O teste desenvolvido apresentou sensibilidade de 95% e
especificidade de 98% com o painel de amostras utilizado. Por fim, foram produzidas



VLPs de WNV em células HEK 293T, as quais foram utilizadas na padronizacéo de
um ensaio do tipo MAC-ELISA para diagnostico de infecgcdo por WNV. Como
conjugado, também foi utilizado o AcM D3 424/8G-HRP. No decorrer do trabalho, no
entanto, foi obtida apenas uma amostra de soro de individuo com infec¢gao aguda por
WNV. Por isso, n&o foi possivel calcular os valores de sensibilidade e especificidade
do teste desenvolvido. Os insumos produzidos neste trabalho e os testes
padronizados mostraram-se importantes ferramentas para serem utilizadas no
diagnostico dos virus CHIKV, DENV, SLEV e WNV, além de poderem ser utilizados
em pesquisa basica.

Palavras-chave: Virus Chikungunya. Virus da dengue. Virus da encefalite de Saint
Louis. Virus do oeste do Nilo. Proteinas recombinantes. Particulas-tipo virus.
Anticorpos monoclonais. Ensaio imunoenzimatico. Diagndstico.



ABSTRACT

The flavivirus and alphavirus are viruses transmitted by arthropods (arboviruses),
which constitute a public health problem in many countries. The emergence and
reemergence of arboviruses are natural phenomena related to species evolution and
adaptation. Brazil has large areas covered by tropical forests, which provide ideal
conditions for the existence and maintenance of the sylvatic cycle of many arboviruses.
Increasing urbanization, migration, the destruction of natural habitats and the wide
distribution of Culex and Aedes mosquitoes favor the rapid spread of these viruses.
Furthermore, the initial symptoms of infections caused by these viruses are similar to
other infections that occur in different regions of Brazil and there is no specific
treatment for these viruses, nor licensed vaccine for human use. Laboratory differential
diagnosis is therefore essential for the correct clinical management of patients.
Therefore, this study aimed to develop enzyme immunoassays for the diagnosis of
Chikungunya virus (CHIKV), belonging to the genus Alphavirus, and for the diagnosis
of dengue virus (DENV), Saint Louis encephalitis virus (SLEV) and West Nile virus
(WNV), belonging to the genus Flavivirus. For this, CHIKV E1 and E2 proteins were
expressed in Drosophila melanogaster S2 cells and were purified by affinity
chromatography. The E2 protein (named rE2-CHIKV) showed better results of
expression and purification and was selected to continue the work. Three hybridomas
secreting monoclonal antibodies (MAbs) against rE2-CHIKV were obtained. The MAbs
were characterized as IgG1k isotype. None of the MAbs recognized the Venezuelan
equine encephalitis virus (VEEV), SLEV, WNV and DENV serotypes 1 to 4. It was
standardized an indirect ELISA for the detection of IgM anti-CHIKV using rE2-CHIKV
as antigen, which had a sensitivity of 70% and specificity of 97%. Despite the low
sensitivity, these values are comparable to those of commercially available tests. The
second virus in this work was the dengue virus. Twenty two MAbs against Brazilian
isolates of DENV-1, -2 and -3 were obtained. The MADbs include 19G2bk, IgG2ak and
IgG1k isotypes, and most were raised against the envelope or the pre-membrane
proteins of DENV. When the antibodies were tested against the four DENV serotypes,
different reactivity patterns were identified: group-specific, subcomplex specific
(DENV-1, -3 and -4 and DENV-2 and -3) and dengue serotype-specific (DENV-2 or -
3). Additionally, some MAbs cross-reacted with yellow fever virus, WNV and SLEV.
None of the MAbs recognized the alphavirus VEEV. To our knowledge, these are the
first MADbs raised against Brazilian DENV isolates. The MAb D3 424/8G, which cross-
reacted with all the flaviviruses tested, was conjugated to peroxidase and used to the
development of a MAC-ELISA for detection of anti-DENV IgM in sera from patients
with acute dengue. As antigen, we used a mixture of DENV particles serotypes 1 to 4,
produced in cell culture, purified by sucrose cushion and inactivated by gamma
radiation. The test had a sensitivity of 91% and a specificity of 95%. For SLEV, virus-
like particles (VLPs) were produced in HEK 293T cells. The SLE_VLP together with
the MAb D3 424/8G-HRP were used in the development of a MAC-ELISA for the
diagnosis of acute infection caused by SLEV. The assay showed sensitivity of 95%
and specificity of 98%. Finally, WNV VLP were produced in HEK 293T cells, and were
used for standardizing a MAC-ELISA for the diagnosis of WNV infection. As conjugate
it was also used MAb D3 424/8G-HRP. During the study, however, only one serum
sample from patient with acute WNV infection was obtained. Therefore, it was not
possible to calculate the sensitivity and the specificity of the test developed. The
reagents produced and the diagnostic assays developed here have proved to be



important tools to be used in the diagnosis of CHIKV, DENV, SLEV and WNV, and can
be used for basic research.

Keywords: Chikungunya virus. Dengue virus. Saint Louis encephalitis virus. West Nile
virus. Recombinant proteins. Virus like particles. Monoclonal antibodies. Enzyme
immunoassays. Diagnosis.
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1 INTRODUGAO

Os virus pertencentes aos géneros Flavivirus e Alphavirus sao arbovirus
(arthropod-borne viruses), ou seja, sao virus transmitidos a vertebrados através da
picada de artropodes (principalmente mosquitos e carrapatos) infectados, produzindo
doenga em humanos e outros animais (HAMMON; REEVES; GRAY, 1943; WEAVER,;
REISEN, 2010). Normalmente, humanos e animais domésticos constituem
hospedeiros finais, devido a baixa viremia que apresentam, com quantidade de virus
insuficiente para infectar um vetor artropode e manter um ciclo de transmissao.
Mutagdes em alguns arbovirus, no entanto, tém resultado em alta viremia em animais
domésticos, como é o caso do virus da encefalite equina venezuelana, e até em
humanos, como no caso dos virus da dengue (DENV), da febre amarela (YFV — do
inglés Yellow Fever virus) e Chikungunya (CHIKV) (WEAVER; BARRETT, 2004).

Muitas infecgbes por arbovirus sao assintomaticas ou apresentam sintomas
semelhantes a gripe. Porém, alguns arbovirus pertencentes aos géneros Alphavirus e
Flavivirus podem causar doengas graves, com artralgias prolongadas ou
complicagdes neurologicas severas e até levar a morte (HOLLIDGE; GONZALEZ-
SCARANO; SOLDAN, 2010).

A emergéncia e re-emergéncia dos arbovirus sao fendmenos naturais
relacionados a evolugao e adaptacdo das espécies. Durante a infeccao de distintos
organismos, cepas mais virulentas e melhor adaptadas dos virus podem ser
selecionadas. Esses virus, por possuirem genoma de RNA, apresentam uma
frequéncia de mutacdo bastante alta, devido as altas taxas de erros da RNA-
polimerase RNA dependente e a recombinacdo que pode ocorrer se o animal for
infectado simultaneamente por mais de um virus do mesmo género. Além disso,
mudangas ecoldgicas produzidas pelo homem podem aumentar a prevaléncia do
vetor, criar novos reservatorios e induzir os virus a se adaptarem a novos ciclos de
manutencdo. A existéncia de cidades populosas e infestadas por mosquitos dos
géneros Culex e Aedes é um fator de risco para a emergéncia de novos arbovirus no
Brasil (FIGUEIREDO, 2007).

O Brasil, por ser um pais tropical de grande extenséo territorial, com grandes
areas recobertas por florestas tropicais e outros ecossistemas naturais, tem condi¢gdes

ideais para a ocorréncia de diversas arboviroses (FIGUEIREDO, 2007). Entre os
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arbovirus de importancia médica podemos destacar o virus da dengue, o virus da
encefalite de Saint Louis (SLEV — do inglés Saint Louis Encephalitis virus) e o virus
do oeste do Nilo (WNV —do inglés West Nile virus), pertencentes ao género Flavivirus,
e o virus Chikungunya, pertencente ao género Alphavirus. O DENV tem causado
grandes epidemias no Brasil, enquanto o SLEV e o WNV foram identificados em casos
esporadicos (BRASIL, 2014a; FIGUEIREDO, 2000). O CHIKV foi introduzido no Brasil

recentemente e vem se disseminando rapidamente pelo pais (BRASIL, 2014b).

1.1 JUSTIFICATIVA

Considerando-se a importancia da dengue para a saude publica no Brasil, a
recente introdugdo com rapida disseminacao do CHIKV e o potencial risco de
emergéncia do SLEV e do WNV no Brasil, € fundamental que se tenham disponiveis
testes diagnosticos rapidos, inequivocos e de baixo custo. Além disso, ndo existem
farmacos antivirais especificos para tratamento destas viroses, ha grande semelhanca
dos sintomas iniciais dessas doengas entre si e com uma série de outras infeccdes e,
até o momento, ndo existe nenhuma vacina licenciada para uso humano disponivel e
as medidas preventivas consistem principalmente na protecao individual contra a
picada de mosquitos e no controle dos vetores.

Assim sendo, a producgao de antigenos dos virus DENV, SLEV, WNV e CHIKV
circulantes no Brasil e/ou nos demais paises da América do Sul, a produgdo de
anticorpos monoclonais contra estes virus e a subsequente padronizagao de ensaios
imunoenzimaticos para diagnostico destas viroses sao de grande valia. Estes insumos
podem contribuir para aumentar a habilidade de detectar e confirmar casos suspeitos,
aléem de garantir uma maior independéncia tecnologica para o pais. A rapidez no
diagnostico destas doencgas podera reduzir a mortalidade associada e ajudar no

direcionamento de estratégias para controle da infecgdo durante eventuais surtos.
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1.2 OBJETIVOS

1.21 Objetivo Geral

Desenvolver insumos e padronizar ensaios imunoenzimaticos para
diagndstico sorolégico dos virus Chikungunya, da dengue, da encefalite de Saint Louis

e do oeste do Nilo.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Expressar as proteinas E1 e E2 do CHIKV em células S2 de Drosophila
melanogaster e purifica-las por cromatografia de afinidade;

- Purificar particulas virais de DENV sorotipos 1 a 4 e estabelecer os parametros para
sua inativagao por radiagdo gama;

- Expressar particulas-tipo-virus (VLP) do SLEV e do WNV em células de mamifero;
- Produzir e/ou caracterizar anticorpos monoclonais que reconhecam o0s virus
supracitados;

- Padronizar ensaios imunoenzimaticos para deteccdo de anticorpos do tipo IgM

contra estes virus em amostras de soro humano utilizando os insumos desenvolvidos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALPHAVIRUS

211 Classificagao, Estrutura e Replicagcao

O género Alphavirus (familia Togaviridae) inclui 29 espécies de arbovirus, que
podem ser divididas em oito complexos antigénicos: da encefalite equina do Leste, do
Oeste e Venezuelana, Trocara, Middelburg, Ndumu, Semliki Forest e Barmah Forest;
além de duas espécies que ndo sao incluidas nesta classificagédo (GOULD et al., 2010;
INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014).

Os alfavirus classicamente tém sido descritos como virus do “Velho Mundo”
ou do “Novo Mundo”, dependendo da sua distribuicdo geografica, embora algumas
trocas, mediadas por aves, por exemplo, provavelmente tenham ocorrido. Mais
frequentemente, os virus do “Velho Mundo” causam sintomas clinicos como febre,
rash e artrite, enquanto os do “Novo Mundo” podem culminar em encefalite (GRIFFIN,
2013; POWERS et al., 2001). Recentemente, no entanto, tem sido vivenciada a
disseminagdo do virus Chikungunya, originalmente do “Velho Mundo”, para as
Américas (CASSADOU et al., 2014).

Os alfavirus sao virus envelopados com aparéncia esférica e 60-70 nm de
didmetro. Seu genoma é composto por RNA simples-fita de polaridade positiva, com
11 a 12 kb de comprimento. O genoma ¢é dividido em duas fases abertas de leitura
(ORF, do inglés open reading frame), que codificam para quatro proteinas nao
estruturais, envolvidas na replicagao e patogénese virais, e cinco proteinas estruturais

que compdem o virion (Figura 1) (GRIFFIN, 2013).
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Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma de um alfavirus, com seus quatro genes nao
estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e cinco genes estruturais (C, E3, E2, 6K e E1). As proteinas
estruturais sao traduzidas a partir do RNA mensageiro subgendmico 26S. FONTE: Adaptado de
WEAVER e BARRETT (2004).

As particulas virais sdo organizadas estruturalmente em um nucleocapsideo
icosaédrico (T=4) envolto por um envelope lipoproteico. O nucleocapsideo é formado
por monémeros de proteina do capsideo (C) associados ao RNA genémico, enquanto
o envelope é composto por uma bicamada lipidica derivada da membrana plasmatica
da célula hospedeira associada as glicoproteinas de envelope E1 e E2 (Figura 2).
Ambas E1 e E2 sdo proteinas com uma a-hélice que atravessa a bicamada lipidica e
associadas formam heterodimeros que se agrupam em trimeros para formar 80
espiculas projetadas na superficie do virion (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009;
STRAUSS; STRAUSS, 1994).

Figura 2 — Estrutura de uma particula madura de alfavirus. A: Representagéo esquematica da particula
viral. O RNA esta representado em preto. O capsideo estd mostrado como um poligono azul para
representar a organizagao icosaédrica. A membrana esta representada como uma bicamada cinza,
com as glicoproteinas virais inseridas. A regido amplificada mostra um trimero de heterodimeros
formados por E1 (em azul escuro, vermelho e amarelo) e E2 (em azul claro), demonstrando a interagéao
da E2 com a E1, protegendo o peptideo de fusdo (estrela verde). B: Representagdo esquematica do
envelope viral, evidenciando a organizacao das proteinas de envelope, que formam espiculas na
superficie do virion. FONTE: Adaptado de MARTIN, LIU e KIELIAN (2009) e METZ e PIJLMAN (2011).
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A proteina E1 (439 aminoacidos — aa) € a mediadora da fusdo entre a
membrana viral e a endossomal. O ectodominio da E1 consiste em trés dominios ricos
em barris B (I, Il e lll), com o peptideo de fusdo localizado na extremidade distal do
dominio Il. A regido transmembrana abrange os residuos de aa Trp409 a Met433 e os
seis residuos de aa C-terminais se estendem para o interior do particula viral (JOSE;
SNYDER; KUHN, 2009).

A proteina E2 (423 aa) é a que esta mais exposta nas espiculas na superficie
do virion e esta envolvida na ligagdo com os receptores da célula hospedeira e na
subsequente endocitose mediada por receptor (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009). A E2
€ a proteina que contém os epitopos para anticorpos neutralizantes mais importantes.
E organizada em trés dominios tipo-imunoglobulina (A, B e C), sendo que o dominio
A (residuos de aa 1-132) é o que contém os sitios para ligacao aos receptores e a
anticorpos neutralizantes (GRIFFIN, 2013). O dominio intracitoplasmatico interage
com o nucleocapsideo e contém uma segunda porg¢ao de aa hidrofébicos e sitios de
miristoilacdo pela qual se ancora a superficie externa da membrana (GRIFFIN, 2013;
JOSE; SNYDER; KUHN, 2009).

Durante a maturagao viral, ha ainda liberacdo da proteina E3, uma
glicoproteina pequena, rica em cisteina. A E3 atua como um peptideo sinal para a pE2
(um precursor que contém E3 e E2), além de ser requerida para o correto dobramento
e a ativacao das espiculas de E1/E2 que se projetam na superficie viral. Além disso,
uma pequena quantidade de proteina 6K € incorporada no virion. A proteina 6K serve
como peptideo sinal para a E1 e é importante para o brotamento e formagao das
particulas virais (GRIFFIN, 2013).

A infecgdo de uma célula por um alfavirus se inicia com a interacao entre a
proteina E2 do virus e receptores de superficie celular e pela posterior endocitose
mediada por vesiculas de clatrina. Uma vez dentro da vesicula endocitica, a
acidificagao progressiva desta leva a uma desestabilizacdo dos heterodimeros E1-E2
com separagao das duas proteinas. Essa dissociacdo resulta na exposicdo do
peptideo de fusdo da proteina E1, o qual se insere na membrana endossomal de uma
maneira dependente de colesterol, seguindo-se com a trimerizagdo da E1. Um
conjunto de trimeros de E1 promove uma deformagdo da membrana e a fusédo da
membrana viral com a endossomal, com subsequente liberacdo do nucleocapsideo
viral para o citoplasma celular. O nucleocapsideo é entdo desmontado, liberando o
RNA viral no citoplasma (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009; KUHN, 2013). O RNA
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genbmico serve entdo como um RNA mensageiro (RNAm) para a sintese das
proteinas nao estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4). Estas sdo produzidas a partir de
duas poliproteinas: a P123 (mais abundante) e a P1234 (com frequéncia de
aproximadamente 10-20%), que s&o processadas por meio da agéo da protease viral
codificada na nsP2. As proteinas nao estruturais formam entdo o complexo de
transcricao/replicacao, que catalisa a sintese de RNA viral de ambas as polaridades.
A proteina nsP1 esta implicada no capeamento do RNA viral e no inicio da sintese do
RNA de polaridade negativa, além de ancorar o complexo replicativo a membranas. A
nsP2 possui, em sua porcdo N-terminal, atividade de helicase, nucleosideo
trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase e, em sua por¢cdo C-terminal, um dominio
cisteino-protease, responsavel pelo processamento da poliproteina n&o estrutural. A
funcao da nsP3 ainda nao esta bem esclarecida, mas sabe-se que ela é necessaria
para a sintese da fita de RNA de polaridade negativa. Ja a nsP4 é a RNA polimerase
RNA-dependente.

A replicagcao do RNA viral se inicia com a sintese de uma fita complementar
de RNA, com polaridade negativa, que serve de molde tanto para a sintese do RNA
gendmico, quanto do RNA subgendémico (RNA 26S). O RNA subgendmico € entédo
traduzido em uma poliproteina que originara as proteinas estruturais. A ordem de
tradugao dessas proteinas é capsideo-pE2(E3-E2)-6K-E1. A proteina de capsideo &
clivada da poliproteina ainda durante a traducao por sua atividade de autoprotease e
se agrega com o RNA viral genémico para formar os nucleocapsideos virais no citosol
da célula hospedeira. Com a clivagem da proteina C, a nova regiao N-terminal da
poliproteina contém uma sequéncia sinal de direcionamento para o reticulo
endoplasmatico. A translocacdo das proteinas de envelope pelo reticulo
endoplasmatico € regulada por varias sequéncias-sinal e posteriores modificagdes
pos-traducionais. Durante o transporte dos complexos pE2-E1, ap6s os heterodimeros
atingirem a rede frans de Golgi, mas antes de chegarem a membrana plasmatica, a
pE2 é clivada por furinas, para formar as proteinas E3 e E2. A clivagem da pE2 é
requerida para que sejam geradas novas particulas infecciosas. O estagio final
envolve o deslocamento dos nucleocapsideos formados no citoplasma até a
membrana plasmatica, onde eles interagem com o dominio citoplasmatico das
proteinas E2 (nos heterodimeros E2-E1). Esta ligagdo promove a energia necessaria
para impulsionar o capsideo através da membrana plasmatica, durante o qual ele

adquire as espiculas de glicoproteinas de envelope. Assim ocorre a liberagdo de
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novas particulas virais por brotamento (Figura 3) (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009;
KUHN, 2013; STRAUSS; STRAUSS, 1994).
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Figura 3 — Representagédo esquematica das principais etapas do ciclo de infec¢ao e replicagdo de um
alfavirus. O inicio do ciclo esta mostrado a esquerda com a ligagdo de um virion ao receptor da célula
hospedeira. Apds a fusao do envelope viral, desmontagem do capsideo e liberagdo do RNA gendmico,
as proteinas nao estruturais sado traduzidas e processadas. Estas proteinas possibilitam a replicagao
do RNA gendmico e a tradu¢cdo do RNAm subgendmico nas proteinas estruturais. O nucleocapsideo é
montado no citoplasma e se associa com as glicoproteinas processadas na membrana plasmatica,
terminando com o brotamento (ilustrado a direita). FONTE: Adaptado de KUHN (2013).
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2.1.2 Virus Chikungunya

2.1.2.1 Historico

O virus Chikungunya (género Alphavirus, familia Togaviridae) foi isolado pela
primeira vez em 1953, a partir do sangue periférico de um individuo febril da tribo
Makonde, na Tanzania, durante a epidemia de uma doenca caracterizada por febre
alta e dores articulares incapacitantes (ROSS, 1956). A doenga era localmente
referida como chikungunya, que na linguagem Makonde significa “aquele que se
curva’, fazendo referéncia a postura contorcida assumida pelas pessoas devido as
fortes dores nas articulagdes (ROBINSON, 1955).

Posteriormente, em 1958, o virus foi isolado de um paciente em Bangkok,
Tailandia (HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960) e, desde entao, surtos esporadicos
vinham sendo reportados em diversos paises da Africa e Asia. A introducdo do CHIKV
na Asia tem sido atribuida a uma linhagem africana, a linhagem enzoética
Leste/Central/Sul Africana (ECSA), que em algum momento antes ou durante a
década de 50 evoluiu, resultando na linhagem Asiatica (VOLK et al., 2010; WEAVER,
2014).

Uma nova emergéncia do CHIKV se iniciou em 2004 na costa do Quénia,
primeiro em Lamu e depois em Mombasa. Estima-se que aproximadamente 75% da
populacéo da ilha de Lamu tenha sido afetada (SERGON et al., 2008). A partir de
entdo, iniciou-se um periodo em que o virus se disseminou para diversas ilhas do
oceano Indico, india e sudeste asiatico (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009).
Novos casos foram surgindo em varios paises, incluindo a ilha da Reuniao, onde foram
reportados mais de 40.000 casos por semana, no pico da epidemia (MORRISON,
2014; STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). Na ilha da Reuniédo, diferentemente do
que vinha sendo reportado anteriormente, foi especulado que o virus estava sendo
transmitido pelo vetor Aedes albopictus® e nao pelo seu principal vetor, o Aedes
aegypti' (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009; VAZEILLE et al., 2007).

'Na classificacéo atual o Aedes aegypti é chamado Stegomyia aegypti e o Aedes albopictus, Stegomyia
albopicta. Neste trabalho, foram adotadas as nomenclaturas antigas devido a importancia sanitaria e a
familiarizagdo da populacdo com estes nomes. FONTE: Mosquito taxonomy inventory. Disponivel em
http://mosquito-taxonomic-inventory.info/valid-species-list. Acesso em 16 jan 2015.
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O virus continuou se disseminando, atingindo a india, onde mais de 1,3 milhdo
de casos suspeitos foram reportados apenas no primeiro ano (LAHARIYA; PRADHAN,
2006; POWERS, 2010). Em 2007, o CHIKV foi introduzido na Europa, quando
ocorreram os primeiros casos de transmissao autoctone na Italia, sendo a transmissao
mediada por Ae. albopictus (ANGELINI et al., 2007).

Essas epidemias que ocorreram em ilhas do oceano indico e india parecem
ter emergido independentemente do que ocorria na Africa oriental, sendo atribuidas a
uma nova linhagem de CHIKV descendente do gendtipo ECSA, a linhagem do Oceano
indico (I0L) (VOLK et al., 2010). Estudos genéticos com isolados virais obtidos a partir
do surto na ilha da Reunido identificaram que o virus circulante nesses paises possui
uma mutacgao na posicao 226 do gene codificante para a proteina E1 de uma alanina
para uma valina (E1-A226V). Essa mutagcdo no dominio de fusdo da proteina E1
demonstrou ser responsavel por um aumento na capacidade do CHIKV de infectar e
replicar em Ae. albopictus, sem interferir na replicagdo do virus em Ae. aegypti
(SCHUFFENECKER et al., 2006; TSETSARKIN et al., 2007; VAZEILLE et al., 2007).

A primeira evidéncia de transmissao autoctone do CHIKV nas Ameéricas foi
documentada em outubro de 2013, na ilha de Saint Martin, no Caribe (CASSADOU et
al., 2014). Desde entdo, o numero de casos suspeitos e confirmados vem
aumentando, com a transmissao autoctone ja descrita em 44 paises e territérios das
Ameéricas. Outros seis paises relataram casos importados. Até 20 de marco de 2015,
a Organizagdo Pan-Americana / Organizagdo Mundial de Saude (OPA/OMS)
informaram um total de 1.307.344 casos (entre confirmados e suspeitos) autdctones
nas Ameéricas e 3.524 casos importados, sendo que 184 resultaram em morte
(WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO), 2015). Surpreendentemente, estudos
genéticos do virus circulante no Caribe demonstraram que ndo se trata do genaétipo
pandémico IOL, e sim do gendtipo Asiatico, que ainda ndo é adaptado a transmissao
pelo Ae. albopictus (MORRISON, 2014).

No Brasil, até 15 de novembro de 2014, foram relatados 71 casos importados
e 1.293 casos autdctones, sendo 125 confirmados em laboratério e 1.239 por critério
clinico-epidemioldgico. Dos casos de transmissao autoctone, 531 ocorreram no
municipio de Oiapoque (AP), 563 em Feira de Santana (BA), 196 em Riach&o do
Jacuipe (BA), um em Matozinhos (MG), um em Sao Leopoldo (MG) e um Campo
Grande (MS) (BRASIL, 2014b). Dados mais atualizados, de 20 de margo de 2015,

relatam 5.355 casos autéctones e 100 casos importados no Brasil, sendo que casos
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autéctones foram reportados em Amapa, Roraima, Bahia, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso do Sul e no Distrito Federal (WHO, 2015).

O sequenciamento nucleotidico seguido de analise filogenética do virus em
um caso importado e em um caso autéctone em Oiapoque revelou que o CHIKV
responsavel por estes casos pertence ao gendtipo Asiatico, 0 mesmo que vem
circulando na regidao do Caribe. Posteriormente, o sequenciamento nucleotidico do
virus em um caso autdéctone em Feira de Santana revelou que o gendétipo viral
circulante nessa regiao é o ECSA (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014). Isso significa
que ja existem dois gendtipos de CHIKV circulando no Brasil.

A distribuigdo do CHIKV no mundo e nas Américas esta ilustrada nas Figuras
4eb.

Figura 4 — Distribui¢&o do virus Chikungunya no mundo. Estéo indicados o surgimento e a emergéncia
das linhagens Asiatica (setas e pontos vermelhos) e do Oceano Indico (setas e pontos amarelos).
Fonte: WEAVER (2014).
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Figura 5 — Paises da América com transmiss&o autéctone (em roxo) ou com casos importados (com
estrela) de chikungunya em 20 de marco de 2015. Fonte: (WHO, 2015).

2.1.2.2 Ciclos de Transmissao

O CHIKV tem dois ciclos de transmissdo bem documentados: um ciclo
silvestre enzoético e um ciclo urbano endémico/epidémico (Figura 6). Na Africa, o ciclo
silvestre ocorre em florestas, onde mosquitos arbéreos atuam como vetores e

primatas ndo humanos como principais reservatorios e hospedeiros amplificadores.
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Os mosquitos envolvidos no ciclo silvestre mais descritos sédo: Aedes furcifer, Ae.
taylori, Ae. luteocephalus e Ae. africanus’.

Neste ciclo de transmissdo enzodtico, infeccdes em humanos ocorrem
principalmente em populagdes que vivem perto das selvas africanas e pode até causar
pequenos surtos. Embora o ciclo silvestre tenha sido descrito apenas na Africa, alguns
estudos sugerem que ele também ocorra na Asia.

Ja o ciclo epidémico ocorria na Africa quando o CHIKV era introduzido em
areas urbanas onde mosquitos mais antropofilicos (Ae. aegypti e Ae. albopictus)
podiam iniciar uma transmissao humano-mosquito-humano. O ciclo urbano também
ocorria na Asia desde a década de 50, quando o CHIKYV foi introduzido no continente
(CAGLIOTI et al., 2013; WEAVER et al., 2012).

Ciclo Silvestre Ciclo Urbano

N
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Figura 6 — Ciclos de transmissdo do virus Chikungunya demonstrando os principais vetores e
hospedeiros vertebrados envolvidos. FONTE: Adaptado de POWERS (2010).

Até 2004, os surtos em humanos estavam associados principalmente ao Ae.
aegypti (GOULD et al., 2010). Desde 2004, no entanto, o CHIKV vem causando surtos
e epidemias por varias partes do mundo, com o virus se disseminando mais
rapidamente. Isso tem sido atribuido, em parte, a mutagdo A226V na proteina E1 do
CHIKV que possibilitou que o CHIKV fosse transmitido também pelo Ae. albopictus
(SCHUFFENECKER et al., 2006; TSETSARKIN et al., 2007). Diferentemente do Ae.

aegypti que é predominantemente urbano e procria principalmente em locais

Na classificagdo atual, o Aedes furcifer € chamado Diceromyia furcifer, o Ae. taylori € chamado Di.
taylori, o Ae. luteocephalus é Stegomyia luteocephala e o Ae. africanus é St. africana.
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artificiais, o Ae. albopictus prefere areas suburbanas e rurais, se reproduz tanto em
ambientes artificiais, quanto naturais e pode infectar tanto humanos quanto animais.
Essa adaptacdo do CHIKV ao Ae. albopictus aumenta o poder epidémico do virus,
uma vez que ele passa a ser transmitido também em locais onde o Ae. albopictus é o
mosquito predominante (NG; HAPUARACHCHI, 2010; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

O CHIKV, juntamente com os virus da dengue e da febre amarela, € um
arbovirus capaz de iniciar um ciclo urbano sustentavel que se baseia apenas em
mosquitos como vetores (neste caso, o Ae. aegypti e o Ae. albopictus) e humanos
como hospedeiros amplificadores. Este ciclo endémico/epidémico resulta em altos
niveis de exposicdo de humanos aos mosquitos transmissores, em especial porque
estes vetores vivem em estreita proximidade com as pessoas (WEAVER et al., 2012).

Além da transmissdo a partir da picada de mosquito infectado, no surto
ocorrido na ilha da Reunido em 2005, também foram relatados casos de transmissao
materno-fetal (GERARDIN et al., 2008).

2.1.2.3 Patogénese e Aspectos Clinicos da Infec¢ao

A doenga causada pelo CHIKV em humanos, a febre chikungunya, é
caracterizada por uma doenga febril abrupta (>38°C), poliartralgia e rash petequial ou
maculopapular. Em alguns casos, os sintomas sao indistinguiveis dos da dengue. O
periodo de incubacdo varia de 3 a 7 dias e, diferentemente de outros arbovirus,
apenas 5-25% das infecgdes por CHIKV sdo assintomaticas (MORRISON, 2014;
WEAVER et al., 2012). Outros sintomas incluem calafrios, dor de cabega, fotofobia e
mialgia, particularmente nos musculos da parte inferior das costas e das pernas. A
artralgia é simétrica e afeta principalmente as articulagdes periféricas, incluindo
punhos, joelhos, tornozelos e pequenas articulagbes das méos. A dor articular muitas
vezes € incapacitante e pode persistir por semanas ou anos, levando a um grande
impacto socioecondmico nas areas atingidas (MORRISON, 2014; SCHWARTZ;
ALBERT, 2010).

Além disso, embora o CHIKV seja um alfavirus predominantemente causador
de artrite, durante a epidemia atual no mundo, manifestagbes neuroldgicas e

cardiacas graves e, em alguns casos morte, tém sido documentadas. Esses casos



39

mais graves ocorrem principalmente em neonatos, em pacientes com mais de 65 anos
e em pacientes com outras doencas pré-existentes (GERARDIN et al., 2008;
MORRISON, 2014). Diferentemente de outros alfavirus normalmente causadores de
encefalite, as células-alvo do CHIKV n&o séo células neuronais. Ha indicios de que o
CHIKV infecta células estromais do sistema nervoso central, em especial do plexo
coroide (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Apos a transmissao, o virus replica em células da pele e entdo se dissemina
para as articulacdes e figado, provavelmente via corrente sanguinea (WEAVER et al.,
2012). O CHIKV tem como principais alvos fibroblastos musculares, articulares e da
pele, mas também foi encontrado em camadas epiteliais e endoteliais de varios
orgaos, como figado, baco e cérebro (COUDERC et al., 2008).

O inicio da doenga coincide com o aumento do titulo viral, com alta viremia, o
que desencadeia a ativacao de uma resposta imune inata, marcada pela produgao de
interferon (IFN) tipo | (Figura 7) (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Um efeito da infecgdo
aguda por CHIKV ¢ a linfopenia (BORGHERINI et al., 2007). Isso provavelmente néo
se deve a um efeito direto do virus sobre os linfocitos, uma vez que linfécitos B e T
nao sao infectados pelo CHIKV. A linfopenia pode ser resultado da morte de linfécitos
ocasionada pela resposta mediada por IFN tipo | ou ainda por uma migragdo dos
linfécitos para os tecidos, levando a uma redugdo destas células na corrente
sanguinea. Na maioria dos individuos a quantidade de linfocitos na circulagéo é
restabelecida logo apds a resolugado da infeccdo (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).
Outras alteragdes de marcadores laboratoriais incluem trombocitopenia, aumento nas
concentracbes sanguineas de aspartato transaminase, alanina aminotransferase e

creatinina quinase e hipocalcemia (BORGHERINI et al., 2007).
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Figura 7 — Representagédo esquematica da patogénese do virus Chikungunya. FONTE: Adaptado de
SCHWARTZ e ALBERT (2010).

Em geral, o virus é eliminado do organismo entre 4 e 7 dias apds a infecgao,
mas pode persistir por até 12 dias (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; WEAVER et al.,
2012). E neste momento que também é evidenciada a resposta imune adaptativa
contra o CHIKV, com a produgdo de anticorpos neutralizantes, além de ter sido
também sugerida a inducao de linfécitos T citotdxicos (Figura 7). O mecanismo pelo
qual esses linfécitos participam na eliminacao de células infectadas por CHIKV ainda
nao foi esclarecido (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Os sintomas da fase aguda da doenga duram de alguns dias a poucas
semanas, porém cerca de 30-40% dos pacientes evolui para um quadro crénico, com
dores articulares recorrentes, que pode durar até varios anos (Figura 7). Embora a
causa das dores articulares crbénicas ainda nédo esteja bem estabelecida,
recentemente, Hawman et al. (2013) demonstraram, em modelo murino, que a causa
pode ser uma infecgao persistente do CHIKV. Eles verificaram que o RNA viral pode
ser detectado em varios tecidos no inicio da infeccdo, mas que persiste
especificamente em tecidos associados a articulacdes por pelo menos 16 semanas.
Além disso, sugerem que a persisténcia do CHIKV nos tecidos associados a
articulagdes pode promover uma inflamacgéao crénica das membranas sinoviais e que
a resposta imune mediada por células T e/ou B protege contra doenga musculo-

esquelética cronica (HAWMAN et al., 2013). A doenga crdnica inclui sintomas como
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artralgia e até artrite e pode ser altamente debilitante. Em funcao disso, as epidemias
podem gerar grandes impactos socioeconémicos (MORRISON, 2014), uma vez que
afeta a capacidade laboral da populagao, evidenciando o papel do CHIKV na saude

publica.

2.1.2.4 Diagnostico

Segundo diretrizes da Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2011), a
confirmacao de um diagndstico de infeccao por CHIKV é realizada por pelo menos um
dos critérios abaixo:

- isolamento viral;

- deteccao de RNA viral por RT-PCR,;

- deteccédo de IgM anti-CHIKV em uma unica amostra de soro (coletada
durante a fase aguda ou convalescente);

- um aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos anti-CHIKV, em
amostras coletadas com pelo menos 2-3 semanas de intervalo.

O Ministério da Saude também tem adotado esses critérios (BRASIL, 2014c).
Além disso, a partir de 10 de outubro de 2014, ampliou a possibilidade de confirmagao
de casos de febre Chikungunya baseando-se apenas em critérios clinico-
epidemioldgicos nas localidades com registro de casos autdctones. Desta forma, para
a confirmacao dos casos serao considerados fatores como os sintomas apresentados
e a proximidade com pessoas que ja contrairam a doenga. Nessas localidades, o
exame laboratorial sera realizado apenas em casos atipicos ou 6bitos. Onde ainda
nao houver relato de transmissado autéctone do CHIKV, a comprovagao continuara
sendo por meio de exame laboratorial (BRASIL, 2014d).

O tipo de teste a ser realizado depende da disponibilidade, tempo de coleta e
volume da amostra. Quando a amostra é coletada nos primeiros dias apés o inicio dos
sintomas, pode ser realizado o isolamento viral ou a detec¢do de acido nucleico viral
por RT-PCR (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). O isolamento viral se baseia
na inoculagdo da amostra biolégica em culturas celulares, derivadas de mamiferos ou
de mosquitos, ou em camundongos recem-nascidos (CAVRINI et al., 2009). Para a

deteccao de RNA viral por RT-PCR, diversos protocolos tém sido desenvolvidos.
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Estes testes moleculares tém demonstrado que o CHIKV é capaz de gerar uma alta
viremia em humanos, tendo sido detectadas cargas virais de até 10° copias/mL e
quantidade viral de até 1 x 1088 unidades formadoras de placa por mL (LANCIOTTI et
al., 2007; PANNING et al., 2008).

Quando as amostras forem coletadas na fase aguda ou convalescente da
doencga, podem ser utilizados testes para a detecgdo de imunoglobulinas tipo M e G
(IgM e 1gG). Anticorpos do tipo IgM normalmente ja estdo presentes cerca de sete dias
apos a infeccdo e podem persistir por varios meses. Na auséncia de IgM, virus ou
acido nucleico em uma amostra de infecgdo aguda, a infecgdo pode ser confirmada
por meio de um aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos anti-CHIKV entre
amostras aguda e convalescente (POWERS, 2010; PRINCE et al., 2014). A deteccéao
de IgM e IgG pode ser feita por métodos como imunofluorescéncia, ELISA e teste
imunocromatografico (KASHYAP et al., 2010; LITZBA et al., 2008; PRAT et al., 2014).
Estes testes, porém, costumam ter problemas de especificidade, principalmente
devido a reatividade antigénica cruzada entre CHIKV e outros arbovirus, como os
virus da dengue, o’nyong-nyong, Syndbis e Mayaro (BLACKBURN; BESSELAAR;
GIBSON, 1995; CAVRINI et al., 2009). Em funcao disso, um teste bastante utilizado
como teste confirmatorio € o teste de neutralizagdo por reducéo de unidade formadora
de placa (PRNT), que tem maior especificidade e é considerado o padréo ouro para
confirmacgéao de testes soroldgicos. A principal dificuldade da PRNT € o uso de virus
ativo, que requer a manipulagéo em laboratério com nivel de biosseguranga 3 (NB3),
0 que limita o numero de laboratorios disponiveis para a realizagdo deste teste
(STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009).

2.2 FLAVIVIRUS

2.21 Classificagao, Estrutura e Replicagao

O género Flavivirus faz parte da familia Flaviviridae, juntamente com os
géneros Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus (INTERNATIONAL COMMITTEE ON
TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014). O nome “Flaviviridae” faz referéncia ao
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virus da febre amarela (do latim “flavus”, que significa “amarelo”), o protétipo da familia
(CHAMBERS et al., 1990). Além do virus da febre amarela, o género Flavivirus
compreende outras 52 espécies virais, entre elas o virus da dengue, o virus da
encefalite de Saint Louis e o virus do oeste do Nilo (INTERNATIONAL COMMITTEE
ON TAXONOMY OF VIRUSES (ICTV), 2014), abordados neste trabalho.

Muitos dos flavivirus sao arbovirus causadores de doenca em humanos.
Dependendo do modo de transmissao, podem ser divididos em flavivirus transmitidos
por mosquitos, flavivirus transmitidos por carrapatos e flavivirus com vetor
desconhecido. Os flavivirus transmitidos por mosquitos podem ainda ser agrupados
em fungao de sua associacdo com vetores dos géneros Culex ou Aedes. Enquanto a
maioria dos virus associados a Culex infecta hospedeiros aviarios, virus associados a
Aedes geralmente ndo o fazem; por outro lado, os virus associados a Culex ndo séo
mantidos na natureza em ciclos envolvendo primatas (PIERSON; DIAMOND, 2013).

Os flavivirus possuem estrutura esférica, com diametro de 40 a 60 nm. Seu
material genético € composto por uma fita simples de RNA, ndo-segmentado, de
polaridade positiva, com aproximadamente 11 kb de comprimento. O RNA gendémico
possui apenas uma ORF flanqueada por uma regido 5’ e uma 3’ ndo codificantes. A
poliproteina gerada por essa ORF € posteriormente clivada por enzimas virais e da
célula hospedeira, resultando em trés proteinas estruturais, que compdem o virion (C,
prM/M e E), e sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e
NS5), envolvidas principalmente na replicagéo e na patogénese. O genoma possui em
sua extremidade 5’ um capeamento tipo 1 (m’GpppAmN), o qual serve para estabilizar
o RNA viral e para o inicio da tradugao, além de estruturas secundarias comuns entre
os flavivirus, que estdo envolvidas na tradugdo e replicacdo do genoma. Na
extremidade 3’, apesar do RNA ndo possuir uma cauda de poliadenina, possui
estruturas secundarias conservadas (Figura 8) (HERNANDEZ; BROWN; PAREDES,
2014; LINDENBACH et al., 2013).
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Figura 8 — Organizagéo do genoma dos Flavivirus e seu transcrito proteico. A: estrutura do genoma e
elementos do genoma, com indicagéo da unica ORF, do cap 5’ e das regides nao codificantes (NCR)
5 e 3'. B: esquema da poliproteina e produtos de processamento proteolitico. As proteinas estruturais
estdo ilustradas em roxo. Os sitios de clivagem por signalase do hospedeiro (¢), por serino-protease
viral (|), por furina do hospedeiro (V) e por proteases desconhecidas (?) estao indicados. C: topologia
da poliproteina viral na membrana do reticulo endoplasmatico. FONTE: LINDENBACH et al. (2013).

O virion é composto por um nucleocapsideo com simetria icosaédrica
envolvido por um envelope (Figura 9). O nucleocapsideo € constituido pelo RNA
gendmico associado a multiplas cépias da proteina de capsideo (C). O envelope é
formado por uma bicamada lipidica derivada da célula hospedeira na qual estao
inseridas a proteina de envelope (E) e a proteina de membrana (M). A M é gerada
apos a protedlise da proteina pré-membrana (prM), sua precursora, e esta ancorada
na membrana por duas hélices transmembrana (Figura 8 B e C) (CHAMBERS et al.,
1990). A proteina E é o maior determinante antigénico da particula viral e principal
alvo para anticorpos neutralizantes, € responsavel pela ligagéo do virus a receptores
da célula hospedeira e pela fusdo de membranas, além de estar envolvida na
montagem e brotamento do virus. O ectodominio da proteina E consiste em trés
dominios estruturalmente distintos (DI, DIl e DIIl) conectados por pequenas regides
de dobradigca. O dominio Il € o que medeia a dimerizagdo da E na particula viral
madura e que contém o peptideo de fuséo (Figura 9) (PIERSON; DIAMOND, 2013).
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Na particula viral madura, a proteina E esta presente como 90 homodimeros,
que formam um padrao de “espinha de peixe” e cobrem completamente a bicamada
lipidica (Figura 9 B). As proteinas M e E n&o interagem com o nucleocapsideo no
virion maduro (KUHN et al., 2002).

A

Figura 9 — Estrutura de uma particula madura de um flavivirus. A: representagdo esquematica da
particula viral. O RNA esta representado em preto e o capsideo, como um circulo azul. A membrana
esta representada como uma bicamada cinza, com as glicoproteinas virais inseridas. A regiao
amplificada mostra um homodimero de proteina E, com o dominio | em vermelho, o Il em amarelo, o llI
em azul escuro e o peptideo de fuséo (verde) protegido. A proteina M esta mostrada em azul claro. B:
representacao esquematica do envelope viral, evidenciando a organizagédo da proteina de envelope.
Trés homodimeros de E quase paralelos formam uma estrutura parecida a uma “espinha de peixe”.
FONTE: Adaptado de KUHN et al. (2002) e MARTIN; LIU; KIELIAN (2009).

A infecgdo por um flavivirus se inicia com a ligacdo da glicoproteina E a
receptores da célula hospedeira e posterior endocitose mediada por vesiculas de
clatrina. Uma vez dentro da vesicula endocitica, a acidificacdo progressiva desta
promove uma série de alteragdes conformacionais na proteina E levando a fusao da
membrana viral com a endossomal e a subsequente liberagdo do nucleocapsideo no
interior da célula (Figura 10). A etapa inicial para a fusdo das membranas envolve a
dissociagao dos homodimeros de E em mondmeros. Essa dissociacdo resulta na
exposicao do peptideo de fusdo, na sua inser¢cdo na membrana endossomal e entao
na reassociacdo da proteina E em trimeros. As alteragdes conformacionais da E
promovem uma aproximacado das membranas endossomal e viral e a sua fusdo
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; SMIT et al., 2011).
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Uma vez que o genoma ¢ liberado no citosol, o RNA viral € traduzido em uma
unica poliproteina. Essa tradugao ocorre junto ao reticulo endoplasmatico (RE), onde
varias sequéncias-sinal e dominios transmembrana possibilitam o enderegamento das
proteinas voltadas para o citosol ou para o lumen do RE (Figura 8 C). A poliproteina
€ processada co- e pos-traducionalmente por proteases virais e da célula hospedeira,
gerando as dez proteinas virais. As proteinas n&o estruturais provavelmente recrutam
0 genoma viral para um complexo replicativo. A replicag&o inicia com a sintese de uma
fita complementar de RNA, de polaridade negativa, que serve como molde para a
sintese de novas fitas positivas.

A montagem de novas particulas virais ocorre na superficie do RE, onde
multiplas copias da proteina C se associam a uma unica cépia do RNA gendémico para
formar o nucleocapsideo, que brota para o interior do RE. No lumen do RE, aprM e a
E formam heterodimeros e trés desses heterodimeros formam uma espicula viral. O
nucleocapsideo raramente é encontrado em uma célula infectada por um flavivirus, o
que indica que a formagao da particula € um processo coordenado entre a proteina C
associada a membrana e os heterodimeros de prM-E no RE. Apds a montagem, os
virions sdo transportados pela via secretéria e liberados por vesiculas exociticas
(Figura 10). Durante a passagem pela rede trans de Golgi, o pH acido induz uma série
de alteracdes conformacionais, com dissociagdao dos 60 heterodimeros de prM-E
projetados na superficie viral e formagcao de 90 homodimeros de proteina E. Isso
permite a clivagem da prM em M e “pr” por uma furina celular. O peptideo “pr’ se
dissocia da particula apos a sua liberacao para o meio extracelular (CHAMBERS et
al., 1990; LINDENBACH et al., 2013; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005;
SMIT et al., 2011).

Além das particulas virais maduras, em uma infec¢ao por flavivirus costumam
ser geradas particulas subvirais. Estas particulas contém apenas o envelope viral
(proteinas M e E associadas a bicamada lipidica). Essas particulas subvirais sao
montadas no RE, sofrem as mesmas modificacbes pds-traducionais das particulas
infectivas e s&o liberadas por exocitose. Uma vez que nado contém o capsideo e o
genoma virais, estas particulas ndo sao infectivas (ALLISON et al., 2003; LORENZ et
al., 2003; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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Figura 10 — Representacido esquematica das principais etapas do ciclo de infecgéo e replicagdo de um
flavivirus. O inicio do ciclo esta mostrado a esquerda com a ligagéo de um virion ao receptor da célula
hospedeira e sua internalizagdo mediada por vesiculas de clatrina. Apds a fusdo do envelope viral,
desmontagem do capsideo e liberagdo do RNA gendmico, o RNA é traduzido nas proteinas estruturais
€ nao estruturais e a replicagdo do RNA gendmico ocorre associado a membranas. A montagem das
particulas virais ocorre no reticulo endoplasmatico (RE), onde sao formadas particulas virais imaturas.
Ao longo da via exocitica, ocorre a maturagdo das particulas virais e liberacdo de novos virions por
exocitose. FONTE: Adaptado de PIERSON e DIAMOND (2013).
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2.2.2 Virus da Dengue

2.2.2.1 Historico

O virus da dengue (género Flavivirus, familia Flaviviridae) é classicamente
classificado em quatro sorotipos antigenicamente distintos, mas estreitamente
relacionados (DENV-1 a -4) (CALISHER, 1988). Recentemente, no entanto, foi
descrito um quinto sorotipo do virus. At¢é o momento esse novo sorotipo sé foi
detectado em florestas de Sarawak, na Malasia, mas o risco de transmiss&o a outros
paises nao pode ser descartado (MUSTAFA et al., 2015).

Atualmente, a dengue é uma das arboviroses mais importantes em termos de
distribuicdo geografica e incidéncia de infeccdo em humanos, sendo endémica nas
regides tropicais e subtropicais do globo (Figura 11). Mais de 40% da populagéo
mundial vive em areas de risco de transmissdo e estima-se que ocorram
aproximadamente 390 milhdes de infecgdes pelo virus da dengue cada ano, dos quais
96 milhdes manifestam sintomas da doenga (BHATT et al., 2013; GUZMAN; ISTURIZ,
2010).

Probabilidade
de ocorréncia

-
P

Figura 11 — Paises e areas com risco de transmisséo de dengue. Areas com maior probabilidade de
ocorréncia estao ilustradas em vermelho e com menor probabilidade, em verde. FONTE: Adaptado de
BHATT et al. (2013).

Os registros mais antigos sugerindo potenciais casos de dengue constam na

enciclopédia médica chinesa da dinastia Jin (265-420 d.C.). A doenga foi chamada de
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“veneno da agua” pelos chineses, que, de algum modo, entenderam que o quadro
estava correlacionado com insetos voadores e agua. Mas o relato do primeiro caso
definitivo de dengue foi atribuido a Benjamin Rush em 1789, quando a doenca foi
chamada de “febre quebra ossos” (GUZMAN; ISTURIZ, 2010) e, em 1907, o agente
etioldgico foi identificado como um “agente filtravel” (ASHBURN; CRAIG, 1907).

O virus da dengue foi isolado pela primeira vez em 1943 no Japao (HOTTA,
1952) e logo foi reconhecida a existéncia de diferentes sorotipos (SABIN, 1952;
SNOW et al., 2014).

Com a segunda guerra mundial (1939-1945), as alteragdes nos ecossistemas
e o0 deslocamento de grandes contingentes de pessoas e material levaram a
disseminagéo do virus da dengue e de mosquitos vetores para varias regides da Asia
e do Pacifico. No pds-guerra, a urbanizacdo desordenada na regiao asiatica, com
aumento da populagao nas areas urbanas, criou 6timas condi¢coes para a expansao
dos vetores. Isso levou ao surgimento de infec¢gdes sucessivas por dengue e ao
surgimento de um novo padrdo da doenga, com epidemias das formas graves da
doencga (GUBLER, 1998). Os primeiros casos de dengue hemorragica (FHD) foram
relatados nas Filipinas (1953-1954) (HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960). Em
meados da década de 70, a FHD ja havia se tornado uma das principais causas de
hospitalizagdo e morte entre criangas em varios paises do sudeste asiatico. Durante
as décadas de 80 e 90, a transmissao da dengue epidémica se intensificou, havendo
um ressurgimento global da febre da dengue, com expansao geografica tanto do
mosquito vetor quanto do virus, aumento da incidéncia da doenga e a emergéncia da
FHD em varios paises (GUBLER, 1998, 2011).

Nas Américas, a historia da dengue pode ser dividida em quatro fases (DICK
et al., 2012):

1) Introducdo da dengue nas Ameéricas (1600 — 1946): inicialmente com
epidemias e surtos de uma doenca semelhante a dengue, sendo o diagnostico
determinado apenas pelas caracteristicas clinicas e epidemiologicas. Apenas apos
1943, com o primeiro isolamento do virus e a disponibilidade de testes diagnosticos,
iniciou-se a era moderna de pesquisa com o virus da dengue.

2) Plano continental para erradicagdo do Ae. aegypti (1947 — 1970): o
programa foi, na realidade, executado com o objetivo de eliminar a febre amarela e,
com excegao de poucos paises, como a Venezuela, Cuba, o sul dos EUA e alguns

paises do Caribe, o vetor desapareceu do continente americano.
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3) Reinfestagdo pelo Ae. aegypti (1971 — 1999): com a deterioragdo dos
programas de controle de mosquitos na década de 60, o Ae. aegypti foi rapidamente
reintroduzido a partir das areas onde nao havia sido erradicado, levando a surtos de
dengue causados pelos diferentes sorotipos do virus.

4) Aumento na dispersédo do Ae. aegypti e da circulagdo do virus da dengue
(2000 — atual): a partir do ano 2000 houve um aumento sem precedentes do numero
de casos nas Américas, com circulagdo dos quatro sorotipos do virus e atingindo o
maior registro de casos, inclusive de casos graves, ja relatados.

Além disso, na década de 80, foi introduzido no continente americano,
inclusive no Brasil, o Ae. albopictus, um mosquito natural da Asia oriental que também
€ um vetor competente para o DENV (FIGUEIREDO, 2000).

Essas mudancas epidemioldgicas da dengue nas Américas reproduzem o
mesmo que ocorreu na Asia nas décadas de 50 e 60, com as infeccdes passando de
um quadro endémico de baixa letalidade para formas epidémicas com casos graves
e fatais (SCHATZMAYR, 2008).

No Brasil, apos o plano de erradicagdo do Ae. aegypti, a circulagdo do virus
da dengue foi confirmada em 1982, quando foram isolados virus da dengue dos
sorotipos 1 (DENV-1) e 4 (DENV-4) em Boa Vista, Roraima (OSANAI et al., 1983).
Este surto foi contido por medidas locais de controle do vetor e durante os quatro anos
seguintes nao foram notificados casos de dengue.

Foi apds 1986, quando o DENV-1 foi introduzido no estado do Rio de Janeiro
(SCHATZMAYR; NOGUEIRA; ROSA, 1986), que a dengue se tornou um problema de
saude publica no pais. A dispersdo deste sorotipo foi responsavel por varias
epidemias em diversas regides do Brasil. A situagdo se agravou em 1990 com a
introdugéo do virus da dengue do sorotipo 2 (DENV-2), também no Rio de Janeiro, e
sua subsequente disseminacgao para outras regides do pais. Houve, a partir de entao,
uma mudanca na epidemiologia da dengue no Brasil com a notificacdo de casos de
dengue hemorragica e 6bitos anualmente (NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR,
2007).

Apos a introdugao do virus da dengue do sorotipo 3 (DENV-3) nas Américas
em 1994 e sua rapida disseminagao para ilhas do Caribe, foram intensificados os
programas de vigilancia viroldgica no estado do Rio de Janeiro. Como resultado, em
dezembro de 2000, DENV-3 foi isolado a partir de um caso de febre da dengue e

também de mosquitos Ae. aegypti coletados no municipio de Nova Iguacu, Rio de
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Janeiro (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2002; NOGUEIRA et al., 2001). A
introducdo do DENV-3 levou a uma grave epidemia no Rio de Janeiro em 2002, com
mais de 280.000 casos notificados, quase 2.000 do tipo hemorragico e 91 obitos. Em
todo o Brasil, foram notificados cerca de 700.000 casos de dengue (Figura 12), a
maioria nas regides sudeste e nordeste. Este numero correspondeu a 80% dos casos
de dengue reportados nas Américas (NOGUEIRA et al., 2005).

Em 2010, foi isolado DENV-4 em Boa Vista, apds 28 anos de auséncia
(NUNES et al., 2012; TEMPORAO et al., 2011), levando a uma nova epidemia de
dengue no pais. A ultima epidemia, iniciada em 2013, teve um registro recorde de
mais de um 1.400.000 casos (Figura 12), com casos notificados em todas as 27
unidades federativas do pais (BRASIL, 2014e).
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Figura 12 — Numero de casos de dengue (barras azuis) e de 6bitos por febre hemorragica da dengue
(linha vermelha) no Brasil nos anos de 1990 a 2013. FONTE: BRASIL (2014e).

—

2.2.2.2 Ciclos de Transmissao

Embora hoje a maioria das infecgdes em humanos é causada por cepas de
DENV que dependem apenas de humanos como reservatorios e hospedeiros

amplificadores, acredita-se que as formas ancestrais do virus s&o as que circulam em
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habitats florestais e estdo envolvidas no ciclo silvestre da dengue (VASILAKIS;
WEAVER, 2008).

O ciclo silvestre tem sido demonstrado no sudeste da Asia e na Africa
(DIALLO et al., 2003; RUDNICK, 1966; VASILAKIS et al., 2011) e envolve primatas
nao humanos como hospedeiros e mosquitos arbdéreos da tribo Aedini como vetores.
Em areas rurais da Africa e Asia (também chamadas de “zonas de emergéncia”), onde
vetores enzooticos frequentemente atingem altas densidades e a populacdo humana
€ pequena, o DENV pode ser transferido entre primatas ndo humanos e seres
humanos. Mas o ciclo de transmissdo mais importante do ponto de vista de saude
publica € o urbano endémico/epidémico, que ocorre em ambientes urbanos e
periurbanos dos trépicos. Neste ciclo, o DENV é transmitido entre humanos pelo
mosquito peridoméstico Ae. aegypti. Outras espécies como o Ae. albopictus e o Ae.
polynesiensis podem servir como vetores secundarios (Figura 13) (GUBLER, 1998;
VASILAKIS; WEAVER, 2008).

Ciclo Silvestre Ciclo Urbano

Primatas ndo humanos

Humanos

[ )
Zona de Ae. aegypti, Ae. albopicius,
Ae._ luteocephalus emerg éncia” Ae. polynesiensis

Ae. furcifer, Ae. taylon,

Figura 13 — Ciclos de transmissdo do virus da dengue demonstrando os principais vetores e
hospedeiros vertebrados envolvidos. FONTE: Adaptado de VASILAKIS e WEAVER (2008).

A infeccédo pelo virus da dengue ocorre através da picada de fémeas de
mosquitos das espécies citadas acima. Uma vez que um individuo foi picado por um
mosquito infectado, o virus inicia um periodo de incubacao de 3 a 14 dias, apds o qual

pode causar febre e outros sintomas e sinais nao especificos. Durante este periodo
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febril agudo, que pode durar de 2 a 10 dias, o DENV pode circular no sangue
periférico. Caso outro mosquito se alimente do sangue de um individuo durante este
periodo, o mosquito podera se infectar e, apés um periodo de incubagao extrinseco
de 8 a 12 dias, estara apto a transmitir o virus para outras pessoas, completando

assim o ciclo de transmissdo (GUBLER, 1998).

2.2.2.3 Patogénese e Aspectos Clinicos da Infec¢ao

A dengue é uma doenga sistémica e dinamica, que, apds o periodo de
incubagéo, é seguida por trés fases: febril, critica e de recuperacéo (Figura 14) (WHO,
2009a). Os quatro sorotipos de DENV causam manifestagdes clinicas semelhantes e
apresentam padroes de disseminagdo sistémica similares, com tropismo

principalmente por monécitos, macréfagos e células dendriticas (ROTHMAN, 2011).

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

Temperatura L 40°

Desidratagao Reabsorcéo do
Questoes clinicas potenciais excesso de fluido

Comprometimento de drgaos

Plaquetas
Mudangas laboratoriais

Hematdcrito

ant

g : 2 \iremia
Sorologia e virologia

Curso da doenca: Febril Critica Fases de recuperagao

Figura 14 — Progresséo da dengue. Doenga clinica, temperatura corporal, alteracées hematoldgicas,
sorologia e viremia ao longo dos dias ap6s a infeccdo. FONTE: Adaptado de WHO (2009a).
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A maioria das infeccbes por DENV apresenta-se como uma infecgao
inaparente e a apresentagao clinica mais comum € a febre da dengue (FD), uma febre
indiferenciada. Os sinais e sintomas da infec¢cao se resolvem sem complicagdo na
grande maioria dos casos. Hemorragias espontaneas ou derrames de plasma, no
entanto, podem aparecer no final da doenca, resultando em formas mais severas e
algumas vezes fatais, a febre hemorragica da dengue (FHD) e a sindrome de choque
da dengue (SCD) (ROTHMAN, 2011; WHO, 2009a).

De acordo com os sinais e sintomas apresentados pelo paciente, os casos de
dengue séo classificados como (1) caso suspeito de dengue; (2) caso suspeito de
dengue com sinais de alarme ou (3) caso suspeito de dengue grave. Um caso é
considerado confirmado apenas quando houver confirmacao laboratorial (WHO,
2009a).

A FD é caracterizada por febre alta (39° a 40°C), de inicio abrupto,
acompanhado por nausea, vomitos, cefaleia, dor retroorbital, mialgia, artralgia e/ou
exantema. Outras caracteristicas comuns incluem leucopenia e trombocitopenia (com
petéquias ou prova do lago positiva). Todos os casos em que o paciente resida ou
tenha viajado nos ultimos 14 dias para locais onde esteja ocorrendo a transmisséo de
dengue ou que tenha a presenga do vetor Ae. aegypti, que apresente febre,
usualmente entre 2 e 7 dias, e duas ou mais dessas manifestacbes de FD sao
considerados “casos suspeitos de dengue” (BRASIL, 2005; WHO, 2009a). A doenca
raramente € fatal e a fase aguda tem duracdo de 3 a 7 dias, mas pode ser
acompanhada por um periodo de convalescéncia prolongado por varias semanas,
com grande debilidade fisica (BRASIL, 2005; GUBLER, 1998; ROTHMAN, 2011).

Os casos em que, no periodo de defervescéncia, o paciente apresenta um ou
mais dos sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua ou dor a palpacéao do
abdémen, vomitos persistentes, acumulo de liquidos (ascites, derrame pleural,
pericardico), sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade, hipotenséo postural,
hepatomegalia maior que 2 cm, aumento progressivo do hematdcrito, séo
considerados “casos suspeitos de dengue com sinais de alarme” (WHO, 2009a).

Ja os “casos suspeitos de dengue grave” sdo os casos com FHD, SCD e/ou
com comprometimento grave de érgéos, tais como dano hepatico importante (AST ou
ALT>1000), alteracdo de consciéncia, miocardite ou comprometimento de outros

orgaos. Na FHD, os sintomas iniciais sdo semelhantes aos da FD, porém ha um
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agravamento do quadro entre o terceiro e o sétimo dia da doenca. Esta é a fase critica,
quando a temperatura corporal cai para 37,5°C ou menos e o quadro evolui
rapidamente, com aumento na permeabilidade vascular e as consequentes
manifestagbes hemorragicas, como petéquias, equimoses, epistaxe, gengivorragia e
hemorragia em diversos 6rgaos. A fragilidade capilar é evidenciada pela positividade
da prova do lago. Nos casos graves de FHD, pode haver evolugéo para choque
hipovolémico, denominado de sindrome do choque da dengue (SCD), que ocorre
quando um volume critico de plasma é perdido. A SCD é de curta duracao e pode
levar a obito em 12 a 24 h ou a rapida recuperacdo, apds terapia apropriada.
Caracteriza-se por pulso rapido e fraco, com diminuicdo da pressao de pulso e arterial,
extremidades frias, pele pegajosa e agitagdo, as vezes com manifestacoes
neuroldgicas, como convulsdes e irritabilidade (BRASIL, 2005; GUBLER, 1998; WHO,
2009a). Na fase de recuperacgdo, ocorre uma reabsorgdo gradual do fluido do
compartimento extravascular (WHO, 2009a).

Estudos indicam que a resposta imune adaptativa ao DENV tem aspecto
protetor, mas em determinadas circunstancias pode ser prejudicial. Apds a infecgao
por um sorotipo de DENV (infeccdo primaria), uma imunidade protetora de longa
duragdo é gerada contra este sorotipo. Também ha uma resisténcia transiente a
infecgdo pelos demais sorotipos do virus, porém esta imunidade heterotipica dura
poucos meses. Apos este periodo, os individuos estdo susceptiveis a infecgao pelos
outros sorotipos (infecgao secundaria) (ROTHMAN, 2011).

Os casos de FHD/SCD ocorrem com maior frequéncia nas infeccdes
secundarias. Um fendmeno bem conhecido na imunopatogénese da dengue envolve
anticorpos potencializadores da infecgao (antibody-dependent enhancement — ADE),
que ocorre quando anticorpos heterotipicos ndo neutralizantes, provenientes de uma
infeccdo por um dos sorotipos de DENV, opsonizam a particula viral durante uma
infeccdo subsequente por outro sorotipo de DENV. O complexo virus-anticorpos
subneutralizantes facilitaria a entrada do virus em células fagociticas que possuem
receptores Fcy, exacerbando a infeccdo e levando ao desenvolvimento de uma
doenca mais severa (HALSTEAD; O’'ROURKE, 1977). Estudos sugerem que algo
similar também ocorre com a resposta celular, onde a expansao predominante de
células T com baixa avidez para o sorotipo viral infectante (e com alta avidez para o

sorotipo da infecgdo primaria) seria responsavel por um atraso e uma diminui¢do no
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controle da viremia e por um aumento na liberagdo de citocinas proé-inflamatérias
(MONGKOLSAPAYA et al., 2003).

A ocorréncia de FHD/SCD e de 6bitos em infecgdes primarias por DENV
sugere que outros mecanismos também devem estar envolvidos, como diferengas na
viruléncia entre variantes virais e fatores genéticos e o estado imunoldgico do paciente
(GUZMAN; KOURI, 2008; LEITMEYER et al., 1999; ROSEN, 1977).

2.2.2.4 Diagnostico

O Ministério da Saude preconiza que sejam considerados casos suspeitos de
dengue todos os casos de doencga febril aguda, com duragdo maxima de sete dias,
acompanhada de pelo menos dois dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retroorbital,
mialgia, artralgia, prostragdo ou exantema, associados ou ndo a presencga de
hemorragias, e cujo paciente esteve, nos ultimos quinze dias, em area onde esteja
ocorrendo a transmissao de dengue ou tenha a presenga de Ae. aegypti. Durante uma
epidemia, o diagnostico pode ser feito baseado apenas nos critérios clinico-
epidemiologicos, exceto nos primeiros casos da area, nos casos em que haja alguma
manifestacdo hemorragica ou outro sinal de agravo e em gestantes (diagndstico
diferencial de rubéola), os quais deverdo ter confirmacéo laboratorial. E importante
ressaltar, no entanto, que a dengue é uma doenca dinédmica, cujos sintomas podem
facilmente ser confundidos com outras doencas febris e que pode evoluir rapidamente
de um estagio a outro. O manejo adequado dos pacientes depende do
reconhecimento precoce dos sinais de alerta, do continuo monitoramento dos casos
e da pronta reposicao hidrica (BRASIL, 2005).

O diagnéstico laboratorial da dengue pode ser realizado por deteccdo do
virus, do acido nucleico viral, de antigenos ou de anticorpos ou com uma combinagéo
destas técnicas (Figura 15). A escolha do método depende do propdsito para o qual o
teste é realizado (diagnéstico clinico, estudo epidemiolégico, desenvolvimento de
vacina), do tipo de instalagdes laboratoriais e conhecimentos técnicos disponiveis e
do curso da doenga e tempo de coleta da amostra. Em geral, os testes para isolamento

viral e deteccao do acido nucleico sao mais laboriosos e possuem maior custo, porém



57

também sao mais especificos que a detecgao de anticorpos por métodos soroldgicos
(WHO, 2009a).

Viremia

Isolamento viral
Deteccdo de RNA viral

Infeccéo
primaria

Infeccdo
secundaria

Figura 15 — Janela de detecgéo aproximada dos testes para diagnostico de dengue. FONTE: Adaptado
de TANG e OOl (2012).

A deteccao direta do virus ou de seus componentes (acido nucleico ou
antigenos) pode ser utilizada para um diagnéstico precoce, definitivo e sorotipo-
especifico de uma infeccdo por DENV (PEELING et al., 2010). A detecgao do virus &
baseada no seu isolamento em cultura de células (usando linhagens de células de
mosquitos ou de mamiferos), diretamente em mosquitos ou em cérebro de
camundongos recém-nascidos, associado a imunofluorescéncia com anticorpos
especificos. O virus pode ser detectado a partir de soro, plasma, células sanguineas
e outros tecidos obtidos de autépsia (como figado, bago, linfonodos, pulméo e timo)
até aproximadamente cinco dias ap6s o inicio dos sintomas (GUZMAN; KOURI, 2004).
Ja a deteccédo do acido nucleico viral pode ser realizada por RT-PCR (LANCIOTTI et
al., 1992) ou por RT-PCR quantitativo (qQRT-PCR) (DROSTEN et al., 2002) e também
permite a identificacdo do sorotipo viral.

Um método mais simples para diagndstico precoce consiste na detecgdo do
antigeno NS1 por ELISA ou por teste imunocromatografico. Os niveis de NS1 no soro
ou plasma tém sido correlacionados com os titulos de viremia e com a gravidade da

doenca e puderam ser detectados até nove dias apds o inicio dos sintomas
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(DUSSART et al., 2006; HANG et al., 2009; LIBRATY et al., 2000). Em casos fatais, a
deteccao de antigenos virais pode ainda ser realizada por imunohistoquimica em
secgcoes de tecido, utilizando anticorpos monoclonais € um marcador para
visualizagdo, como marcadores fluorescentes, enzimaticos ou ouro coloidal (PEELING
et al., 2010).

Os testes sorologicos para deteccado de anticorpos (IgM e IgG) anti-DENV,
juntamente com a deteccdo de NS1, sdo os mais amplamente utilizados devido a
maior facilidade de execucéo, quando comparados com os métodos de isolamento e
de detecgao de RNA viral (PEELING et al., 2010). Entre os testes soroldgicos, o ELISA
de captura de IgM (MAC-ELISA) tornou-se o método mais utilizado. Em uma infec¢ao
primaria, em 50% dos casos os niveis de IgM podem ser detectados precocemente,
antes do quinto dia apds o inicio dos sintomas. Esse percentual aumenta para 99%
dez dias apds o inicio dos sintomas. O pico ocorre cerca de duas semanas apos o
inicio dos sintomas e declina geralmente para niveis indetectaveis apds 60 a 90 dias.
Por outro lado, em infecgbes secundarias, os niveis de IgM sao baixos e, em alguns
casos, até indetectaveis dependendo do teste utilizado (Figura 15) (WHO, 2009a). Por
isso, diante de um caso em que critérios clinico-epidemioldgicos sdo compativeis com
dengue, mesmo com um resultado negativo no MAC-ELISA, é recomendado a
pesquisa de IgG anti-DENV, preferencialmente com coleta de amostras pareadas
(NOGUEIRA, 2008).

Os niveis de IgG anti-DENV normalmente sdo mais altos nas infec¢des
secundarias, com deteccao mesmo durante a fase aguda da doenca e persistindo por
mais de dez meses ou até por toda a vida. Os titulos de anticorpos aumentam
rapidamente e, em geral, possuem reatividade cruzada com outros flavivirus. Em
infeccdes primarias, os niveis de IgG séricos sado detectaveis em baixos titulos ao final
da primeira semana da doenga, aumentando lentamente a partir de entdo e podendo
ser detectado por varios meses ou até por toda a vida (Figura 15) (WHO, 2009a). No
caso de diagndstico por meio da deteccédo de IgG, é considerada infec¢do recente
quando ha um aumento de pelo menos quatro vezes nos niveis séricos de IgG em
amostras pareadas. Esse diagnéstico pode ser realizado por ELISA, inibicdo de
hemaglutinacéo, fixagdo do complemento e PRNT (GUZMAN; KOURI, 2004). Além
disso, a detecgéo de IgM e de IgG em amostras pareadas possibilita a distingdo entre

uma infecg&o primaria e uma secundaria por DENV (SCHILLING et al., 2004).
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Diversos imunoensaios para diagnéstico de dengue, como ensaios do tipo
ELISA, imunocromatograficos e dot-blot, estdo disponiveis comercialmente (GROEN
et al., 2000; VAUGHN et al., 1998; WHO, 2009b; WU et al., 1997). Porém, ndo existe

nenhum teste validado no Brasil utilizando antigenos de virus circulantes no pais.

2.2.3 Virus da Encefalite de Saint Louis e Virus do Oeste do Nilo

2.2.3.1 Virus da Encefalite de Saint Louis — Histérico

O SLEV foi identificado pela primeira vez em 1933 como a causa de doenca
em humanos durante uma epidemia urbana em Saint Louis, Missouri, Estados Unidos
(LUMSDEN, 1958). Casos também ocorreram em Kansas, em outras regides de
Missouri, lllinois e Kentucky. O virus responsavel por esta epidemia, posteriormente
chamado SLEV, foi isolado por inoculagao intracerebral de suspensdes de sistema
nervoso central de humanos de casos fatais em camundongos e em macacos Rhesus
(WEBSTER; FITE, 1933). Em retrospecto, em 1932, uma epidemia de encefalite em
Paris, lllinois, provavelmente também foi causada pelo SLEV (LUBY, 1979). As
caracteristicas epidemioldgicas desta epidemia, incluindo a correlagao entre os casos
de encefalite por SLEV, um verao calido e alta abundéancia de mosquitos do género
Culex, permanecem como uma marca das epidemias causadas por este virus
(REISEN, 2003).

A distribuicdo do SLEV é restrita ao continente americano, mas com ampla
disseminagao desde o sul do Canada até a Argentina (Figura 16). Nos Estados
Unidos, mais de 1.000.000 de infecgbes, com cerca de 10.000 casos graves da
doenga e 1.000 mortes ja foram registrados desde 1933 (PIERSON; DIAMOND, 2013;
REISEN, 2003). Apesar disso, o primeiro surto de SLEV fora da América do Norte
ocorreu na Argentina em 2005 (DIAZ et al., 2006; SPINSANTI et al., 2008). As
epidemias causadas por SLEV séo relativamente raras, porém, quando ha condigbes
ambientais favoraveis a amplificagéo viral, podem ser extensivas, tanto no numero de
casos, quanto na extensdo territorial de transmissdo da doenga (DAY, 2001,
SOLOMON, 2004).
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Figura 16 — Distribuicdo do virus do oeste do Nilo (verde), do virus da encefalite de Saint Louis
(amarelo) e do virus da encefalite japonesa (JEV — vermelho) no mundo. O JEV é um flavivirus
antigenicamente relacionado ao WNV e ao SLEV. FONTE: PIERSON e DIAMOND (2013).

No Brasil, o SLEV foi isolado pela primeira vez em 1960 a partir de um pool
de mosquitos Sabethes belisarioi capturados ao longo da rodovia Belém-Brasilia
(CAUSEY; SHOPE; THEILER, 1964) e, posteriormente, na regido sudeste, de animais
sentinelas, roedores e aves (LOPES et al., 1979). Uma ampla distribuicdo do SLEV
nas regides amazonica, sul e sudeste foi verificada por evidéncias soroldgicas em
aves, animais sentinela e humanos (IVERSSON, 1994; LOPES et al., 1979; LUBY;
SULKIN; SANFORD, 1969; SVOBODA et al., 2014), porém o isolamento do virus a
partir de amostras humanas € raro. Antes de 2004, o SLEV foi isolado de dois
pacientes da regiao amazdnica que apresentavam doenca febril com ictericia, mas
sem sintomas neurolégicos (MONDINI et al., 2007a). Em 2004, foi isolado de um
paciente com doenga febril, inicialmente com suspeita de dengue, da cidade de Sao
Pedro (SP) (ROCCO et al.,, 2005). Em 2006, um surto de SLEV ocorreu
concomitantemente com uma epidemia generalizada causada por DENV-3 e envolveu
pelo menos 14 casos em Sao José do Rio Preto (SP) (MONDINI et al., 20073a;
TERZIAN et al.,, 2011). Neste surto, um caso de infecgdo simultdnea por SLEV e
DENV-3 foi observado (MONDINI et al., 2007b). Em abril de 2008, mais um caso de
doenga febril aguda, inicialmente diagnosticado como dengue, foi reportado em
Ribeirao Preto (MAIA et al., 2014).
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O SLEV provavelmente se dispersou pelas Américas por aves migratérias de
longa distancia. Isso pode ser evidenciado pelo isolado brasileiro SLEV 68, por ex.,
que apesar de isolado no Brasil, pode ser agrupado filogeneticamente com cepas dos
Estados Unidos (TWIDDY; HOLMES, 2003). Ja o virus isolado de paciente em 2004
se apresentou filogeneticamente distinto dos demais isolados brasileiros de SLEV
previamente caracterizados, apresentando maior similaridade com o isolado argentino
79V-2533, isolado de mosquitos Culex sp. em 1979 (SANTOS et al., 2006). Além
disso, junto com a disseminagao do virus pelas Américas, mutagdes causadas por
infecgdes simultaneas por duas cepas distintas tém ocorrido, como € o caso do isolado
Guatemala 69, que mostrou uma combinacgao de sequéncias nucleotidicas de isolados
da Argentina e dos Estados Unidos no gene da proteina E (TWIDDY; HOLMES, 2003).

2.2.3.2 Virus do Oeste do Nilo — Historico

O WNV foi isolado pela primeira vez em 1937 a partir do sangue de uma
paciente com quadro febril no distrito de West Nile em Uganda, na Africa
(SMITHBURN et al., 1940). Diversas epidemias foram documentadas antes da década
de 90, algumas envolvendo centenas a milhares de casos, em populagdes
majoritariamente rurais, mas raramente levando a complicagdes neuroldgicas. A partir
da década de 90, no entanto, a infeccdo por WNV vem causando epidemias
associadas a doenga humana atipicamente grave, com complicagdes neuroldgicas e
morte, em varios paises da América, Europa, Asia, Africa e Oceania. Epidemias
ocorreram na Argélia, Roménia, Tunisia, Russia e Israel (FEKI et al., 2005; LE
GUENNO et al., 1996; PLATONOV et al., 2001; TRIKI et al., 2001; TSAI et al., 1998;
WEINBERGER et al., 2001). A epidemia na Roménia, em 1996, representou a
primeira grande epidemia por WNV em area urbana (TSAI et al., 1998). Também
foram descritas epizootias em cavalos em Marrocos, na Italia, na Franga e em Israel
(AUTORINO et al., 2002; MURGUE et al., 2001; STEINMAN et al., 2002; TBER, 1996).
Em 1998, em Israel, uma mortalidade anormal relacionada a infecgao por WNV foi
observada em cegonhas migratérias e gansos domésticos (MALKINSON et al., 2002).

Na ultima década, outros casos ocorreram na Russia, Africa do Sul, Hungria, Roménia



62

e Italia (KRISZTALOVICS et al., 2008; PLATONOV et al., 2008; POPOVICI et al.,
2008; ROSSINI et al., 2008; VENTER et al., 2009).

No verdo de 1999, um surto de meningite e encefalite na cidade de Nova
lorque sinalizou que o virus havia sido introduzido na América do Norte (NASH et al.,
2001). A sequéncia da cepa New York 1999 (NY99), isolada a partir de um flamingo
morto no zoolégico do Bronx, mostrou maior identidade com um isolado viral de Israel
(LANCIOTTI et al., 1999). Isso sugere que o WNV foi introduzido a partir do Oriente
Médio, mas como o virus atravessou o oceano Atlantico ainda € um mistério. Desde
entdo, é considerado endémico nos EUA e ja causou dezenas de milhares de casos,
com mais de 1.000 mortes (ROSSI; ROSS; EVANS, 2010). A partir dos EUA, em 2001,
o WNV se disseminou para o Canada e ilhas do Caribe (DREBOT et al., 2003;
KOMAR; CLARK, 2006). Em 2002, foram registrados cavalos e galinhas infectados
por WNV em Guadalupe, aves na Republica Dominicana e cavalos no México
(KOMAR; CLARK, 2006). Em 2003, se disseminou para El Salvador, Guatemala,
Belize, Cuba, Porto Rico e Bahamas e, em 2004, para o Haiti, Trinidad, Coldmbia e
Venezuela. Esses foram os primeiros registros de WNV na América do Sul (BEATTY
etal., 2007; BOSCH et al., 2007; KOMAR; CLARK, 2006). Finalmente, aves (em 2005)
e cavalos (em 2006) infectados com WNV foram identificados na Argentina (DIAZ et
al., 2008; MORALES et al., 2006).

No Brasil, a primeira evidéncia da circulacdo de WNV foi pela deteccdo de
anticorpos neutralizantes em cavalos da Nhecolandia, no Pantanal (MS), em 2009
(PAUVOLID-CORREA et al., 2011). Outros estudos verificaram a presenca de
anticorpos neutralizantes para WNV em cavalos e/ou em aves no Pantanal, em outras
regides do Mato Grosso do Sul, no Mato Grosso e no Paraiba (MELANDRI et al., 2012;
OMETTO et al.,, 2013; PAUVOLID-CORREA et al., 2014; SILVA et al., 2013).
Recentemente, em novembro de 2014, o Ministério da Saude confirmou o primeiro
caso de febre do oeste do Nilo em humano no Brasil. Trata-se de um trabalhador rural
do Piaui, que apresentava encefalite e cujo caso estava sob investigacdo desde
agosto. A doenca foi confirmada apds a realizagdo de exames sorologicos (inibicao
de hemaglutinacéo, ELISA e PRNT) (BRASIL, 2014a).

Um mapa com a distribuicdo do WNV pelo mundo esta ilustrado na Figura 16.
Uma ilustracdo mais completa sobre a distribuicdo do WNV nas Américas esta

demonstrada na Figura 17.
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Figura 17 — Distribuicao do virus do oeste do Nilo no continente americano desde sua introdugao nos
Estados Unidos em 1999. FONTE: Adaptado de DIAZ et al. (2011).

Entre os reservatorios para o WNV, fazem parte algumas aves migratorias de
longas distancias, o que explica a rapida disseminagao deste virus para os demais
paises da América do Norte (FIGUEIREDO, 2007). Surpreendentemente, porém, um
pequeno numero de casos tem sido reportado na América Latina e no Caribe. Algumas
hipéteses foram levantadas para tentar explicar a auséncia de epidemias nos paises
ao sul dos Estados Unidos: (1) a propagacao do WNV através de aves migratérias
poderia selecionar cepas virais atenuadas, se cepas mais virulentas prejudicarem a
migracao das aves; (2) a infecgao prévia por outros flavivirus, como o virus da dengue,
poderia gerar protegdo cruzada contra a doencga severa causada pelo WNV; (3)
condigdes ecoldgicas nas regides tropicais poderiam selecionar as cepas menos
virulentas; ou (4) a auséncia de vigilancia epidemioldgica ou de testes laboratoriais
especificos poderia prejudicar a deteccdo da doengca causada pelo WNV
(PETERSEN; HAYES, 2008), o que ressalta a importancia de testes diagndsticos
sensiveis e inequivocos para diagndéstico deste virus no Brasil. Ainda ndo se sabe se
alguma dessas hipoteses, individualmente ou em combinagao, é a responsavel pela

baixa incidéncia da doenga causada pelo WNV na América Latina.
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2.2.3.3 Ciclos de Transmisséao

O SLEV e o WNV sao mantidos na natureza em ciclos mosquito-ave-
mosquito, com mosquitos do género Culex como principais vetores e aves como
hospedeiros amplificadores (Figura 18). O homem e animais domésticos constituem
hospedeiros finais, uma vez que a viremia € transiente e em baixos titulos, sendo
insuficiente para infectar o mosquito vetor (PIERSON; DIAMOND, 2013). A ecologia
do ciclo basico, no entanto, varia regionalmente, dependendo da biologia e
competéncia vetorial das espécies de mosquito regionais, da viruléncia da cepa viral

e da susceptibilidade dos hospedeiros vertebrados da regido (REISEN, 2003).
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Figura 18 — Ciclo de transmissao do virus do oeste do Nilo (WNV) e do virus da encefalite de Saint
Louis (SLEV). O ciclo principal e de amplificagao envolve mosquitos do género Culex e aves. O homem
e outros animais domésticos sdo hospedeiros finais. Ciclos alternativos podem envolver mamiferos
como hospedeiros ou carrapatos como vetores. Com linhas cheias estao ilustradas as vias tradicionais
de transmissdao e com linhas pontilhadas, as vias alternativas. A transmissdo entre humanos foi
demonstrada apenas para o WNV. FONTE: Adaptado de DIAZ et al. (2011).

Nas regides tropicais, os ciclos do SLEV e do WNV se mantém por todo o ano,
devido a presenca permanente do vetor e de fatores ambientais que permitem o
desenvolvimento dos mesmos. Em regides temperadas, por outro lado, onde o inverno

se caracteriza por ser frio e seco, o ciclo destes virus se caracteriza por diferentes
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fases durante o ano: uma fase de amplificagdo na primavera, seguida por uma de
atividade durante o verdo, um descenso durante o outono e overwintering
(“hibernagao”) no inverno. Ainda é desconhecido como é o mecanismo de overwinter,
mas algumas hipoteses tém sido postuladas, como a persisténcia viral em artropodes
hematofagos hibernantes, a transmissao vertical, infecgéo crénica de hospedeiros
vertebrados, a reintroducdo periddica a partir de outras areas endémicas e a
participagdo de outros artropodes hematéfagos (como carrapatos) como vetores
alternativos (MITCHELL; FRANCY; MONATH, 1980).

O ciclo do SLEV tem as aves das ordens Passeriformes e Columbiformes
como o0s principais hospedeiros vertebrados e mosquitos do género Culex como
principais vetores. As aves sustentam uma infec¢ao inaparente, mas desenvolvem
viremia suficiente para infectar os mosquitos vetores (HAMMON; REEVES; GRAY,
1943; REISEN, 2003). O SLEV ja foi isolado de 11 géneros diferentes de mosquitos e
uma variedade de mamiferos foi encontrada infectada. Ciclos alternativos de
transmissao envolvendo mamiferos ao invés de aves, bem como mosquitos atipicos,
pertencentes a outros géneros que nédo o Culex tém sido reportados (Figura 18). Ainda
nao se sabe, porém, se esses hospedeiros alternativos sdo hospedeiros finais ou se
podem manter eficientes ciclos alternativos de transmissdo (KOPP et al., 2013;
PIERSON; DIAMOND, 2013).

No caso do WNV, mosquitos do género Culex sao os principais vetores e aves
da ordem Passeriformes os principais hospedeiros do ciclo de transmissao. Apesar
disso, o WNV pode infectar pelo menos 12 géneros de mosquitos, além de diferentes
espécies de carrapatos, e pelo menos 225 espécies de aves e 29 de animais
vertebrados (WEAVER; BARRETT, 2004; ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). A
infeccdo em aves pode variar desde uma infecgao inaparente até causar a morte.
Algumas espécies de aves, principalmente da familia Corvidae (ordem
Passeriformes), sdo altamente susceptiveis a infeccdo fatal (KOMAR, 2003). Os
passaros que sucumbem a infeccdo, em geral, morrem nas primeiras 24 h apds o
inicio dos sinais clinicos, ainda durante o periodo de viremia, o que tem sido uma
forma de facilitar a transmissao do virus. Com notavel excecao de aves e cavalos, ndao
€ comum o WNV causar doenga em outros vertebrados (BLITVICH, 2008).

Além da transmissao por meio da picada de mosquito infectado, também tem
sido demonstrada a transmissdo de WNV por transfusdo de sangue, doacdo de

orgaos, por via intrauterina e pela amamentacado (Figura 18) (CENTERS FOR
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DISEASE CONTROL AND PREVENTION (CDC), 2002; ERTILAV et al., 2014;
HARRINGTON et al., 2003; IWAMOTO et al., 2003).

Ainda nao é totalmente conhecido como a introdu¢gao do WNV na América do
Norte impactou a epidemiologia do SLEV. Estudos em tentilhdes-comuns
(Carpodacus mexicanus) demonstraram que a infecgdo prévia por WNV leva a
protecao cruzada contra SLEV. Por outro lado, a infecgéo prévia por SLEV previne a
morte por WNV, mas nao impede a infecgao e a ocorréncia de viremia suficiente para
transmissao do WNV (FANG; REISEN, 2006). Resultado semelhante foi obtido em um
estudo em hamsters (TESH et al., 2002).

2.2.3.4 Patogénese e Aspectos Clinicos da Infecgao

Estudos de soroprevaléncia indicam que aproximadamente 80% dos casos de
infecgdo por WNV em humanos sédo assintomaticos, enquanto 20-30% apresentam os
sinais classicos da febre do oeste do Nilo. Apenas 1% das infecgbes sintomaticas
evolui para uma doenga neuroinvasiva, caracterizada por meningite e/ou encefalite
(MURRAY; WALKER; GOULD, 2011).

Os sinais da febre do oeste do Nilo se iniciam apés um periodo de incubagao
que varia entre 2 e 14 dias (em geral, 3 a 6 dias) e a doenga se apresenta clinicamente
com sintomas como febre, fadiga, mal-estar, linfoadenopatia, dor periocular, sintomas
gastrointestinais, como vémitos, nauseas e dor abdominal, dores de cabeca e
musculares e, ocasionalmente, erup¢do cutdnea maculopapular (MURRAY;
WALKER; GOULD, 2011). Outras manifesta¢cdes clinicas mais graves incluem
hepatite, pancreatite, miocardite, rabdomidlise, manifestacées oculares e disritmias
cardiacas (HAYES et al., 2005). Além disso, embora a maioria dos sintomas se resolva
apo6s uma semana, alguns podem persistir por mais de 30 dias, como fadiga e dor
muscular (MURRAY; WALKER; GOULD, 2011).

Pacientes com mais de 50 anos de idade tém maior risco de desenvolver
doencga neuroinvasiva (LINDSEY et al., 2010). Clinicamente, pode se apresentar como
meningite e/ou encefalite. Nos casos de encefalite, sdo observadas alteragbes
mentais, como confusdo, desorientacdo e coma, com mortalidade em 15% dos casos
(MURRAY; WALKER; GOULD, 2011). Nos casos de encefalite e meningoencefalite,
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0 aspecto macroscopio do cérebro € normal. Microscopicamente, os achados
histolégicos incluem inflamacao perivascular, nédulos microgliais, necrose e morte
neuronal (HAYES et al., 2005).

Em aproximadamente 5-15% dos pacientes com doenca neuroinvasiva, o
WNV ocasiona uma paralisia flacida assimétrica semelhante a poliomielite, quando ha
injuria de neurdnios motores, ou semelhante a sindrome de Guillain-Barré, quando ha
polineuropatia inflamatéria desmielinizante, levando a sintomas que variam desde
uma simples fraqueza das extremidades até quadriplegia incluindo paralisia dos
musculos respiratérios (MURRAY; WALKER; GOULD, 2011).

Assim como os demais virus abordados neste trabalho, o WNV é inoculado
por meio da picada de um mosquito infectado. O virus replica inicialmente na pele,
nas células de Langerhans, e entao se dissemina para os linfonodos e para a corrente
sanguinea (DIAMOND et al., 2003). Essa viremia (3 a 4 dias apds a infecgdo — Figura
19) contribui para a disseminagao inicial do virus e resulta na infeccdo de tecidos
periféricos, como bago, figado e rins (DONADIEU et al., 2013). A agao de anticorpos
do tipo IgM (produzidos a partir do quarto dia apds a infeccdo — Figura 19), de
interferon e do sistema complemento resultam na eliminagdo do virus do sangue e
dos orgaos periféricos cerca de uma semana apods a infeccdo, embora sequelas a
longo prazo, como fadiga, fraqueza muscular, tremores, anormalidades na
coordenagao motora e dificuldade de concentragcao tenham sido relatadas (DIAMOND
et al., 2003; DONADIEU et al., 2013; OYER; BECKHAM; TYLER, 2014). A infec¢ao
do sistema nervoso central (SNC) pode ser observada a partir do quinto dia, desde

que a replicagao periférica do virus tenha sido suficiente (Figura 19).
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Figura 19 — Cinética de viremia e produgao de anticorpos em uma infecgéo pelo virus do oeste do Nilo.
Uma cinética semelhante é verificada para o SLEV. FONTE: Adaptado de ZELLER e
SCHUFFENECKER (2004).

O mecanismo pelo qual o WNV entra no SNC ainda ndao é bem compreendido
e pode depender da via de infeccdo e da patogenicidade da cepa viral (BEASLEY;
SUDERMAN; BARRET, 2002). Trés principais mecanismos tém sido propostos: (1)
entrada através da barreira hematoencefalica diretamente via leucécitos infectados;
(2) leucocitos infectados atuando como apresentadores de antigeno estimulariam
receptores do tipo Toll (TLR-3), levando a um aumento na produgéo de citocinas pro-
inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral a, e ao consequente aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica; (3) entrada via transporte axonal
retrégrado apos infeccdo de células do sistema nervoso periférico. No SNC, células
da microglia e astrdcitos infectados liberam mediadores pré-inflamatérios, que causam
morte neuronal (DONADIEU et al., 2013).

O WNV pode causar encefalite severa em diferentes espécies de vertebrados,
incluindo humanos, cavalos e aves. Isso ocorre devido a sua capacidade de infectar
e causar danos e perdas neuronais em diversas regides do SNC, por mecanismos
diretos (induzidos pelo proprio virus) e indiretos (induzidos pela resposta imune),
resultando assim em encefalite. Em casos nao fatais, o virus parece ser eliminado
pela resposta imune do hospedeiro (DONADIEU et al., 2013; PIERSON; DIAMOND,
2013).

Menos estudos tém sido realizados sobre a patogénese da infeccéo por
SLEV. Assim como para o WNV, a maioria das infecgdes por SLEV sao assintomaticas

ou subclinicas e a maior parte das infecgboes sintomaticas sdo caracterizadas como
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uma doenca febrii (PIERSON; DIAMOND, 2013). Em adultos, as infecgbes
sintomaticas ocorrem em cerca de 1:300 individuos expostos ao virus, mas,
dependendo da viruléncia da cepa viral e da histéria de infeccdo na populacéo, essa
razdo pode ser de 1:16 a 1:425 (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; PIERSON;
DIAMOND, 2013).

A doencga clinica resultante da infeccao por SLEV pode ser dividida em trés
sindromes: (1) doencga febril, cujos sintomas sdo muito parecidos aos da febre do
oeste do Nilo; (2) meningite asséptica, com febre alta e rigidez na nuca; (3) encefalite
(incluindo meningoencefalite e encefalomielite), com febre alta, alteragbes da
consciéncia e/ou disfungdo neurolégica. Os sintomas da doenga febril se iniciam apds
um periodo de incubacao de 5-15 dias e podem rapidamente evoluir para encefalite
ou progredir gradualmente passando pelas trés sindromes (REISEN, 2003). Em
pacientes com menos de 20 anos, 40% desenvolvem meningite e 50%, encefalite. Em
pacientes com idade superior a 60 anos, esses percentuais aumentam para 90%. A
taxa de mortalidade em humanos varia de 4-27%. Além disso, 47% dos pacientes
apresentam convulsbes e 6% dos casos de encefalite tém sido associados a
polineuropatia inflamatéria desmielinizante (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014).
Embora a maioria dos casos se resolva espontaneamente sem sequelas, 30-50% dos
pacientes passam por um periodo de convalescéncia prolongado que pode durar até
trés anos. Essa fase é caracterizada por dor de cabeca, depressao, perda de memoria
e fraqueza (PIERSON; DIAMOND, 2013; REISEN, 2003).

2.2.3.5 Diagnostico

Atualmente, varios testes para diagnésticos de infeccao por SLEV ou WNV
estdo disponiveis e eles podem ser divididos em isolamento viral, testes sorolégicos,
deteccdo de antigenos virais e amplificagdo de acido nucleico viral. Os diagnésticos
por imagem, eletroencefalograma e eletromiograma também podem auxiliar no
diagndstico, mas eles nao sao especificos para essas infecgdes. Em geral, os testes
sorologicos a partir de amostras de sangue e/ou liquor s&o os de escolha para um
diagndstico definitivo (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; REISEN, 2003).
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O isolamento viral a partir do soro de pacientes com encefalite causada por
flavivirus raramente € bem sucedido, uma vez que a viremia costuma ser transiente e
em baixos titulos (SOLOMON, 2004). Alguns isolamentos foram realizados a partir do
liquor de pacientes que ainda nao tinham anticorpos e de tecido cerebral post-mortem
(HUANG et al., 2002; IWAMOTO et al., 2003). Testes para detecgao do RNA viral
(como RT-PCR ou gRT-PCR) ou de antigenos virais (como imuno-histoquimica e
imunofluorescéncia utilizando anticorpos monoclonais) também podem ser realizados
a partir de soro, liquor ou amostras de tecidos, desde que as amostras sejam
coletadas logo no inicio do curso da doenca. Eles sdo particularmente uteis no caso
de individuos imunocomprometidos com viremia prolongada (DREBOT et al., 2003;
ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). Métodos para deteccdo de RNA viral bastante
especificos e capazes de detectar quantidades muito pequenas de RNA tém sido
desenvolvidos, mas o fato da viremia normalmente acabar quando surgem os
sintomas clinicos, reduz a sua utilidade e um resultado negativo deve ser
complementado com um ensaio soroldgico (DREBOT et al., 2003; HOWE et al., 1992;
LANCIOTTI et al., 2000).

O teste mais amplamente utilizado para diagnéstico dessas viroses € o ELISA
de captura de IgM a partir de amostras de soro ou de liquor (OYER; BECKHAM,;
TYLER, 2014). Anticorpos do tipo IgM normalmente s&o detectados quando os
sintomas neuroldgicos aparecem (Figura 19) e a presenga de IgM no liquor sugere
doenga neuroinvasiva (ZELLER; SCHUFFENECKER, 2004). Em alguns pacientes,
porém, as IgM podem persistir por mais de um ano e pode ser necessario mais
estudos para distinguir uma infeccdo aguda de uma infeccdo passada (OYER;
BECKHAM; TYLER, 2014; ROEHRIG et al., 2003). Além do MAC-ELISA,
recentemente foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration — USA) um teste
imunocromatografico para detecg¢ao de IgM anti-WNV em amostras de soro e plasma.
Esse teste apresentou sensibilidade e especificidade semelhantes ao ELISA para
deteccdo de IgM e demora apenas alguns minutos para ser realizado (SAMBOL;
HINRICHS, 2009).

Anticorpos do tipo IgG normalmente sao detectados logo apds as IgM e
persistem por varios anos (Figura 19). Por isso, a presencga de IgG evidencia apenas
que houve uma infeccdo prévia. Um diagndstico definitivo de infecgdo recente se
baseia na deteccdo de um aumento de pelo menos quatro vezes nos titulos de

anticorpos entre uma amostra aguda (1-7 dias apds o inicio dos sintomas) e
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convalescente (2-3 semanas apds os sintomas). Isso pode ser demonstrado por
ELISA para detecgdo de IgG, teste de inibicdo de hemaglutinagdo e teste de
neutralizagdo (PRNT) (DREBOT et al., 2003; REISEN, 2003).

Uma grande limitagao dos testes soroldgicos como ELISA e teste de inibigao
de hemaglutinagdo € a alta reatividade cruzada dos anticorpos entre diferentes
flavivirus. Por isso, em alguns casos pode ser necessaria a confirmagao do resultado
por PRNT (OYER; BECKHAM; TYLER, 2014; REISEN, 2003). Os testes de
neutralizacado ainda sédo o “padrao ouro” para detecgéo de anticorpos anti-SLEV e anti-
WNYV, sendo que a PRNT costuma ser o teste de escolha. Anticorpos neutralizantes
aparecem um pouco mais tarde no curso da infeccdo, frequentemente 2 a 3 semanas
apos o inicio dos sintomas, mas os anticorpos especificos para o virus causador da
infeccao atual costumam ser mais altos que os anticorpos com reatividade cruzada. A
PRNT n&o é muito utilizada como teste de rotina, pois pode demorar mais de uma
semana para ser realizado e requer instalagdes laboratoriais com nivel de
biosseguranca 3 (NB-3) (DREBOT et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SOLUCOES, TAMPOES E MEIOS DE CULTURA

- Meio LB: 1% (m/v) de bactotriptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura e 86
mM de NaCl em agua bidestilada.

- Meio LB agar: 1% (m/v) de bactotriptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura,
86 mM de NaCl e 1,5% (m/v) de agar em agua bidestilada.

- Meio SOC: 2% (m/v) de bactotriptona, 0,5% (m/v) de extrato de levedura, 10
mM de NaCl, 2,5 mM de KCI, 10 mM de MgCl2, 10 mM de MgSO4 e 20 mM de glicose
em agua bidestilada; pH 6,8-7,0.

- Solucao de azul de Coomassie: 0,1% (m/v) de Coomassie Brilliant Blue R-

250 (Sigma-Aldrich), 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) acido acético em agua
bidestilada.

- Solucéo de descoloracao de geis: 30% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de acido

acético em agua bidestilada.
- Solucéo de lise bacteriana: 5 mM de NaOH, 5% (v/v) de glicerol, 0,5% (m/v)

de dodecil-sulfato de sodio, 5 mM de EDTA, azul de bromofenol em agua bidestilada.
- Solucéao de lise celular (para transfecgdo com cloreto de calcio): 50 mM de
Tris, 150 mM de NaCl e 1% (v/v) de Nonidet P-40 em agua ultrapura; pH 7,8.
- Solucéo de lise de heméacias: 166,4 mM de cloreto de aménio, 9,5 mM de

bicarbonato de potassio, 1,16 mM de EDTA em agua bidestilada; pH 7,4.

- Solucao de Ponceau: 0,5% (m/v) de corante Ponceau S (Sigma-Aldrich), 1%

(v/v) de acido acético em agua bidestilada.

- Tampéo carbonato: 21,7 mM de Na2COs e 28,3 mM de NaHCO3 em agua
bidestilada; pH 9,6.

- Tampé&o da fosfatase alcalina: 100 mM de Tris-HCI (pH 9,5), 100 mM de NaCl
e 5 mM de MgClz em agua bidestilada.

- Tampéo de amostra 4X: 160 mM de Tris-HCI (pH 6,8), 4% (m/v) de dodecil-
sulfato de sodio, 10% (v/v) de B-mercaptoetanol, 24% (v/v) de glicerol, 0,02% (m/v) de

azul de bromofenol em agua bidestilada.
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- Tampao de eletroforese SDS-PAGE: 25 mM de Tris-base, 192 mM de glicina,
0,1% (m/v) de dodecil-sulfato de s6dio em agua bidestilada; pH 8,3.

- Tampao de eluicéo (para purificagao de proteinas): 50 mM de NaH2P0O4.H20,
300 mM de NaCl, 500 mM de Imidazol em agua bidestilada; pH 8,0.

- Tampado de lavagem (para purificagdo de proteinas): 50 mM de
NaH2P0O4.H20, 300 mM de NaCl, 20 mM de Imidazol em agua bidestilada; pH 8,0.

- Tampéo de ligacédo a resina (para purificagdo de proteinas): 50 mM de
NaH2P04.H20, 500 mM de NaCl em agua bidestilada; pH 8,0.

- Tampé&o de transferéncia para western blot: 25 mM de Tris-base, 192 mM de

glicina e 20% (v/v) de metanol em agua bidestilada; pH 8,3.

- Tampao fosfato (PBS): 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 4,3 mM de
NazHPO4 e 1,5 mM de KH2PO4 em agua bidestilada; pH 7,2-7,4.

- Tampao PBS-T: PBS contendo 0,05% (v/v) de Tween 20.

- Tampéo fosfato (para purificagdo de AcM): 0,61 mM de Na2HPO4 e 0,51 mM
de NaH2POg4; pH 7,0.

- Tampao glicina: 0,1 mM de glicina em agua ultrapura; pH ajustado para 2,7
com HCI.

- Tampao HBS 2X (para transfecgao com cloreto de calcio): 50 mM de HEPES,
1,5 mM de Naz2HPO4, 280 mM de NaCl em agua ultrapura; pH 7,1.

- Tampéao TNE: 20 mM de tris (pH 8,0), 150 mM de NaCl e 2 mM de EDTA em
agua bidestilada.

- Tampéao tris (TBS): 20 mM de Tris, 150 mM de NaCl em agua bidestilada;
pH 7,6.

- Tampéo tris-NaCl: 50 mM de Tris, 150 mM de NaCl em agua bidestilada; pH

9,6.

3.2 LINHAGENS CELULARES E BACTERIANAS

- Células P3X63Ag8.653 (ATCC® CRL-1580) e hibridomas: foram mantidos
em meio RPMI-1640 (Cultilab) suplementado com 20% (v/v) de soro bovino fetal
inativado (SBF — Gibco), 23,8 mM de bicarbonato de sodio, 0,2 mM de L-glutamina,
1,0 mM de piruvato de sddio, 9,6 mM de HEPES, 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL




74

de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich), a 37°C em
atmosfera umida com 5% de COz2. As células P3X63Ag8.653 sao uma linhagem de
mieloma murino e foram utilizadas para a geragéo dos hibridomas, por meio da fuséo
com linfécitos B de camundongo. Esta linhagem foi selecionada por se tratar de um
tumor de linfécito B ndo secretor de imunoglobulinas e deficiente na enzima HGPRT
(YOO et al., 2002).

- Células C6/36 (ATCC® CRL-1660): linhagem celular derivada de células de
larvas de Ae. albopictus. Foram cultivadas em meio Leibovitz’s L15 suplementado com
5% de SBF inativado, 25 ug/mL de gentamicina (Gibco) e 0,27% (m/v) de triptose e
mantidas a 28°C.

- Células Huh7.5: clone da linhagem celular derivada de hepatécitos humanos
Huh7 (BLIGHT; MCKEATING; RICE, 2002). Foram cultivadas em meio DMEM F12
(meio Dulbecco modificado por Eagle/Nutriente HAM F12 — Gibco) contendo 14,0 mM
de bicarbonato de sédio, 10% (v/v) de SBF inativado, 100 Ul/mL de penicilina e 100
pMg/mL de estreptomicina, sendo mantidas a 37°C em atmosfera umida com 5% de
COo..

- Células Vero E6 (Sigma, 85020206): subclone da linhagem de células de rim

de macaco verde africano (Cercopithecus aethiops) Vero 76. Foram cultivadas nas
mesmas condi¢des descritas para a célula Huh7.5.
- Células Drosophila Schneider 2 (S2) (Invitrogen, R690-07): linhagem celular

derivada de cultura primaria de embrides de Drosophila melanogaster em estagio
tardio (20-24 horas de idade) (SCHNEIDER, 1972). Foram cultivadas em meio
Schneider (Schneider’s Drosophila Medium — Gibco) suplementado com 10% (v/v) de
SBF inativado, 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, sendo
mantidas a 28°C. Estas células também foram adaptadas ao meio SF-900 II (Gibco)
suplementado com 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina.

- Células HEK 293T: linhagem celular derivada de rim de embrido humano, na

qual foi inserido o antigeno T de SV40 (Simian vacuolating virus 40). Foram cultivadas
em meio DMEM F12 suplementado com 14,0 mM de bicarbonato de sédio, 7% (v/v)
de SBF inativado, 100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, e mantidas
a 37°C em atmosfera imida com 5% de COs..

- Linhagem bacteriana TOP10 (Invitrogen):