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RESUMO

A sindrome febril aguda indiferenciada € um quadro clinico comum a diversas doencas
infecciosas como Maléaria, Dengue, hepatites, febre amarela, Zika virus e parvoviroses. Isso
dificulta a identificacdo dos agentes etiol6gicos virais com base no diagndstico clinico. Diante
deste cenario, e devido a dificuldade no diagnéstico em areas mais remotas do Brasil, estima-
se que muitas doencas virais endémicas sejam subnotificadas. Neste estudo investigamos a
presenca dos virus da Dengue, Mayaro e Parvovirus humano em amostras sanguineas de
pacientes com sintomas de sindrome febril aguda indiferenciada e diagnostico clinico
inconclusivo encaminhadas ao Sistema Publico de Saude de trés Municipios do Baixo
Amazonas, no periodo de 2016 a 2020 e avaliamos a eficacia do teste molecular LAMP-PCR
para a deteccdo de B19V. Este estudo contou com um total de 152 pacientes, os quais tiveram
amostras coletadas pelo Sistema de Saude Publico, testadas para os virus da dengue através
de teste soroldgico e molecular por PCR. Os resultados evidenciaram a circula¢éo dos virus
Dengue, Mayaro e Parvovirus humano nas amostras e identificaram a eficiéncia do método
Lamp na deteccao do gendtipo 1 do parvovirus humano B19V quando comparada com a
nested-PCR. Este estudo evidencia a importancia dos servigos de diagnoésticos diferenciais

para virus negligenciados em cidades no interior da Amazonia.

Palavras-chave: RT-Lamp; infeccao viral, doencas endémicas.



ABSTRACT

Undifferentiated acute febrile syndrome is a clinical condition common to several infectious
diseases such as Malaria, Dengue, hepatitis, yellow fever, Zika virus and parvoviruses. This
makes it difficult to identify viral etiologic agents based on clinical diagnosis. Given this
scenario, and due to the difficulty in diagnosis in more remote areas of Brazil, it is estimated
that many endemic viral diseases are underreported. In this study we investigated the
presence of dengue, Mayaro and B19V viruses in blood samples of patients with symptoms of
undifferentiated acute febrile syndrome and inconclusive clinical diagnosis sent to the Public
Health System of Santarém-PA, from 2016 to 2020, and we evaluated the efficacy of the
molecular Lamp-PCR test for the detection of B19V. This study had a total of 152 patients who
had samples collected by the Public Health System of Santarém, Para, Brazil, and tested for
dengue viruses through serological testing and were non-reagents for malaria through PCR
test. This study highlights the importance of differential diagnostic services for neglected

viruses in cities in the interior of the Amazon region.

Keywords: RT-Lamp; viral infection; endemic diseases.
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1 INTRODUCAO

A sindrome febril aguda indiferenciada € um termo designado a varias doencas em
areas tropicais que apresentam a febre na sua sintomatologia inicial, com menos de 7 dias de
evolucéo, sendo um motivo frequente de consulta nos servicos de emergéncia (CORTES et
al., 2017). Diferentes doencgas infecciosas podem iniciar com o quadro de febre aguda, como
malaria, dengue, hepatites, febre amarela, zika virus e parvoviroses (JUHL; HENNIG, 2018).

Nos ultimos anos diversas regifes brasileiras registraram emergéncias de viroses e
arboviroses, inclusive algumas com altos indices de disseminacdo, como por exemplo, 0s
recentes surtos de Zika virus que ocorreram em 2015 em diversos Estados do nordeste do
pais, principalmente na Bahia (ZANLUCA et al., 2015). Diversos sdo 0os motivos que levam a
reemergéncia de doencas ja controladas ou ao aparecimento de casos de doencas raramente
detectadas. As arboviroses constituem uma constante ameaca em regides tropicais devido as
mudancgas climaticas e ambientais observadas, assim como a ocupacdo desordenada de
areas urbanas (BACK; LUNDKVIST, 2013). Deslocamentos populacionais de massa entre
diferentes regifes e paises, tais como fluxos migratérios de refugiados, podem levar ao
favorecimento de novos surtos de doengas infecciosas (LUNA, 2002).

Muitas doencas como malaria, gripe, Zika, Chikungunya, sarampo e febre amarela tem
apresentacgdes clinicas muito semelhantes, principalmente no inicio da doenca, havendo a
necessidade de diagndsticos mais precisos (WAGGONER et al., 2016; SCHAEFER; PANDA;
WOLFORD, 2022). O diagnéstico de arboviroses é predominantemente realizado por métodos
soroldgicos, 0 que torna muitos resultados inconclusivos ou insuficientes para confirmacgéo
dos casos, devido a menor sensibilidade e especificidade desses testes em compara¢cdo com
os testes moleculares baseado na Reac&o em Cadeia da Polimerase (BRASIL. MINISTERIO
DA SAUDE, 2022; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

Desde a descoberta da estrutura do DNA, novas pesquisas vém sendo desenvolvidas
na area da biologia molecular, sendo que a PCR representa a principal revolucdo entre as
técnicas de diagnéstico molecular (MOLINA; TOBO, 2004). Esse método amplifica sequéncias
especificas de DNA em escala exponencial utilizando-se trés etapas de processamento
bioquimico: 1) desnaturacdo (separacdo das fitas de DNA), 2) anelamento (primers se
emparelham na sequéncia que se deseja amplificar) e 3) extensdo (sintese de DNA,
amplificando a sequéncia de interesse). Esse processo ocorre sob a acdo de uma enzima
DNA polimerase termostavel (MOLINA; TOBO, 2004). A PCR é um método de deteccao
altamente sensivel (GREEN; SAMBROOK, 2022). A partir disso, diferentes técnicas derivadas
da PCR como Nested PCR, PCR multiplex e LAMP, tém sido desenvolvidas para diagnéstico
e identificacdo de diferentes agentes etiolégicos incluindo virais (ALVES et al., 2019); AHN et
al., 2019; FENG et al., 2020).



Neste trabalho foram abordadas as infec¢Bes causadas pelos arbovirus da dengue e
Mayaro e pelo Parvovirus Humano B19. A dengue é uma doenca viral (género Flavivirus)
transmitida principalmente pelos mosquitos Aedes aegypti e A. albopictus. Essa doenca afeta
mais de 100 milhdes de pessoas e causa entre 20 e 25 mil mortes anualmente em todo o
mundo (SCHAEFER; PANDA; WOLFORD, 2022). A febre Mayaro é causada pelo virus
Mayaro (género Alphavirus) que com distribuicdo em vérias partes das Américas (ACOSTA-
AMPUDIA et al., 2018). O Parvovirus B19V é um virus de DNA de fita simples classificado no
género Erythroparvovirus (SIEGL et al., 1985), geralmente transmitido por goticulas e também
verticalmente por mées que estejam na fase aguda da doenca, podendo levar o feto ao 6bito
(JUHL; HENNIG, 2018). A doenca tem prevaléncia em individuos com até 14 anos de idade,
sendo o eritema infeccioso a manifestacao clinica mais comum, que inclui erupcdo cutanea
associada a uma febre baixa a moderada (UEDA et al., 2021).

Véarios métodos podem ser utilizados para o diagnoéstico da infecgdo por virus da
dengue (RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019). Segundo a Organiza¢cado Mundial da Saude,
o isolamento viral nos primeiros dias de infecgdo através da Reacgédo de Transcriptase Reversa
seguida de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) € o padrédo-ouro (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). Contudo, o teste requer laboratérios bem equipados com nivel 2 de
biosseguranca para evitar o risco de contaminacdo e o pre¢o dos insumos utilizados
inviabilizam seu uso em ampla escala, além da necessidade de a amostra ser coletada até o
guinto dia de sintomas (PEELING et al., 2010). Diante deste cenario, o0 teste baseado no
antigeno da proteina néo-estrutural NS1 do virus da dengue é o mais amplamente utilizado
no Brasil para o diagnéstico laboratorial, estando presente no soro de pacientes somente na
fase inicial da doencga (ALCON et al., 2002; TANG; OOlI, 2012). Sua vantagem € a de detectar
precocemente e rapidamente a infec¢do, permitindo uma maior eficacia nas acdes de controle
vetorial e no blogueio de transmissao da doencga no ambito epidemioldgico (SHU et al., 2009).
Devido as limitacdes relacionadas com sua sensibilidade, que varia de acordo com o sorotipo,
o resultado ndo-reagente do teste ndo exclui a possibilidade de infecgdo pelo virus
(HUNSPERGER et al., 2016a; PAL et al., 2014), sendo recomendado que, na continuidade
da suspeita, uma nova coleta de amostra seja realizada de 7 a 14 dias ap0s o inicio da febre
e encaminhada para deteccdo do anticorpo IgM anti-dengue através do ensaio
imunoenzimético (ELISA).

Para o diagnéstico de febre Mayaro o teste ELISA é recomendado pela Organizacao
Mundial da Saude, devido ao seu baixo custo e alto desempenho, podendo ser utilizado apés
3 dias do inicio dos sintomas (COIMBRA et al., 2007; MOTA et al., 2015). A maior limitagéo
do teste estd na reagdo cruzada com outros Alphavirus, como o Chikungunya, resultando em
falso positivo na presenca de niveis altos do fator reumatoide no soro de pacientes
(FIGUEIREDO et al., 1989), e na baixa eficicia na deteccéo da doenca em casos de infec¢édo

secundaria do virus Mayaro (COIMBRA et al., 2007). Para a deteccéo viral, 0 RT-PCR utiliza
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primers para Alphavirus (BRONZONI et al., 2004) ou primers especificos para o virus Mayaro
(FRIEDRICH-JANICKE et al., 2014) e o teste sofre influéncia da eficiéncia na extragdo do
RNA viral e suas condi¢cbes de armazenamento até a realizacao do teste (BRONZONI et al.,
2004; VALONES et al., 2009). O padrdo-ouro para Mayaro é baseado no isolamento viral a
partir de amostras de sangue, onde etapas complexas do teste e outros fatores relacionados
com a viremia no paciente inviabilizam sua execucdo em regides mais carentes do pais
(SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012; (ZUCHI et al., 2014).

Usualmente, o diagnostico laboratorial utilizado para o parvovirus humano B19V é
realizado através de testes sorologicos e da avaliacdo da presenca de DNA. Os anticorpos
IgM aparecem uma semana apos a infeccdo, persistindo por duas a trés semanas, e 0s
anticorpos IgG ndo sdo muito Uteis devido a variagdo entre individuos. Dentre os testes
comercialmente disponiveis para este diagnéstico, tem sido relatada uma grande variagcao na
sensibilidade e especificidade entre diferentes métodos para detecgéo do virus (LAMONT et
al., 2011; ZAKI, 2012), o que pode levar ao erro durante o diagnostico de infeccdo como ocorre
com os virus do sarampo e rubéola. Neste caso, os métodos de hibridizacdo de DNA e
amplificacdo de genes sé@o confiaveis, especialmente no diagnostico de infeccéo recorrente
ou persistente, uma vez que a producgdo de anticorpos pode estar ausente ou minima nestes
pacientes (SIM et al., 2019). No entanto, a precisédo no diagnoéstico desta doencga requer uma
abordagem multiparamétrica, combinando a detecgdo molecular de componentes virais e a
deteccdo imunolégica de anticorpos especificos para virus (GALLINELLA, 2013). Uma
possiblidade de diagnostico molecular do B19V é por meio da técnica LAMP-PCR (Loop-
Mediated Isothermal Amplification). Esse método molecular permite a deteccado do acido
nucleico viral com alta especificidade, eficiéncia e rapidez (WONG et al., 2018). Além dessas
vantagens, ele é mais simples e de baixo custo quando comparado ao RT-PCR (TOMITA et
al., 2008; COSTA; MARQUES-SILVA; MORELI, 2014a). Como desvantagem esta a féacil
possibilidade de contaminacéo e, assim, a possibilidade de fornecer resultados falso-positivos
(TOMITA et al., 2008), o que néo difere de outros métodos moleculares. A validacao de novos
métodos moleculares que promovam o diagnostico diferencial das doencas febris agudas é
fundamental para o monitoramento epidemiolégico de arboviroses em regiées endémicas

como o Norte do Brasil.



1.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a circulacdo dos virus Dengue, Mayaro e Parvovirus humano em pacientes
com sindrome febril aguda indiferenciada e diagndstico clinico inconclusivo, atendidos na rede
publica de saude de Santarém, PA, e avaliar a efetividade de um teste molecular alternativo
(LAMP-PCR) na deteccéo do B19V.

1.2 ESTRUTURA DA TESE

Esta tese esta organizada em quatro capitulos. O Capitulo 1 descreve o perfil
sociodemogréfico dos pacientes com sindrome febril aguda indiferenciada atendidos na rede
publica dos Municipios de Alenquer, Itaituba e Santarém-PA no ano de 2016 e de 2018 a
2020. Os pacientes descritos no Capitulo 1 compuseram as amostras realizadas nos estudos
dos capitulos 2 e 3.

No Capitulo 2, diferentes métodos moleculares foram utilizados para investigar a
ocorréncia da infecgdo pelo virus Mayaro, ap0s afastada a possibilidade de infecgdo por
outros arbovirus, considerando os sintomas inespecificos dessas doengas e a dificuldade no
diagnéstico diferencial, especialmente em cidades com menor estrutura laboratorial no Para.

No Capitulo 3, seguindo a linha de investigagdo apresentada no Capitulo 2, testes
moleculares foram empregados para detecgdo do parvovirus humano B19V em amostras de
sangue de pacientes com sindrome febril aguda indiferenciada com suspeita de dengue no
Para, apos resultado negativo desses testes para dengue e malaria.

Por fim, o Capitulo 4 compara a eficiéncia de dois métodos moleculares, Nested-PCR
e LAMP-PCR na detec¢édo do parvovirus humano B19V, visando sua empregabilidade no

diagndstico diferencial.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VIRUS E ARBOVIROSES

Os virus séo definidos como conjuntos nano-moleculares que parasitam uma ampla
variedade de hospedeiros, desde procariotos a eucariotos. O genoma viral pode se constituir
de RNA fita simples ou dupla, ou moléculas de DNA revestidas por uma proteina ou um
capsideo externo de proteolipideo. Os virus podem se replicar ao inserir seu genoma em um
organismo hospedeiro (SEVVANA; KLOSE; ROSSMANN, 2020). A partir do arranjo estrutural
do nucleocapsideo os virus podem apresentar simetrias icosaédrica, helicoidal ou complexa.

Os virus foram inicialmente definidos como entidades simples, sem 0s mecanismos
necessarios para a fungdo metabdlica, consistindo em um tipo Unico de &cido nucléico envolto
em um revestimento de proteina. Uma vez que algumas particulas de virus podem formar
agregados e ligarem-se umas as outras para formar um cristal, os virus foram considerados
entidades moleculares, e ndo celulares. Muitas definigcdes de vida, baseadas na teoria celular,
excluiam os virus como organismos vivos (TAYLOR, 2014).

Muitos virus séo patdgenos e infec¢des virais agudas caracterizam-se pela ocorréncia
de sinais inespecificos, caracteristicos de doencgas virais, como febre, cefaleia e mialgia,
enquanto que nas infecgbes crbnicas, os virus ndo sao eliminados do organismo, mantendo-
se guase sempre em baixas cargas virais, acarretando ou ndo em sintomas. Muitas infecgbes
virais sdo constantes em todo o mundo, mantendo-se sempre presentes, com maiores ou
menores indices de contaminacdo no decorrer dos anos, enquanto outras permanecem
inexistentes por determinados periodos, ressurgindo ou sendo detectadas pela primeira vez,
de acordo a com capacidade adaptativa do patégeno, o comportamento humano/animal além
de fatores ambientais (STEPHENS et al., 2009).

O termo arbovirus abrange um grupo altamente heterogéneo de aproximadamente 537
virus que tem em comum o fato de serem transmitidos por artropodes, em sua maioria
mosquitos hematofagos (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Os arbovirus que apresentam maior
impacto a satude humana séo transmitidos principalmente por mosquitos dos géneros Culex
e Aedes (WEAVER; REISEN, 2010), embora existam arbovirus transmitidos por outros
artropodes, como flebotomineos e também carrapatos (LIANG; GAO; GOULD, 2015).

A maioria dos arbovirus pertence aos géneros Alphavirus e Flavivirus, mas ainda ha
outras familias que devem ser consideradas em relacdo a saude do ser humano, como
Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (VASILAKIS; TESH, 2015). Os arbovirus séo virus
de RNA. Acredita-se que um genoma de RNA ajude na sua replicacdo em ambos hospedeiros
vertebrados e invertebrados devido & maior plasticidade genética e taxa mutacional de RNA
comparado ao DNA (CIOTA; KRAMER, 2010). De forma geral, estes ocorrem entre animais

silvestres, com alguns hospedeiros especificos, estabelecendo ciclos enzodticos, sendo os
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seres humanos e animais domésticos geralmente hospedeiros acidentais (DONALISIO;
FREITAS; ZUBEN, 2017).

Inicialmente, a classificacdo dos arbovirus foi baseada em critérios sorologicos, onde
cada grupo era constituido de dois ou mais virus que demonstravam relagdes antigénicas um
com outro, conforme mostrado por um ou mais testes sorolégicos (ROSA et al., 2000). Mais
recentemente, com o advento dos métodos moleculares, a taxonomia viral mudou e os virus
puderam ser classificados em familias (HIGUERA; RAMIREZ, 2019). Os arbovirus que
causam doencas em mamiferos sdo membros de 5 familias virais: Flaviviridae, Togaviridae,
Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

A familia Flaviviridae é composta por trés géneros: Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus
(ZHANG et al., 2020). Dentre estes, apenas o género Flavivirus abriga arbovirus, ao qual
pertencem aproximadamente 43 espécies de virus causadores de doencas importantes do
ponto de vista epidemiolégico, caracterizadas por sindromes febris, exantematicas,
hemorragicas e neurologicas (LINDENBACH et al., 2013). A maioria dos flavivirus séo
transmitidos aos hospedeiros vertebrados por vetores artrépodes, mosquitos ou carrapatos,
nos quais eles replicam ativamente. Alguns flavivirus sdo agentes zoonéticos transmitidos
entre roedores ou morcegos sem vetores artropodes conhecidos (KING et al., 2012). Os
flavivirus séo classificados em oito complexos antigénicos que incluem alguns dos virus de
maior importancia médica no Brasil, como Dengue, Zika, Rocio, Oeste do Nilo, Encefalite de
Saint Louis, Cacipacore, llheus, Bussuquara, Iguape e Febre Amarela (HIGUERA; RAMIREZ,
2019; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997).

A familia Togaviridae foi originalmente classificada junto aos varios grupos de virus
transmitidos por insetos. Porém, analises mais recentes a definiram como sendo uma familia
separada, a qual pertencem os géneros Alphavirus (contendo cerca de 29 membros) e
Rubivirus composto unicamente pelo virus da rubéola, que nao se classifica como arbovirus
(CHEN et al., 2018). O género Alphavirus € composto por virus causadores de diversas
doencas em seres humanos e animais, sendo encontrado em praticamente todos os lugares
do mundo (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Em sua maioria, os alfavirus séo
transmitidos por artropodes que se replicam tanto em seus vetores invertebrados quanto em
seus hospedeiros vertebrados. Sao destacados o virus Mayaro e o virus Encefalite Equina do
Leste (CHEN et al., 2018).

A familia Bunyaviridae é composta por quatro géneros de virus que infectam animais,
que sao Orthobunyavirus, no qual destacam-se o virus Oropouche, além dos géneros
Phlebovirus, Nairovirus e Hantavirus. Ainda nesta familia existe um género de virus que
infecta plantas, Tospovirus (LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). A maior parte dos
membros da familia Bunyaviridae é transmitida por meio de artrépodes, como mosquitos e
carrapatos, porém os hantavirus séo transmitidos em fezes de roedores (MARKLEWITZ et al.,

2011). Os virus dos géneros Orthobunyavirus, Nairovirus e Phlebovirus séo capazes de se
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replicar alternadamente em vertebrados e artrépodes, e geralmente sao citoliticos para seus
hospedeiros vertebrados, mas causam pouca ou nenhuma citopatogenicidade em seus
hospedeiros invertebrados. Diferentes virus sdo transmitidos por mosquitos, carrapatos,
moscas flebotomineos e outros artrOpodes vetores. Alguns virus exibem uma gama de
hospedeiros muito estreita, especialmente para vetores artropodes. Nenhum vetor artrépode
foi demonstrado para hantavirus. A transmissdo transovariana e venérea foi demonstrada
para alguns virus em seus vetores artropodes. A infeccdo por aerossol ocorre em
determinadas situacbes ou € o principal meio de transmissdo para alguns virus,
particularmente hantavirus (KING et al., 2012).

A familia Reoviridae é subdividida em duas subfamilias: Spinareovirinae, com nove
géneros e Sedoreovirinae, com seis géneros. Ambas as subfamilias apresentam géneros com
espécies que infectam vertebrados e artrOpodes, mas apenas os Orbivirus possuem
artrépodes como hospedeiros, ou seja, se classificam como arbovirus (COMINS et al., 2013).
As propriedades biolédgicas dos virus variam de acordo com o género. Alguns virus se replicam
apenas em certas espécies de vertebrados (Orthoreovirus e Rotavirus) e séo transmitidos
entre hospedeiros por via respiratéria ou fecal-oral. Outros virus vertebrados (Orbivirus,
Coltivirus e Seadornavirus) replicam-se tanto em vetores artropodes (por exemplo, mosquitos
picadores, mosquitos ou carrapatos) quanto em vertebrados. Virus de plantas (Phytoreovirus,
Fijivirus e Orizavirus) se replicam tanto em plantas quanto em vetores artropodes
(cigarrinhas). Os virus que infectam insetos (Cypovirus) sédo transmitidos por contato ou via
fecal-oral (KING et al., 2012).

A familia Rhabdoviridae inclui 6 géneros. Esta familia € ecologicamente diversa com
membros afetando plantas ou animais incluindo mamiferos, passaros, répteis e peixes.
Também sao detectados em diversos artrépodes, 0s quais servem como unicos hospedeiros,
ou ainda como vetores para transmisséo a outros animais e plantas (WALKER et al., 2018).

O uso de novas técnicas moleculares, juntamente com a microscopia eletrdnica,
permitiu estudar com mais detalhes os genomas, caracteristicas estruturais e mecanismos de
replicacdo e interacdo hospedeira dos arbovirus, o que permitiu também determinar a
distribuicdo geografica desses virus e realizar reconstrucdes filogenéticas que demonstram
suas origens e expansio (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

2.1.1 Virus Dengue

A dengue é a doencga zoondtica causada pelo virus da dengue (DENV), sendo uma
das mais importantes arboviroses que ocorre nas regides tropicais e subtropicais, onde as
condi¢des climaticas favorecem sua transmissdo através dos mosquitos vetores (BACK;
LUNDKVIST, 2013)|.



O virus da dengue pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. Seu formato
€ esférico, com cerca de 50 nandmetros de diametro, sendo constituido por RNA de cadeia
simples com 10.723 nucleotideos (aproximadamente 11 kb de comprimento). O virus
apresenta uma capsula icosaédrica envolvida pelo envelope viral que é formado por uma
bicamada lipidica na qual estdo inseridas glicoproteinas estruturais responsaveis pela
interacdo entre o virus e a célula hospedeira (GUZMAN et al., 2016).

Seu genoma apresenta uma Unica estrutura de leitura aberta (Open Reading Frame -
ORF) que codifica trés proteinas estruturais relacionadas com a formacao da particula viral:
capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E). Também codifica sete proteinas nao
estruturais denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (CHAMBERS et al.,
1990). As proteinas nao estruturais desempenham papéis importantes para a formacéo do
complexo de replicacdo viral, estando diretamente relacionadas com a formagdo da
poliproteina precursora da membrana (prM) (WU et al.,, 2017). Dentre as proteinas nao
estruturais, a NS2A desempenha um papel fundamental na replicacéo do virion e patogénese
viral (LEUNG et al., 2008). Especificamente, a NS2A atua na sintese de RNA viral, sendo
importante para a montagem do virus, além de inibir a resposta do interferon alfa/beta
(MACKENZIE et al., 1998; MUNOZ-JORDAN et al., 2003; WU et al., 2017).

A variabilidade genética é uma caracteristica do virus da dengue que apresenta quatro
sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), mas
geneticamente relacionados (GUZMAN et al., 2016; WEAVER; REISEN, 2010). Do ponto de
vista da epidemiologia molecular, cada sorotipo é composto de grupos filogeneticamente
distintos, classificados em genétipos ou subtipos (KING et al., 2008). O sorotipo DENV-1 é
classificado em cinco gendétipos, DENV-2 em seis genétipos, DENV-3 em cinco genétipos e
DENV-4 em quatro genétipos (CHEN; VASILAKIS, 2011; HOLMES, 2006). No Brasil, os
quatro sorotipos estao presentes em todo o territério nacional, sendo encontrados: genétipo
V do DENV-1, gendétipo Il do DENV-2, o genétipo Il do DENV-3 e os gendtipos | e Il do DENV-
4 (FIGUEIREDO et al., 2008; VALLE; PIMENTA; DA CUNHA, 2015).

A disseminacado global da dengue aumentou nas Ultimas duas décadas devido ao
aumento da transmissao do DENV-4. O gendétipo | de DENV-4 inclui cepas que circulam no
Sudeste Asiatico; o gendétipo || compreende cepas americanas e asiaticas, e também é
subdividido em dois clados chamados gendétipos II-A e 1I-B; o gendtipo Il compreende cepas
tailandesas recentes; e o gendtipo IV (selvagem) inclui as cepas da Malasia (ORTIZ-BAEZ et
al., 2019). No entanto, as manifestactes graves da doenca sdo bastante relacionadas com os
gendtipos asiaticos de DENV-2 e DENV-3 (LEITMEYER et al., 1999; MESSER et al., 2003).
A infeccdo por um dos quatro sorotipos confere imunidade especifica duradoura, mas o
individuo permanece susceptivel aos demais tipos (KING; ANDERSON; MARSHALL, 2002).

Inicialmente a dengue foi classificada em trés tipos: febre da dengue (DF), dengue

hemorragica (DHF) e sindrome do choque da dengue (DSS)(WORLD HEALTH
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ORGANIZATION, 1997). Porém, atualmente, considera-se apenas dois tipos: dengue e
dengue grave (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

A febre aguda € o sintoma clinico mais comum da dengue. Como a febre é um sintoma
facilmente manifestado em diversas outras doencas, a suspeita de dengue ocorre quando ela
esta associada com qualquer um dos seguintes sintomas: nauseas/vomitos, erupcdes
cutaneas, dor retro-ocular, dores musculares, dores nas articulacdes ou ossos(WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009).

Os sintomas leves duram em torno de 2 a 7 dias, com recuperacao espontanea apos
cerca de uma semana. Estima-se que de cada quatro infecgbes por dengue, trés sejam
assintomaticas (BHATT et al., 2013). No entanto, de cada vinte pessoas que adoecem, uma
irA desenvolver dengue grave que pode resultar em choque, hemorragia interna e morte
(CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND PREVENTION, 2019). Pessoas que ja foram
infectadas por dengue no passado, criangas e mulheres gravidas fazem parte do grupo de
risco para o desenvolvimento da dengue grave. Os sintomas ocorrem de 24 a 48 horas ap6s
o desaparecimento da febre e incluem problemas gastrointestinais, vémitos frequentes
podendo ser acompanhado de sangue, sangramento do nariz ou gengivas, sangue nas fezes,
sensacdo de cansaco e irritacdo (CENTERS FOR DESEASE CONTROL AND PREVENTION,
2019). Em relacdo aos casos graves com manifestagdo hemorragica, mais de 500 mil casos
anuais requerem hospitalizacdo. Porém, a letalidade é baixa, desde que a assisténcia médica
adeguada seja acessivel (CUNHA; NOGUEIRA, 2006).

A transmisséo da dengue ocorre pelas fémeas de mosquitos pertencentes ao género
Aedes (Ordem Diptera, Familia Culicidae), principalmente Aedes aegypti e Aedes albopictus.
O A. aegypti tem origem africana, sendo o principal vetor da DENV e de outras arboviroses
de importancia médica e veterinéria ao redor do mundo, incluindo Chikungunya, Zika, febre
amarela e febre Mayaro (FIGUEIREDO, 2007). Aedes albopictus é considerado um vetor de
importancia secundaria na Asia onde ocorre em ciclos silvestres na Malasia com a
participacdo de primatas ndo humanos e, ocasionalmente, do homem. Estima-se que outras
espécies do género Aedes possam se tornar vetores potenciais de arboviroses no futuro,
assim como ocorreu com Aedes aegypti (JOSHI; MOURYA; SHARMA, 2002).

A dengue recorrentemente ocasiona epidemias nas areas urbanas em diversos
paises, com seu ciclo de transmissao envolvendo mosquitos Aedes e 0 homem. O mosquito
utiiza o homem como fonte de repasto sanguineo e, eventualmente, pica uma pessoa
contaminada em fase virémica, adquirindo o virus. Apés o periodo de 8 a 10 dias de
incubacao, o virus pode ser transmitido para uma pessoa sadia durante a picada do mosquito
infectado, a partir da injecdo de sua saliva contaminada (PERICH et al., 2000). A deposicéo
dos ovos de Aedes ocorre em locais que acumulam agua parada nos ambientes urbanos e as

larvas eclodem de 2 a 3 dias. Entre 7 e 14 dias, as larvas completam seu desenvolvimento
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em pupas. Apos mais 2 ou 3 dias, as pupas se desenvolvem em adultos. Assim, o tempo de
formacdo de novos mosquitos adultos leva pelo menos 10 dias (GADELHA; TODA, 1985).

Até a década de 1970, relatos de epidemias de dengue tinham sido feitos em apenas
nove paises. Atualmente, a transmissdo endémica tem sido observada em mais de 128
paises, sendo as regides das Américas, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental as mais
afetadas (BRADY et al., 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). Estima-se que 390
milhdes de infec¢des por dengue ocorrem anualmente ao redor do mundo, das quais 96
milhdes se manifestam clinicamente (BHATT et al., 2013) e quase 4 bilhdes de pessoas estdo
sob o risco de contrair a doenca (BRADY et al.,, 2012). Ao contrario de outras doencas
transmissiveis, a incidéncia da dengue mais que dobrou a cada década desde 1990
(STANAWAY et al., 2016).

As primeiras epidemias de dengue que se tem relato ocorreram em Jacarta (1779),
Calcuta (1824), india (1909) e Taiwan (1916). Durante e ap6s a Segunda Guerra Mundial,
condi¢des propicias para o desenvolvimento da doenca intensificaram sua disseminacao para
diversos territérios ao redor do mundo ocasionando a primeira epidemia de dengue
hemorragica nas Filipinas em 1953 e na Tailandia em 1958 (HAMMON; RUNDNICK;
SATHER, 1960). Posteriormente, na década de 1980, surtos ocorreram em paises como
india, Paquist&o, Sri Lanka, China e llhas do Pacifico. No continente africano, o primeiro relato
de epidemia de dengue ocorreu entre 1927 e 1928 na Africa do Sul. Entre 1977 e 1994,
epidemias foram registradas em diversos paises africanos.

Nas Américas, o comércio de escravos foi uma atividade que possibilitou a entrada e
adaptacdo do Aedes aegypti nas regides portuarias desde o século XVII, devido as baixas
condicbes de saneamento, favoraveis para a disseminacdo da febre amarela e dengue.
Provaveis casos de dengue ocorreram em ilhas do Caribe (1635 e 1926), no Panama (1699),
nos EUA (1780 e 1926), em varias partes da América, incluindo o Brasil entre 1844 e 1849,
no Peru (1918) e na Colémbia e México entre 1926 e 1928.

No Brasil, os primeiros relatos de dengue datam do final do século XIX, em Curitiba,
Estado do Parand, e do inicio do século XX, em Niteréi, Estado do Rio de Janeiro. No inicio
do século XX, o mosquito ja era um problema sanitario, mas envolvido com a transmissao da
febre amarela. Em 1955, o Brasil erradicou o Aedes aegypti como resultado de medidas para
controle da febre amarela. No final da década de 1960, o relaxamento das medidas adotadas
levou a reintroducado do vetor em territorio nacional. Hoje, 0 mosquito € encontrado em todos
os estados brasileiros (GUBLER, 1998; GUBLER, 2005).

De acordo com um levantamento historico apresentado por Travassos da Rosa (2016),
o virus da dengue foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1982 a partir de amostras
humanas no municipio de Boa Vista, Roraima, apresentando oito cepas de DENV-1 e quatro
de DENV-4. Estas variantes do virus também foram isoladas a partir do mosquito Aedes

aegypti durante o surto epidémico que infectou aproximadamente 11 mil pessoas em Roraima
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(TRAVASSOS DA ROSA et al., 1982). No ano de 1986, a dengue chegou aos Estados de
Alagoas, Ceara (FIGUEIREDO, 2003) e Rio de Janeiro (MIAGOSTOVICH et al., 1993). A partir
do Rio de Janeiro, a doenga avancou para outros centros urbanos nos estados de S&o Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Goias na década de 1990. Em 1994 o Ceara registrou
uma grande epidemia associada com casos de dengue hemorragica (VASCONCELOS et al.,
1995). O surto seguinte ocorreu em 1995 no Para, envolvendo as cepas DENV-1 e DENV-2,
sendo detectado nos municipios de Redenc¢&o e Rondon do Para até se espalhar para areas
urbanas e metropolitanas de Belém causando uma epidemia entre 1996 e 1998
(TRAVASSOS DA ROSA, 2016).

Desde 1994, os sorotipos DENV-1 e DENV-2 tém sido detectados em 20 dos 27
estados brasileiros. Em 1998, foi relatado o primeiro isolamento de DENV-3 no Brasil,
importado da Nicaragua, tendo sido isolado pela primeira vez em 2000 no Rio de Janeiro
(ROCCO; KAVAKAMA; SANTOS, 2001). Entre 2000 e 2006, o sorotipo DENV-3 foi
rapidamente difundido no territério nacional (CATAO, 2012). Em 2002, trés sorotipos da
dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) co-circulavam no Brasil causando a maior epidemia de
dengue ja registrada, com mais de 1,2 milhdo de casos notificados (MEDRONHO, 2006;
SIQUEIRA JUNIOR et al., 2005), sendo 797 mil somente no Pard. Em 2003, a expansédo do
sorotipo DENV-3 configurou uma hiperendemicidade por quase todo o Brasil, com excegéo
dos Estados do Acre, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (CATAO, 2012; ROCCO;
KAVAKAMA; SANTOS, 2001).

Entre os anos de 2007 a 2009, o sorotipo DENV-3, apds predominio de mais de cinco
anos de circulacdo no Brasil, foi substituido pelo DENV-2, que passou a ser 0 sorotipo mais
frequentemente isolado. Cabe ressaltar a grande epidemia de dengue que ocorreu no ano de
2012 em toda a regido Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, com incidéncia maior que 400
casos para cada 100 mil habitantes (BOHM et al., 2016). Ainda, no periodo de 2011-2017 a
ocorréncia do sorotipo DENV-3 néao foi notificada no estado do Para e, em todo o pais, a
prevaléncia desse sorotipo no ano de 2017 foi de apenas 0,5% dos casos confirmados
(BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2018). Entretanto, no final de margo de 2019, a Secretaria
Municipal de Saude de Santarém — Par4, divulgou dados do Levantamento de indice Rapido
para o Aedes aegypti (LIRAa), onde reportou-se que apesar dos casos de dengue estarem
sob controle em relagdo ao ano anterior, houve um aumento do numero de estratos
epidemiol6égicos com alto indice de infestagdo (PREFEITURA DE SANTAREM, 2019). O
sorotipo DENV-4 foi identificado na cidade de Manaus (FIGUEIREDO et al., 2011).

O diagnéstico da dengue é dificultado pela grande similaridade das manifestacdes
clinicas com outras doencas endémicas febris, como Chikungunya, Zika, febre amarela e
maléria. A maioria dos casos de dengue é diagnosticada apenas com base nos sintomas, uma
vez que os testes de diagndstico ndo sdo economicamente acessiveis em todos os paises

(RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019). Assim, a Organiza¢do Mundial da Saude estima que
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0S numeros reais de casos de dengue sao subnotificados e muitos casos sao diagnosticados
incorretamente.

Existem muitos métodos diagndésticos para a dengue e eles variam em termos de
especificidade e sensibilidade (RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019). A testagem para a
infeccdo pelo virus da dengue pode ser feita por meio da coleta de sangue do paciente e
obtencdo do soro para analise da presenca e quantificacdo de anticorpos. Dentro desse
método, destacam-se o ensaio imunoenzimético (ELISA), o teste de neutralizacdo (PRNT) e
o teste do antigeno da proteina ndo estrutural (NS1). O método ELISA é o mais amplamente
utilizado para confirmacdo da dengue no mundo todo, por ser relativamente facil de usar e
oferecer um resultado rapido em comparacao com outras técnicas. Baseia-se na presenca de
anticorpos da imunoglobulina M (IgM) e/ou IgG anti-dengue. O teste tem baixa sensibilidade
para a deteccdo de IgM se aplicado antes dos 4 primeiros dias dos sintomas da fase aguda
(HUNSPERGER et al., 2016a). Contudo, infecgbes primarias e secundarias podem ser
diferenciadas pela propor¢édo IgM:lgG, com IgG mais alto nas infec¢cdes secundarias
(CHANAMA et al., 2004).

O PRNT é o teste padrdo ouro para determinar a exposigao prévia a dengue. Ele mede
a titulagdo de anticorpos neutralizantes especificos para os sorotipos da dengue, embora sua
precisdo varie em torno de 60 a 67% em comparacdo com o PCR (VAN PANHUIS et al.,
2010). Sua principal vantagem é o de monitorar o histérico de exposi¢cdo a dengue e a
soroprevaléncia na populacéo fora do periodo virémico. Com isso, o teste auxilia a vigilancia
epidemioldgica no monitoramento da circulagéo do virus em diferentes regifes geogréficas e
faixas etérias, bem como a identificacdo do sorotipo dominante (SASMONO et al., 2018).
Como desvantagem, o alto custo, o baixo rendimento, a necessidade de técnicos qualificados
para sua aplicacdo e a falta de padronizacdo metodologica do ensaio tém sido limitacdes
significativas para seu uso em grande escala (ROEHRIG; HOMBACH; BARRETT, 2008).

Quando as células sao infectadas pelo virus da dengue ocorre secre¢cdo de uma
glicoproteina denominada NS1, presente precocemente e abundantemente no soro durante a
fase aguda virémica da infeccdo (ALCON et al., 2002; TANG; OOlI, 2012). Essa caracteristica
permite a aplicacdo do teste de NS1 para a detec¢do da dengue, sendo candidato ideal para
um teste de diagndstico rapido. Sua principal vantagem consiste na deteccdo precoce da
infeccao e narapidez no resultado, permitindo melhor controle na prevencédo do espalhamento
da doenca (SHU et al., 2009). Como desvantagens, o teste tem sensibilidade reduzida em
infeccbes secundérias, evitando a detec¢do de casos graves caso seja 0 Unico método
utilizado (COSTA; MARQUES-SILVA; MORELI, 2014). Além disso, sua sensibilidade varia de
acordo com o sorotipo, podendo ocasionar falsos negativos e a consequente subnotificagéo
de casos (HUNSPERGER et al., 2016b; PAL et al., 2014).

Dentre as técnicas moleculares de padrdo ouro, destaca-se a Reacdo em Cadeia de

Polimerase de Transcricdo Reversa (RT-PCR) pela sua alta sensibilidade (80 a 100%),
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especificidade (99 a 100%) e rapidez no diagnostico da infeccao pela dengue (NAJIOULLAH;
VIRON; CESAIRE, 2014). O teste é realizado com base na deteccdo de fragmentos do
genoma do virus da dengue em uma amostra de soro, sangue ou fragmentos teciduais. As
principais desvantagens da aplicagdo do método consistem no alto custo de insumos e
equipamentos laboratoriais, bem como o alto risco de contaminacéo, além da necessidade
obrigatodria de coleta das amostras biol6gicas durante o curto periodo virémico da fase aguda
(PEELING et al.,, 2010). Outra limitagdo do ponto de vista epidemiologico € a falta de
padronizagcdo nos métodos de PCR aplicados ao redor do mundo, inviabilizando a
comparacao entre laboratorios (RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019).

A dengue é uma doenca que pode apresentar manifestacdes hemorragicas e
insuficiéncia circulatéria, levando ao aumento da gravidade do caso. O teste do torniquete,
também conhecido como prova do laco, tem sido usado para diagnosticar a dengue baseada
no uso de manguito inflavel de presséo arterial que mede a fragilidade dos vasos sanguineos.
Apbs alguns minutos, é avaliada a quantidade de pontos vermelhos na pele, chamados
petéquias (RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019). A principal vantagem do teste é a rapidez
e facilidade de sua execuc¢éo, além de ndo onerar os sistemas de saude, estando dentro das
diretrizes da Organizagdo Mundial da Saude. No entanto, estudos cientificos mostraram que
o teste é comprovadamente ineficaz, apresentando baixo desempenho diagnéstico, com
sensibilidade e especificidades combinadas de 58% (GRANDE et al., 2016), e baixa
correlagdo com diagnosticos realizados em laboratorios (FURLAN et al., 2016). Fatores que
podem resultar no baixo desempenho do teste incluem dificuldades de interpretacdo ou
subjetividade na contagem de petéquias em diferentes tons de pele, assim como a
possibilidade de interferéncia na sua positividade em relacdo a outras infecgcées por arbovirus
relacionados (FURLAN et al., 2016).

2.1.2 Virus Mayaro

A febre Mayaro € uma doenca zoonotica causada pela infeccdo do virus Mayaro
(MAYV), podendo afetar pessoas de todas as faixas etérias que vivem nas areas endémicas
de transmissao. O virus Mayaro pertence ao género Alphavirus e a familia Togaviridae. Além
de abrigar virus causadores de doengas em humanos, como Chikungunya, os Alphavirus
também causam doencas em cavalos, como os virus Una e Getah (FORRESTER et al., 2012).

O virus Mayaro é estruturalmente pequeno, icosaédrico e envelopado, com diametro
de 65 a 70 nm (GRIFFIN, 2007). E constituido por RNA de fita simples, com sentido positivo
e 11,5 kb de comprimento (LAVERGNE et al., 2006). Seu genoma apresenta duas estruturas
de leitura aberta (ORF) que codificam quatro proteinas ndo-estruturais (nsP1 a nsP4)

necessarias para a transcricdo e replicacao viral. Uma fita subgendmica de RNA denominada
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26S codifica quatro proteinas estruturais (E1, E2, E3 e 6K) e o capsideo (HALLENGARD et
al., 2014; LAVERGNE et al., 2006).

Do ponto de vista da epidemiologia molecular, andlises filogenéticas baseadas na
sequéncia de nucleotideos dos genes E1 e E2 revelaram a existéncia de dois genotipos
distintos (D e L) do virus Mayaro (POWERS et al., 2006). O genétipo D contém isolados de
Trinidad e da regido Norte da América do Sul, com ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendo
no Brasil, Guiana Francesa, Bolivia, Peru, Suriname, Trinidad e Tobago, Argentina, Coldmbia
e Venezuela. O gendtipo L contém isolados do Brasil e ocorre exclusivamente neste pais,
mais especificamente no Estado do Para e Mato Grosso (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014;
POWERS et al., 2006; VIEIRA et al., 2015).

A manifestacdo clinica mais especifica da doenca na fase aguda é a sindrome febril
autolimitada que pode durar alguns dias e vir acompanhada de dor de cabeca, calafrios e
mialgia (ANDERSON et al., 1957), muito semelhante aos sintomas iniciais de Dengue e
Chikungunya (LEDUC; PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1981). Outros sintomas menos
frequentes incluem artralgia, exantema, erupgdes cutaneas, linfadenopatia (PINHEIRO;
LEDUC, 1998), dor retro-ocular, vomitos e diarreia (TESH et al., 1999). Em aproximadamente
20% dos casos sdo observados edemas das pequenas articulagbes, especialmente nos
dedos das maos, nos pulsos e (LEDUC; PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1981).
Erupcgbes cutdneas sdo mais frequentes em criangas do que nos adultos e persistem por até
4 dias (PINHEIRO; LEDUC, 1998).

A fase aguda da febre Mayaro dura de 2 a 5 dias. Os primeiros sintomas da doenca
surgem entre 7 e 12 dias apos a infeccdo (TORRES et al., 2004) e os individuos infectados
apresentam viremia por 3 a 7 dias, podendo transmitir a doencga se forem picados pelos
mosquitos vetores (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012). Embora a doenca n&o
seja fatal, a artralgia e a artrite sdo manifestacdes clinica proeminente na fase de
convalescenca, podendo ser persistente por varias semanas ou meses e muito incapacitante,
caracterizando um quadro crénico de febre Mayaro (TESH et al., 1999). A artralgia costuma
aparecer ainda na fase aguda afetando as maos, pulsos, cotovelos, pés, joelhos, quadris e
demais articulacdes (TORRES et al., 2004). A artrite € uma condicao clinica menos comum,
mas pode ser persistente por semanas ou meses apoés o inicio dos sintomas (TAYLOR,;
PATEL; HEROLD, 2005).

A transmisséo do virus Mayaro ocorre por meio de mosquitos pertencentes ao género
Haemagogus (Ordem Diptera, Familia Culicidae), predominantemente por Haemagogus
janthinomys (LEDUC; PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1981). Em levantamento
entomolégico abrangente, Haemagogus janthinomys e Haemagogus leucocelaenus foram
identificados como os principais responsaveis pela transmissédo da Febre Amarela nos ultimos
surtos que ocorreram no Brasil (ABREU et al., 2019). Contudo, o virus Mayaro tem sido

isolado em pelo menos mais quatro géneros de mosquitos: Psorophora, Mansonia, Culex e
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Sabethes, todos pertencentes a Familia Culicidae (AITKEN et al., 1960; GALINDO et al., 1966;
HOCH et al.,, 1981). Mais recentemente, estudos baseados em inoculacdo experimental
demonstraram que mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, e também do género Culex
sdo capazes de infectar e transmitir o virus Mayaro (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014;
LONG et al., 2011; ZUCHI et al., 2014).

O ciclo de transmissdo do virus Mayaro € provavelmente enzoo6tico, abrangendo
mosquitos e primatas ndo humanos, incluindo saguis (FORSHEY et al., 2010; THOISY et al.,
2003), mas outros mamiferos (roedores/marsupiais) e aves podem ser importantes como
reservatorios, ajudando na disseminacdo da doenca (CALISHER et al., 1974; MUNOZ;
NAVARRO, 2012; THOISY et al., 2003). Macacos e saguis vivem no dossel florestal, local
também predominantemente frequentado pelos mosquitos do género Haemagogus, similar
ao ciclo da Febre Amarela (TESH et al., 1999). Acredita-se que a transmissao do virus Mayaro
para humanos ocorra acidentalmente a partir da proximidade do homem com areas naturais
de florestas tropicais Umidas onde o ciclo viral se estabelece (ABAD-FRANCH et al., 2012;
TESH et al., 1999), ou como resultado do desmatamento e de outras perturbacdes na
natureza (SAKKAS et al., 2018). Isso poderia explicar a baixa dissemina¢do da doenca em
detrimento de outras arboviroses como Dengue e Chikungunya (MOTA et al., 2015), mas
revela seu potencial para a urbanizacdo e forte disseminagéo, causando grandes surtos ou
epidemias no futuro (ABAD-FRANCH et al., 2012; LONG et al., 2011).

A descoberta do virus Mayaro ocorreu em 1954, sendo originalmente isolado a partir
de amostras de sangue de cinco trabalhadores rurais com doenca febril aguda, residentes no
municipio de Mayaro, localizado na pequena ilha de Trinidad, em Trinidad e Tobago
(ANDERSON et al., 1957). Em 1955, ocorreu um surto de febre Mayaro em uma pedreira no
rio Guama, no Estado do Par4a, Brasil, quando, a partir do sangue de pacientes febris foram
isoladas seis cepas e utilizadas para a caracterizacao inicial do virus (CASALS; WHITMAN,
1957). Ainda no mesmo ano, um surto foi reportado na Bolivia em uma colénia com
aproximadamente 400 trabalhadores que haviam recentemente ocupado uma area de floresta
nas proximidades do rio Grande (SCHAEFFER et al., 1959). Somente em 1978, um novo surto
foi registrado no Brasil, no municipio de Belterra, Estado do Pard, situado préximos as
confluéncias dos rios Tapajés e Amazonas, onde ocorreram cinco mortes que foram
associadas a Febre Amarela. No entanto, a infeccdo pelo virus Mayaro foi confirmada em 76%
das pessoas febris, a partir das quais foi realizado o isolamento do virus e testes sorolégicos
(PINHEIRO; LEDUC, 1998). Um inquérito soroldgico realizado durante o pico e no final do
surto revelou que 20% dos habitantes de Belterra haviam sido infectados de um total de 4 mil
(LEDUC; PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA, 1981)

Desde os primeiros casos na década de 1950, surtos pequenos e esporadicos de febre
Mayaro tém ocorrido na América Central e do Sul. O isolamento do virus Mayaro tem sido

reportado no Brasil e em outros paises da América do Sul como Bolivia (FORSHEY et al.,
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2010; SCHAEFFER et al., 1959), Colémbia (MORALES; VIDALES; GROOT, 1961), Suriname
(METSELAAR, 1966), Guiana (FIGUEIREDO et al., 1989), Guiana Francesa (TALARMIN et
al., 1998), Peru (FORSHEY et al.,, 2010; NEUMAYR et al., 2012; HALSEY et al., 2013),
Venezuela (MUNOZ; NAVARRO, 2012; TORRES et al., 2004) e Equador (IZURIETA et al.,
2011). Levantamentos realizados por meio de testes soroldgicos também tém demonstrado
que o virus Mayaro estd em circulagdo na América Central jA ha algumas décadas,
notadamente em paises como Guatemala (PINHEIRO; LEDUC, 1988), Costa Rica
(FUENTES; MORA, 1971), Panama (SRIHONGSE; STACY; GAULD, 1973) e, mais
recentemente no Haiti (HALSEY et al., 2013; LEDNICKY et al., 2016). Na América do Norte,
anticorpos IgG anti-Mayaro foram detectados em pacientes com suspeita de dengue
hemorragica em 2006 no México (NAVARRETE-ESPINOSA; GOMEZ-DANTES, 2006).

Embora os surtos de febre Mayaro ndo sejam tdo proeminentes, inquéritos soroldgicos
realizados no Brasil na década de 1970 revelaram que a doenga € amplamente disseminada
em populac¢des que vivem nas regides de florestas tropicais Umidas. A presenca de anticorpos
neutralizantes para o virus Mayaro foi constatada a uma taxa de 10% a 60% dos habitantes
rurais e de 20% a 47% dos indios brasileiros, ambos residentes nas proximidades da bacia
amazébnica (BLACK et al.,, 1974). Cerca de 20% dos indios Xavantes do Mato Grosso
apresentaram anticorpos para o virus (NEEL et al., 1968). Em 2012, a soroprevaléncia do
virus Mayaro foi avaliada na zona rural de Manaus, Estado do Amazonas, com 44,1% da
populacéo estudada apresentando anticorpos 1gG positivos para o virus (ABAD-FRANCH et
al., 2012). Na zona urbana de Goiania, Estado de Goias, a soroprevaléncia do virus Mayaro
foi positiva em 56% do total de 75 pacientes testados pelo método de detec¢do de anticorpos
em laboratorio (BRUNINI et al., 2017).

O diagnostico da febre Mayaro é dificultado pela grande similaridade das
manifestacdes clinicas com outras arboviroses endémicas, resultando na subestimativa dos
casos em fun¢do de uma vigilancia epidemiolégica negligenciada (MOTA et al., 2015). Estima-
se que em torno de 1% dos casos de Dengue ao Norte da América do Sul tenham, de fato,
sido casos de febre Mayaro (FORSHEY et al., 2010). Assim, a identificag&o da infecgéo pelo
virus Mayaro deve ser baseada no quadro clinico, no histérico epidemiolégico e por meio de
testes laboratoriais especificos (VIEIRA et al., 2015).

Testes sorolégicos e moleculares podem ser utilizados para diagnosticar a febre
Mayaro. Apenas um método é considerado padrédo ouro e consiste no isolamento viral a partir
de amostras de sangue. Nesse teste, o0 virus é cultivado em células do mosquito Aedes
albopictus (C6/36), células de mamifero (VERO — African Green Monkey Kidney) ou por
inoculagdo intracerebral em camundongos. Além da complexidade do teste, outra
desvantagem é o fato de que o sucesso no diagnéstico correto depende de a coleta de sangue
ter sido realizada durante o curto periodo virémico da infeccdo por Mayaro, de

aproximadamente 6 dias (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012) e o
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desenvolvimento dos efeitos citopéaticos requer pelo menos 3 dias (FIGUEIREDO;
FIGUEIREDO, 2014). Além disso, alguns fatores contribuem para a dificuldade no isolamento
do virus, como as baixas titulagdes durante a viremia e a degradacéo do RNA viral (ZUCHI et
al., 2014).

O teste de Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (RT-
PCR) é um teste molecular para febre Mayaro com menor complexidade, maior rapidez no
diagnodstico e custo mais acessivel. Nesse caso, sdo utilizados primers para Alphavirus
(BRONZONI et al., 2004) ou primers especificos para o virus Mayaro (FRIEDRICH-JANICKE
et al., 2014). Porém, sua principal desvantagem é que as amostras biolégicas precisam ser
coletadas durante o periodo virémico. Além disso, a sensibilidade na técnica de PCR, tanto
convencional como de Tempo Real (QPCR), pode sofrer influéncia da eficiéncia na extracéao
do RNA viral e suas condi¢cdes de armazenamento até a realizacao do teste (BRONZONI et
al., 2004; VALONES et al., 2009).

Quando o paciente esta fora do periodo virémico, o diagndstico laboratorial sorolégico
€ a Unica técnica possivel de ser empregada (NEUMAYR et al., 2012). Para a febre Mayaro,
ensaios de inibicdo da hemaglutinacéo (COIMBRA et al., 2007) ou ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) utilizando células infectadas como antigenos (MOURAO et al., 2012) s&o capazes de
detectar anticorpos. Anticorpos do tipo IgM podem ser detectados apds 3 dias do inicio dos
sintomas e persistirem até 3 meses. Apos esse periodo, o IgM é substituido pelo IgG e pode
persistir por anos (MOTA et al., 2015).

O ensaio de inibicdo de hemaglutinagédo tem sido comumente utilizado no diagndstico
do virus Mayaro devido ao seu baixo custo, sensibilidade e facil execugdo. No entanto, o teste
exige duas amostras de sangue do paciente e a utilizacdo de hemacias de ganso para sua
realizag&o. Por outro lado, o método ELISA apresenta alta sensibilidade, sendo recomendado
pela Organizagdo Mundial da Saude pelo seu alto desempenho. Embora tenha as vantagens
de facil execucdo e baixo custo, o ELISA pode ndo detectar a doenca em caso de infeccéo
secundaria quando os niveis de IgM apresentam-se mais baixos (COIMBRA et al., 2007)
Mesmo o teste alternativo de Mac-ELISA, que é altamente sensivel para a deteccao de IgM,
apresenta reacdo cruzada com outros Alphavirus, como o Chikungunya, resultando em falso
positivo na presenca de niveis altos do fator reumatoide no soro de pacientes (FIGUEIREDO
et al., 1989).

2.1.3 Parvovirus Humano B19V

O Parvovirus humano B19V foi casualmente identificado na Inglaterra em 1975 por
Yvonne Cossart, durante uma analise do soro de doadores de sangue, com a finalidade de
detectar a presenca do antigeno de superficie do virus da hepatite B (COSSART et al., 1975).

Seu nome tem origem no codigo da amostra de soro em que foi descoberto, correspondendo
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ao numero 19 no painel B (HEEGAARD; BROWN, 2002). O B19V é um virus de DNA
classificado na familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Erythrovirus (SIEGL et
al., 1985). Em 2002 foram descritos os gendétipos 1, 2 e 3 (GARCIA et al., 2009).

O B19V causa miriades de doencas clinicas e, devido a falta de conhecimento e ao
impacto clinico indeterminado, torna-se um agente patogénico de preocupacao global
(KISHORE; KISHORE, 2018). O gendtipo 1 apresenta distribuicdo mundial (HUBSCHEN et
al., 2009), enquanto o genotipo 2 é restrito a Europa (NORJA et al.,, 2006) e o 3 tem
prevaléncia na Franca, em grande parte do continente africano, bem como na América do Sul
(PARSYAN et al., 2007). Andlises filogenéticas mostram que o ancestral comum mais recente
de todas as variedades data do inicio de 1800, revelando uma associagéo de longo prazo com
seres humanos (MUHLEMANN et al., 2018).

O ciclo de vida do B19V, como os de outros virus de DNA n&o envelopados, inclui a
ligag&o do virus aos receptores da célula hospedeira, internalizagéo, translocacdo do genoma
para 0 nucleo do hospedeiro, replicacdo de DNA, transcricdo de RNA, montagem de
capsideos, empacotamento do genoma, e finalmente, lise celular com liberagéo dos virions
maduros (HEEGAARD; BROWN, 2002). O parvovirus humano B19V infecta células
progenitoras eritréides humanas na medula 6ssea, causando a morte celular. A replicagéo do
B19V em uma célula progenitora eritrdide é, provavelmente, mediada pelo antigeno P em
combinagdo com integrinas, sendo, apos, translocado para o citoplasma por endocitose. O
desencapsulamento ocorre no citoplasma e o DNA viral é transportado para o nlcleo, onde a
replicacdo e a transcricdo ocorrem. Apos a tradugdo das proteinas virais no citoplasma, eles
sédo transportados de volta ao nlcleo, onde ocorre a montagem dos virions em grandes corpos
de inclusdo. O B19V deixa a célula por lise e causa um pronunciado efeito citopatico na
medula 6éssea (SLAVOV et al., [s.d.]).

Estudos sugerem que ha uma maior circulacao viral deste virus na primavera e inicio
do verdo, com ciclos epidémicos que ocorrem a cada 4-5 anos (GALLINELLA, 2013). O B19V
€ um agente infeccioso viral associado a varias condi¢des clinicas importantes, tanto em
criangas quanto em adultos. Sua transmissdo ocorre pela via aérea, hematogénica e
transplacentaria durante a infeccdo aguda na gravidez (ORNOY; ERGAZ, 2017). A infeccao
pelo B19V foi associada a hidropisia fetal em mulheres gravidas, crise aplastica transitéria em
pacientes com doenca falciforme e aplasia eritrocitdria pura cronica em pacientes
imunocomprometidos. Além disso, o surgimento de miocardite, sindrome da fadiga crénica e
muitas doencgas autoimunes ja foram associadas a infec¢ao pelo B19V (ZOU et al., 2018).

Apés sua disseminacgdo pela corrente sanguinea, o DNA viral do B19V pode estar
presente em diversos 6rgaos do corpo humano, incluindo coragéo, rins, testiculos, além dos
tecidos sinovial e linfatico (PYORIA et al., 2017). Durante a fase virémica da infeccéo, que se
inicia cerca de seis dias ap6s a exposicdo, o virus B19V pode ser detectado tanto por

amostras de saliva quanto de sangue. Em um estudo com crian¢cas menores de 12 anos com
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exantema, o DNA do virus foi detectado no fluido oral em 17 de 25 criancas que apresentavam
resultado positivo para IgM, incluindo duas que apresentavam resultado negativo para o
anticorpo. O uso desse espécime no diagnéstico de infec¢bes agudas por B19V é considerado
uma alternativa adequada uma vez que a coleta ndo é invasiva e o material é de facil
manipulacdo (BODEWES et al., 2019).

Usualmente, o diagnéstico laboratorial utilizado apara B19V é realizado através de
testes sorolégicos e da avaliacdo da presenca de DNA. Os anticorpos IgM aparecem uma
semana apos a infeccao, persistindo por duas a trés semanas e os anticorpos IgG ndo séo
muito Uteis devido a variacdo entre individuos. Segundo Lamont et al. (2011), ensaios
comercialmente disponiveis para parvovirus B19V apresentam alta variacao de sensibilidade
e especificidade, o que pode levar ao erro durante o diagnostico de infeccdo como ocorre com
os virus do sarampo e rubéola. O estudo relatou claramente a variacdo na especificidade
entre cinco testes diferentes para a detec¢do de anticorpos para B19V, variando entre 94% e
70,1% (LAMONT et al., 2011).

A técnica de isolamento viral, através de meios de cultura celular, é mais complexa e
clinicamente inviavel. Os métodos de hibridizagdo de DNA e amplificagdo de genes sdo
confiaveis, especialmente no diagnoéstico de infecgdo recorrente ou persistente, uma vez que
a producéo de anticorpos pode estar ausente ou minima nestes pacientes (SIM et al., 2019).
Em um estudo para investigar B19V em pacientes com neoplasias hematoldgicas utilizando
0os métodos de PCR em tempo real e ELISA foi observada uma diferenca significativa no
namero de pacientes positivos. O DNA do B19V foi detectado em 26 de 70 pacientes (36,14%)
e em 3 de 20 controles (15%) por PCR em tempo real, enquanto que os anticorpos IgM anti-
parvovirus B19V foram detectados em 9 de 70 pacientes (12,6%) e em 2 de 20 controles
(10%) (ZAKI, 2012). As infec¢cbes podem ser assintomdticas ou apresentar sintomas
inespecificos, enquanto os sintomas tipicos atribuidos a infeccao pelo B19V podem ser o
resultado de outras infeccBes. O diagnostico preciso depender4d de uma abordagem
multiparamétrica, combinando tanto quanto possivel a deteccdo molecular de componentes
virais e a deteccao imunolégica de anticorpos especificos para virus (GALLINELLA, 2013).

No Brasil, os primeiros estudos sobre a infec¢do pelo parvovirus humano B19V
ocorreram no final da década de 1980. A primeira mencao a infeccao pelo virus no pais parece
ter sido feita por Yoshida e Gaspar, apds deteccdo de anticorpos em alguns doadores de
sangue do Rio de Janeiro, em 1983. Dois anos depois, também no Rio de Janeiro, outro
estudo encontrou anticorpos anti-B19V por radioimunoensaio em trés soros de mulheres
gravidas, com suspeita de infecgéo por rubéola (DA SILVA CRUZ et al., 1989).

Entre 1984 e 1987, na cidade de Belém, Estado do Para, casos de infec¢éo pelo B19V
foram associados pela primeira vez & doenca exantematica por (BRASIL. MINISTERIO DA
SAUDE, 1988) e ao eritema infeccioso por Miranda, Linhares e Shirley (1989). Outro estudo,

também pioneiro, foi conduzido no municipio do Rio de Janeiro por Silva Cruz et al. (1989) no
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qual foi identificada a presenca do virus no plasma de doadores de sangue assintomaticos.
De acordo com o estudo de Nascimento et al. (1990), ao serem analisadas amostras coletadas
no Rio de Janeiro entre 1984 e 1985, foi observada taxa de prevaléncia superior a 72% para
o B19v.

Em outro estudo, ao avaliar a soroprevaléncia do virus na area urbana de Belém e em
comunidades indigenas, Freitas et al. (1990) evidenciaram uma frequéncia de positividade
quatro vezes menor nas areas indigenas (4,7-10,7%) que a registrada em Belém. Sendo
estimado que um quarto dos exantemas ocorridos na capital paraense ndo atribuidos ao
sarampo, rubéola e arbovirus foram causados pelo parvovirus B19V.

Um dos primeiros estudos de caracterizacdo molecular do B19V foi realizado no
municipio de Niteréi, Estado do Rio de Janeiro, no qual foram analisadas amostras de soro
coletadas durante um periodo de 10 anos (1996-2006) de 131 pacientes com doenca
exantematica. O estudo revelou que 31 sequéncias pertenciam ao subgenétipo 1la (Gla) do
genotipo principal 1 e uma sequéncia foi caracterizada como subgendétipo 3b (G3b) (CUBEL
GARCIA et al., 2017). Um resultado parecido foi obtido no estudo de Gama et al. (2017), onde
foram analisadas amostras de doadores de células-tronco alogénicas durante o periodo de
janeiro de 2008 a maio de 2013 pelo método de semi-nested PCR. As amostras de 8 doadores
tiveram resultado positivo para o parvovirus B19V e, apés reconstrucdo filogenética, foi
observado o predominio do genétipo 1a, enquanto o genétipo 3b foi detectado em 2 pacientes.

Outros estudos também mostraram um predominio do genétipo 1a no Brasil. Em Séo
Paulo, por exemplo, um estudo investigou B19V em pacientes com leucemia para determinar
a frequéncia molecular das variantes do virus. Dos 40 participantes, 25 (62,5%) estavam
infectados com o gendtipo 1a e 15 (37,5%) com o gendtipo 3b. Além disso, a analise
filogenética de outras regides revelou que 12 dos 40 pacientes (30%) com leucemia estavam
co-infectados com os genotipos 1a e 3b (COSTA et al., 2013). No estudo de Conteville et al.
(2015), um estudo revelou o primeiro genoma completo de um genétipo 1la do B19V de um
caso fatal de um menino de 12 anos no Rio de Janeiro, com suspeita de infec¢éo por dengue.
O genoma foi obtido de uma amostra de soro por abordagem metagendmica usando
sequenciamento de alto rendimento.

No Norte do pais, na cidade de Tefé, Estado do Amazonas, um estudo investigou a
infeccdo pelo B19V em criangas com doenca febril aguda que eram negativas para maléria e
dengue. Ao todo, oito amostras (18,2%) foram consideradas PCR positivas. A analise
filogenética da proteina 2 do capsideo principal (VP2) e da regido codificadora de VP3 mostrou
alta similaridade com o genétipo 1 (FIGUEIREDO et al., 2019).

De acordo com Oliveira et al. (2017), o gendtipo 1a € mais prevalente no Norte da
Europa, enquanto gendtipo 2 parece estar restrito a pessoas nascidas antes de 1970, e 0

gendtipo 3 ocorre predominantemente em pessoas da Africa Ocidental, Franca e Brasil.
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Entretanto, a diversidade genética do B19V pode depender da localizacdo geogréfica e do
ano de isolamento dos pacientes.
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CAPITULO 1

Perfil sociodemografico de pacientes com sindrome febril
aguda indiferenciada atendidos no sistema publico de

saude na regiao do baixo amazonas, Para
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CAPITULO 1 - PERFIL SOCIODEMOGRAFICO DE PACIENTES COM SINDROME
FEBRIL AGUDA INDIFERENCIADA ATENDIDOS NO SISTEMA PUBLICO DE
SAUDE NA REGIAO DO BAIXO AMAZONAS, PARA

RESUMO

A febre aguda indiferenciada consiste em um dos principais motivos de procura ao sistema
de saude, sendo habitualmente causada por agentes infecciosos virais ou bacterianos. Uma
vez que muitas patologias infecciosas tém carater autolimitado e evoluem de forma benigna
na maioria dos pacientes, os diagnosticos acabam restritos a avaliacdo clinico-
epidemioldgica, o que pode resultar na subnotificacdo de casos positivos, dificultando assim
acoes efetivas e tempestivas no combate as doencas infecciosas. Este estudo teve o objetivo
de determinar o perfil sociodemografico de pacientes com sindrome febril aguda
indiferenciada e diagnosticados com suspeita de dengue, atendidos na rede publica de saude
na regido do Baixo Amazonas. Foram analisados os dados clinicos e sociodemogréficos de
152 individuos que acessaram o sistema publico de salde de Santarém nos anos de 2016, e
de 2018 a 2020, provenientes dos municipios de Alenquer, Itaituba e Santarém no Estado do
Para, Brasil. Trata-se de um estudo longitudinal descritivo retrospectivo em base documental.
Os dados foram colhidos em fichas/prontuérios disponibilizados pela Secretaria Municipal de
Saude de Santarém, tabulados e analisados por estatistica descritiva com base nas
frequéncias absolutas e relativas, segundo variaveis sociodemograficas. Na regido do baixo
amazonas, a maioria dos casos de sindrome febril indiferenciada ocorreu em pacientes
adultos, residentes da zona urbana de Santarém, sem diferenca entre géneros. A febre,
cefaleia e a mialgia foram os sintomas mais comuns nos pacientes, sendo inespecificos para

a distingcdo dos agravos sem o auxilio de exames laboratoriais.
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1. INTRODUGAO

A febre aguda indiferenciada consiste em um dos principais motivos de procura ao
sistema de saude (CROCETTI; MOGHBELI; SERWINT, 2001). Raramente a febre € um sinal
clinico isolado, estando frequentemente acompanhada de outros sintomas, e sua intensidade
reflete a resposta imune do paciente (MURAHOVSCHI, 2003). Quando sua duracéo é superior
a 24 horas e inferior a 7 dias, € denominada sindrome febril aguda, sendo habitualmente
causada por agentes infecciosos virais ou bacterianos (SIMMONS, 2012).

Em paises tropicais como o Brasil, onde as patologias causadas por virus sdo muito
difundidas, ressalta-se um grande obstaculo no diagndstico preciso e na identificacdo dos
agentes infecciosos (MONTEIRO et al., 2014). Isso ocorre devido ao reduzido nUmero de
exames laboratoriais realizados quando h& suspeita de doencas infecciosas, 0 que esta
relacionado com a baixa disponibilidade de exames mais conclusivos, especialmente em
areas mais remotas. Uma vez que muitas doencas infecciosas tém carater autolimitado e
evoluem de forma benigna na maioria dos pacientes, os diagnésticos acabam restritos a uma
avaliacdo clinico-epidemioldgica, o que pode resultar na subnotificacdo de casos positivos,
dificultando assim acdes efetivas e tempestivas no combate as doencas infecciosas
(GUNDUZ et al., 2016; RAAFAT; BLACKSELL; MAUDE, 2019).

No Brasil, as arboviroses de ciclo urbano apresentam um complexo cenario
epidemioldgico que impde um grande desafio na gestao de saude publica. No caso da dengue,
por exemplo, quatro sorotipos sédo reconhecidos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), os
guais podem ocorrer simultaneamente, como acontece no Estado de S&o Paulo, levando ao
aumento do potencial epidémico.

Além do virus da dengue, os virus Mayaro, Chikungunya e Zika passaram a compor 0
cenario das arboviroses emergentes no pais. Considera-se caso suspeito de dengue todo
paciente que apresenta doenca febril aguda, com duragdo méaxima de 7 dias, acompanhada
de pelo menos dois dos sintomas: cefaleia, dor retro-ocular, mialgia, artralgia, prostragéo ou
exantema (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2016). O diagndéstico da dengue é dificultado
pela grande similaridade das manifestagfes clinicas com outras doencas endémicas febris,
como Chikungunya, Zika, Febre Amarela, Febre Mayaro, Malaria, entre outras. Outros
agentes como, por exemplo, o parvovirus humano B-19V, também podem levar a
manifestacdes clinicas similares aos das arboviroses citadas, 0 que torna ainda mais
complexo o cendrio epidemioldgico (GALLINELLA, 2013).

Em 2018, o Levantamento Réapido de indices para Aedes aegypti (LIRAa) apontou que
101 cidades do Estado do Para estavam em situacao de alerta ou risco de surto de Dengue,
Zika e Chikungunya, dentre as quais, Santarém. Neste municipio, surtos e epidemias de
dengue ocorrem com frequéncia. Diante disso, a cocirculacdo viral deve ser considerada,

sendo possivel a coinfeccdo Dengue-Zika e eventualmente Chikungunya-Zika (DUPONT-
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ROUZEYROL et al., 2015). Casos de febre Mayaro também tém sido identificados em
diferentes municipios do Estado do Para (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2019a). Por
outro lado, em meados dos anos de 1990 foi estimado que ¥4 dos exantemas ocorridos em
Belém foram causados pelo parvovirus humano B19V (FREITAS et al., 1990) e entre 1994 e
2000 mais de 47% dos pacientes com artropatias apresentaram anticorpos especificos para
IgM e/ou IgG e presenca de DNA viral de B19V nesta mesma cidade (FREITAS et al., 2002).
Contudo, estudos mais recentes que determinem a prevaléncia do B19V no Para séo
inexistentes. Neste Ultimo caso, a infeccdo por este virus tende a ser amplamente
negligenciada, uma vez que esta patologia ndo compde o Sistema de Informacéo de Agravos
de Notificacdo (SINAN) empregada pelo Ministério da Saude, como ocorre com a dengue e
mais recentemente para a febre de Chikungunya e Zika.

Segundo os boletins epidemiolégicos divulgados pelo Ministério da Saude, nos ultimos
anos (2015 a 2020) as regides Sudeste e Nordeste do Brasil tém figurado entre as areas mais
afetadas para Dengue, Chikungunya e Zika, estando a regido Norte entre as areas com menor
incidéncia nacional (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2016; 2017; 2018; 2019b; 2020a;
2020b;2021). Contudo, somente o Estado do Para concentrou, em média, 24% dos casos de
Dengue, 60% de Chikungunya e 36,8% de Zika de toda a regido Norte, dentro do total de
aproximadamente 240 mil casos provaveis nesse periodo. Cabe ressaltar que, enquanto o
namero de casos de dengue tem reduzido nos dltimos trés anos, arboviroses emergentes
como Zika e Chikungunya cresceram fortemente no Par4d. Um dos fatores que pode estar
relacionado a isso é a imprecisdo no diagndstico.

Doencas virais representam um dos principais problemas sanitarios em paises
tropicais. Sendo as manifestacdes clinicas inespecificas para a maioria dessas doencas, ha
uma grande dificuldade e complexidade na identificagdo etiologica frente a diversidade de
virus existentes (MONTEIRO et al., 2014). Dada a amplitude territorial do Brasil, com suas
propor¢des continentais, o controle de doencas febris em escala nacional € um desafio sem
precedentes. Nesse sentido, agfes realizadas em escala regional tém valor significativo, uma
vez que auxiliam: 1) na identificacao dos principais agentes etioldgicos circulantes, de novas
variantes e de novos patdgenos de importancia epidemioldgica; 2) na determinagédo da
frequéncia dos principais agravos relacionados a sindrome febril aguda; e 3) na determinacao
de areas endémicas que demandam maior atencdo no ambito da vigilancia epidemioldgica.
As aclOes regionais também favorecem a elaboracdo de protocolos direcionados para a

identificacdo viral e o tratamento mais rapido e eficaz.
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2. OBJETIVO

Caracterizar o perfil sociodemografico de pacientes com sindrome febril aguda
indiferenciada e diagnosticados com suspeita de dengue, atendidos na rede publica de saude

na regido do Baixo Amazonas.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem e Coleta de Dados

Foram analisados os dados clinicos e sociodemograficos de 152 individuos
provenientes dos municipios de Alenquer (1° 56' 33" S, 54° 44' 15" O), Itaituba (4° 16' 9" S,
55° 59' 23" O) e Santarém (02° 26'34"” S, 54° 42’ 28” O) no Estado do Par4, Brasil. Trata-se
de um estudo longitudinal descritivo retrospectivo de natureza quantitativa em base
documental. Os dados foram colhidos em fichas/prontuarios disponibilizados pela Divisdo de
Vigilancia em Saude (DIVISA), do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ), Secretaria
Municipal de Saude (SEMSA), Santarém, PA, Brasil. A amostra foi composta por pacientes
gque acessaram o sistema publico de saude de Santarém nos anos de 2016, 2018, 2019 e
2020. Os pacientes atendidos em 2017 n&o foram incluidos devido ao baixo volume das
amostras laboratoriais. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto Esperanca de Ensino Superior - IESPES (Protocolo n® 3.149.097).

3.2 Critérios de Excluséo

Foram excluidos pacientes menores de um ano de idade e aqueles que manifestaram
febre com duragédo maior que 14 dias acompanhada de dois ou mais dos seguintes sintomas
inespecificos: cefaleia, mialgia, dor retro ocular, fotofobia, astenia, anorexia e mal-estar geral.
Também foram excluidos pacientes com dados faltantes na ficha de notificagdo compulséria

e agueles cujas amostras de soro eram menores que 200 microlitros.

3.3 Analise de Dados

Foram consideradas varidveis sociodemograficas: idade (anos), género (masculino,
feminino, outro), municipio de residéncia e area de residéncia (zona urbana, zona rural). A
idade dos participantes foi estratificada em classes de 10 anos, a saber: 1 a 10 anos; 11 a 20
anos, 21 a 30 anos, 31 a 40 anos, 41 a 50 anos, 51 a 60 anos e acima de 61 anos.
Adicionalmente foram consideradas outras informacdes colhidas no ato do ingresso no

sistema publico de saude municipal, tais como gravidez e nimero de dias de sintomas. Os
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dados clinicos registrados foram: febre, cefaleia, mialgia, nduseas, artralgia intensa e dor retro
ocular.

Os dados foram tabulados em planilha eletrbnica com uso do programa MS Excel, e
submetidos a analise por estatistica descritiva com base nas frequéncias absolutas e relativas.
A média e o desvio padrdo foram calculados para todas as varidveis continuas com auxilio do
software PAST (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Os resultados foram analisados a partir

de tabelas e gréficos.

4. RESULTADOS

4.1 Perfil sociodemografico

Os pacientes (n=152) atendidos com suspeita de dengue no sistema publico de saude
na regido do baixo amazonas entre os anos de 2016 e 2018-2020 eram habitantes dos
municipios de Alenquer (n=25), Itaituba (n=24) e Santarém (n=103), sendo a maioria (90,1%)
residentes da area urbana, média de idade de 33,0 anos e com uma pequena variacdo
percentual entre homens (46,7%) e mulheres (53,3%). Os casos variaram na faixa etaria de 1
ano até idade a 69 anos, sendo que o maior nimero de casos ocorreu em pacientes com
idade entre 31 e 40 anos, seguido de 21 a 30 anos, correspondendo a 41,45% do total
amostral. O menor percentual de casos ocorreu em criangas com idade menor ou igual a 10
anos (5,92%) e em idosos com idade superior a 60 anos (3,95%). Os pacientes residentes em
Alenquer apresentaram média de idade superior (39 anos), sem registro de casos em
criangas. Diferengas quanto & media de idade também foram observadas entre residentes da
zona urbana (33 anos) e da zona rural (22 anos) (Tabela 1.1).

Diferencas no niumero de casos entre 0s géneros puderam ser observadas em cada
ano amostrado. De forma geral, com exce¢éo de 2018, o percentual de casos femininos foi
maior do que o de casos masculinos, principalmente no ano de 2020 quando 30% de todos
0S casos ocorreram neste grupo. Gestantes foram representadas por seis casos nos anos de
2016 (n=2) e 2020 (n=4). Houve maior percentual de casos femininos na classe etaria de 31
a 40 anos (21%), seguido de 41 a 50 anos (19,8%). Dentre os individuos masculinos, houve
maior nimero de casos nas classes etarias de 21 a 30 anos e de 31 a 40 anos, sendo que
cada uma totalizou 22,5% do total da amostra (Figura 1.1). Também foi possivel observar
tendéncia a um maior numero de casos masculinos entre 1 e 40 anos, enquanto 0S casos
femininos foram superiores entre 41 e 60 anos. Dentre os idosos (> 60 anos), 0s casos

masculinos foram duas vezes mais frequentes em homens do que em mulheres.
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Variaveis

Sociodemograficas

Categoria

n (%)

Minimo — Maximo (Média + DP)

Municipio de residéncia

Area de residéncia

Santarém
Alenquer
ltaituba

Zona urbana

103 (67,76%)
25 (16,44%)
24 (15,78%)

137 (90,13%)

1-69 anos (33,12 + 15,66)
15 — 66 anos (39,14 + 14,49)
10 — 61 anos (29,58 + 14,61)

1-69 anos (33,69 + 15,39)

Tabela 1.1. Caracterizacédo sociodemografica de pacientes com sindrome febril aguda indiferenciada na regido do
Baixo Amazonas — PA, Brasil, nos anos de 2016 e de 2018 a 2020.

Zona rural 10 (6,57%) 1-52 anos (22 £ 13,76)
Mao informado 5 ({3,28%) 23 -59 anos (38 + 14 97)
. Masculino T1(46,71%) 1-69 anos (31,91 £ 16,42)
Geénero
Feminina 8153 28%) 8 — 64 anos (34,10 + 14 60)
=10 anos 9 (5,82%) 1-10anos (6,11 + 3,85)
=11= 20 26 (17 ,11%) 11— 20 anos (15,35 + 2 65)
=21= 30 30 (19,74%) 21—30anos (2550 = 3 56)
=31= 40 33(21,71%) 31 —40 anos (3527 +£298)
ldade (anos)
=41= 50 27 (17 76%) 41— 50 anos (44,89 + 2 98)
=51= 60 16 (10,53%) 52 —59 anos (54,88 +1,75)
=60 6 (3,95%) 61— 69 anos (64,17 + 3,06)
Mao informado 5(3,29%)
33 1 OFeminino
30 - EMasculino
3'_5' 25
a
= 20 -
)
[T
&
o 15
L
o
10
5 -
':I T T T
=10 anos 11a20 21a30 31a40 41a50 51 a60 = G0 anos

Figura 1.1. Distribuicdo de casos de doenca febril aguda indiferenciada (n=152) na regido do Baixo Amazonas —
PA, Brasil, nos anos de 2016 e de 2018-2020, segundo a faixa etaria e género.
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4.2 Sintomas

Febre, cefaleia e mialgia foram os sintomas mais frequentes em todo o0 grupo
estudado, com frequéncia maior que 60% do total de pacientes. O conjunto de sintomas
relatados pelos pacientes diferiu entre os géneros (Figura 1.2). Cefaleia, mialgia, artralgia e
dor retro-orbital ocorreram com maior frequéncia no sexo feminino e a febre e a nausea foram
mais relatadas no sexo masculino.

Com relacao as classes etarias, houve variacdo na frequéncia relatada de sintomas.
A febre ocorreu em mais de 87% dos pacientes nas faixas etérias < 10 anos e de 51 a 60
anos, enquanto nas demais classes etarias a frequéncia desse sintoma variou de 65 a 72,7%
(Figura 1.3). A cefaleia e a mialgia foram menos frequentes em criangas menores de 10 anos.
A artralgia e a dor retrorbital ndo foi relatada entre pacientes > 60 anos e teve baixa frequéncia
em criangcas menores de 10 anos. A artralgia foi mais frequente em paciente na faixa etaria

entre 51 e 60 anos e a dor retrorbital foi frequente em pacientes entre 31 e 60 anos.

oDor retrorbital
CArtralgia

mNausea
mMialgia
@ Cefaleia
mFebre

Feminino

Sintomas

Masculino

0 10 20 30 40 50 50 70 80 90 100

Frequéncia (%)

Figura 1.2. Frequéncia dos sintomas apresentados pelos pacientes com sindrome febril aguda indiferenciada na
regido do Baixo Amazonas — PA, Brasil, nos anos de 2016 e de 2018 a 2020, segundo género.
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Figura 1.3. Frequéncia dos sintomas apresentado pelos pacientes com sindrome febril aguda indiferenciada na

regido do Baixo Amazonas — PA, Brasil, nos anos de 2016 e de 2018 a 2020, segundo faixa etéria.
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5. DISCUSSAO

A sindrome febril aguda indiferenciada esta associada com diversas doencas virais,
inclusive arboviroses de ciclo urbano como a dengue. Na regido do baixo amazonas,
observamos que os casos atendidos no sistema publico de saude com sindrome febril e
suspeita de dengue sdo de residentes de areas urbanas, ndo havendo diferenca entre
géneros. Diversos estudos tém sugerido que diferencas quanto ao género ndo estdo
associadas com maior fator de risco para infeccdo (BRAGA et al., 2010; SIQUEIRA et al.,
2004; TEIXEIRA et al., 2002; VAN BENTHEM et al., 2005; YIK et al., 2009). Assim, € mais
provavel que as variagcfes entre anos observadas com relacdo ao género feminino tenham
ocorrido ao acaso ou estejam associadas com outros fatores ndo identificados neste
levantamento, como por exemplo, a exposicdo a ambientes de maior incidéncia de mosquitos
devido ao trabalho ou outras atividades exercidas.

De modo geral, os casos foram concentrados em trés faixas etarias: uma mais jovem,
entre 21 e 30 anos, com representatividade mais proeminente de individuos do sexo
masculino, outra adulta, entre 31 e 40 anos, representada por ambos 0s géneros e outra mais
madura, entre 41 e 50 anos, representada pelo sexo feminino. E interessante notar que as
trés faixas etarias compreendidas entre 21 e 50 anos representaram em torno de 59% do total
da amostra, enquanto uma Unica classe, a de jovens entre 11 e 20 anos, representou 17% do
total. Os dados sociodemogréaficos também mostraram que idosos (acima de 60 anos) e
criancas de até 10 anos representaram apenas 9% do total amostral, 0 que sugere menor
exposicdo desse grupo a agentes virais ou maior incidéncia de casos assintomaticos,
provavelmente em criangas.

Febre, cefaleia e mialgia foram os sintomas mais frequentes nos pacientes, com pouca
variagdo entre os casos avaliados. Estes sintomas, embora sugestivos de doengas virais, sao
inespecificos, e néo permitem um diagndstico conclusivo sem o auxilio de exames
laboratoriais. A analise sintomatologica também ressalta que criangas menores de 10 anos e
idosos maiores de 60 anos manifestam os sintomas de forma diferenciada das demais classes
etérias, sendo a febre o sintoma mais frequente. As informacdes aqui apresentadas também
ressaltam a grande importancia do preenchimento adequado e rigoroso da ficha de notificagdo
da dengue do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) fornecida pelo
Ministério da Saude. Isso poderia contribuir substancialmente para a producédo de valiosos
metadados capazes de tracar o perfil sintomatolégico em diferentes regiées do Brasil,
auxiliando estudos epidemiolégicos frente a grande variedade de arboviroses nos paises

tropicais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Na regido do baixo amazonas, a maioria dos casos de sindrome febril indiferenciada
ocorreu em pacientes adultos, residentes da zona urbana de Santarém, sem diferenca entre
géneros. A febre, cefaleia e a mialgia foram os sintomas mais comuns nos pacientes que
compBem a amostra estudada, sendo inespecificos para a distingdo dos agravos sem o auxilio

de exames laboratoriais.
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Abstract

Introduction: Mayaro virus (MAYV) was found in Para state, Brazil, in 1955. Since then, sporadic outbreaks have occurred in different
regions of the country. Methods: Serum sample were collected from 49 individuals in 2016 and were initially tested for dengue virus
(DENV) by real-time (RT) polymerase chain reaction (PCR). DENV-negative samples were tested for MAYV and Oropouche virus
(OROV) by multiplexed RT quantitative PCR. Results: All samples were negative for DENV and OROV, but MAY'V was detected
in four samples. Conclusions: Differential diagnoses of acute febrile syndrome are required, especially in regions where several

arboviruses with similar clinical manifestations are endemic.

Keywords: Arbovirus. Mayaro virus. Molecular diagnosis. Real-Time Polymerase Chain Reaction.

Arboviruses represent a threat to public health in several countries.
In Brazil, the most important arboviruses with the potential for
dissemination are dengue, chikungunya, and Zika, in addition to
the yellow fever virus'. However, other neglected, emerging, or
re-emerging arboviruses, such as those belonging to the Togaviridae
and Peribunyaviridae families, are also important. The Mayaro virus
(MAYV), part of the Togaviridae family, belongs to the group of
alphaviruses called the Semliki Forest Complex, which includes the
Una, Bebaru, chikungunya, Getah, Ross River, Igbo-Ora, O'nyong-
Nyong, Sagyama, and Semliki Forest viruses®. MAYV infection
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causes a chikungunya-like febrile syndrome with arthralgia/arthritis
lasting for 2 weeks, which may likely be misdiagnosed as dengue
and chikungunya fever due to their similarities®. The symptoms range
from mild to severe and may present with headache, rash, myalgia,
arthralgia in the large joints, and sometimes arthritis. MAY'V can
produce severe complications, such as intermittent fever, neurological
complications, myocarditis®.

MAYV transmission occurs in the enzootic cycle, mainly
involving wild Haemagogus janthinomys mosquitoes and
mammalian vertebrate hosts. However, the virus also uses vectors
of the genus Aedes, as observed for yellow fever, through genetic
mutations of the virus. Moreover, it can spread in urban regions
through contaminated birds and humans’.

Due to the similarity of the clinical aspects of MAYV infection
with other arbovirus infections, the correct diagnosis of this disease
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may be difficult, hindering the magnitude and frequency of outbreaks
until they are considered sporadic since the MAYV true infected
patient may be misdiagnosed as a dengue or chikungunya one.
The method most commonly used for MAYV detection is antibody
serology. However, this method may be affected by the occurrence
of cross-reactivity with other members of the Alphavirus genus, such
as the Semliki Forest, Getah, Una, and chikungunya viruses®.

Most of the cities in the northemn region of Brazil are close to
forested areas. Even populations in the largest urban areas have
experienced Mayaro fever outbreaks over the last decade, such as Manaus
(Amazonas) in 2007 and Ananindeua, Vigia, and Acard (Pard, PA),
which reported laboratory-confirmed MAY'V cases in 2019°. Permanent
epidemiological and entomological studies should be performed
to determine MAY'V endemic areas and the risk of transmission to
human hosts, especially in areas where the disease has already been
confirmed’. In this study, we detected MAYV in patients with acute
febrile syndrome in western Para state using molecular methods.

The municipality of Itaituba (4° 16' 9" S; 55° 59' 23" W) is
situated in the southwestern region of Para state. Itaituba has
approximately 97,343 inhabitants and is an important economic
hub for gold mining, agribusiness, and forestry products. The
municipality of Alenquer (01° 56' 30" S; 54°° 44' 18" W) is situated
in the Lower Amazon region, with a population of nearly 56,480.

The patients enrolled in this study (n = 49) visited the public health
units of the municipalities of Ttaituba and Alenquer in 2016 with an
acute febrile clinical condition, and blood samples were collected
during the acute phase of infection. Subsequently, sera samples
were sent to the reference hospital for infectious diseases—Tropical
Medicine Foundation Doctor Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD),
Manaus, Amazonas state. Ribonucleic acid (RNA) was extracted
using the QIAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN Biotechnology,
SP Brazil), following the manufacturer’s instructions, and used for
a semi-nested multiplex polymerase chain reaction (PCR) protocol
searching for dengue virus (DENV) RNA®. Samples negative for
DENV were subjected to multiplex real-time quantitative PCR
(RT-qPCR) for MAYV and Oropouche virus (OROV)™. This study
was approved by the Human Research Ethics Committee of Hope
Institute for Higher Leaming - TESPES (Protocol No. 3.149.097).

All samples were negative for DENV (n = 49). Further, all
samples were negative for OROV, but four (8.2%) samples were
positive for MAYV, with a cycle threshold Ct (cycle threshold)
between 34.0 and 36.9 (two males and two females aged between
12 and 45 years). The patients reported fever, headache, myalgia,

nausea, and rash, with only one patients presenting with severe
arthralgia. Two cases had acute febrile syndrome for 4 days, while
the other two cases had acute febrile syndrome for more than 5 days
after the initial onset of symptoms (Table 1). Fischer et al. (2020)"
showed that in previous studies (both for surveillance of malaria
cases), MAYV infection was detected in approximately 10.8% of
the samples tested, and the distribution of cases was similar for both
females and males. Thus, these data are similar to the observations
of the present study.

Our results are in accordance with the data found in the
literature. Lorenz et al. (2017)* characterized MAYV infection by
nonspecific symptoms that persist for 3 to 5 days, which can be
confused with DENV, OROV, chikungunya, and other arbovirus
infections and can affect individuals of all ages.

MAY'V was first isolated in 1954 from forest workers in
Trinidad. In Brazil, the first outbreak of Mayaro fever was reported
in 1955 in the Guama River region, Para state. A huge outbreak
occurred in the municipality of Belterra, western Para state, in 1978.
Since then, sporadic outbreaks have been reported, mainly in the
Brazilian Northern and Midwestern regions®.

It is important to mention that causative agents of severe acute
fever cases remain undiagnosed in most parts of the Amazon
region due to the inherent limitations such as the large territorial
area, low population density, and the logistical and infrastructure
deficiencies of public health services in the region'*. Moreover, the
misdiagnosis of such disease agents can be strengthened, because
several arboviruses endemic to that region (e.g. Dengue, Zika,
Oropouche, and Chikungunya) leads to clinical manifestation of
similar symptoms.

In this study, we observed cases that had symptoms for 4 and
more than 5 days. It is important to highlight the difficulty of
obtaining clinical and epidemiological data. Most epidemiological
questionnaires are not fully completed. However, there are a limited
number of clinicians, particularly in the most distant municipalities.

Through RT-gPCR, we found new MAYV cases that were
undetected in routine diagnostics by public health services
throughout the Amazonregion. Since the clinical features may result
in an inconclusive diagnosis, we reiterate the need for differential
diagnoses, especially in regions where several arboviruses with
similar clinical manifestations are endemic. It will then become
possible to define the real importance of MAYV and other
arboviruses to Brazilian public health.

TABLE 1: Epidemiological and clinical data from MAYV infected patients in the Westemn Para region.

Clinical Features

Sample Code Sex/Age (years) d Fever Headache Myalgia Rash Nausea  Arthralgia Retroorbital pain
ALTI1 FI18 +5 NR NR NR NR NR NR NR
ITB/10 M2 4 Yes Yes Yes Yes Yes Mo No
ITB/15 F/45 +5 Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
B /17 M/15 4 Yes Yes Yes Yes No Mo No

M: male; F: female; d: days of symptom onset; NR: not reported.
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Article History: The human parvovirus B19 (B19V) is an infectious viral agent associated with mild clinical
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dengue virus infection. The serum samples (n=17) were obtained in 2018 from patients attended
by the public health system in Santarém municipality, located in the Amazon region of Brazil.
Samples were submitted to ELISA (IgM) and also nested-PCR, presenting negative results to
dengue virus in all tested samples. However, nested PCR detected five positive samples for
B19V. The patients had fever, headache, and myalgia as the most frequent symptoms. To our
knowledge, this is the first molecular detection of human parvovirus circulation in the west Para
region of Brazil, suggesting that the infection by this virus should be considered in all dengue-like
cases, especially for risk groups like pregnant women.
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INTRODUCTION

The human parvovirus B19 (B19V) is an non-enveloped virus with an
icosahedron capsid and a single-stranded DNA genome classified in
the Erythrovirus genus, Parvoviridae family. It is the only member of
the Parvoviridae family considered pathogenic for human beings
(Siegl ef al. 1985). Curently, there are three B19V genotypes
described which display similar biological, pathogenic and antigenic
properties, establishing a single serotype, being genotype 1
predominantly found worldwide (Servant ef @l. 2002). B19Vis an
infectious agent of global occurrence that can be transmitted through
the respiratory route, hematogenic, and transplacental (Ornoy and
Ergaz 2017), causing diverse clinical manifestations such as benign
self-limiting exanthematous disease, similar to other human
pathologies, but in some cases this virus may be associated with fetal

death (Bonvicini, Bua, and Gallinella 2017).The B19 virus infection
frequently happens during childhood and remains in lower rates
throughout adult life, in such a way that 15% of preschool children,
40% of young adults and 85% of adults display serologic evidence of
past infections (Mage ef al. 2014). The infection caused by B19V is
characterized for two phases. The first is associated to clinical
manifestations common in other nonspecific prodromal infections that
may present fever, myalgia, headache, and chills (Anderson ef al.
1985; Waza, Inoue, and Matsumura 2007), similar to dengue virus
infection. However, the second phase of the disease may include
striking manifestations of infectious erythema, rashes, and arthralgia
(Anderson et al. 1985). Therefore, the clinical diagnosis of B19
parvovirus is usually associated with the second phase of the disease.

In Brazil, the first records of B19 occurred in Rio de Janeiro in 1983,
being observed in blood donors and in pregnant women with
suspected rubella infection (da Silva Cruz ef al. 1989; de Miranda,

CAPITULO 3 - HUMAN PARVOVIRUS IN DENGUE VIRUS NEGATIVE PATIENT
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Linhares, and Shirley 1989). In the same period, the association of
B19V with exanthematic disease and infectious erythema was
observed (de Miranda, Linhares, and Shirley 1989). In Belém, the
biggest city of Para, situated in the east region of the state, about a
quarter of the exanthemas not caused by measles, rubella or arbovirus
was positive to Bl9Vinfection (de Freitas ef al. 1990).
Epidemiological surveillance of B19 infection is limited. To our
knowledge, B19V is rarely tested or even diagnosed in health care,
and therefore the prevalence of this infectious agent is ignored in
populations from endemic areas for arboviruses of related clinical
manifestations (Di Paola ef al. 2019). In the Amazon region, there is
the circulation of acute febrile diseases, such as dengue, malaria and
Mayaro fever (Figueiredo ef al. 2008; Travassos da Rosa 2016;
Saatkamp ef al. 2020). Due to the large similarity of the clinical
manifestations of these diseases with B19-related symptoms, there is
a high probability of underestimating the prevalence of this virus,
especially when the diagnosis is based on merely clinical evaluations
in endemic areas (De Figueiredo ef al. 2019). Furthermore, because of
its widespread around the world, it is likely that the underestimation
of its diagnosis contributes for inflating of the estimate of other
endemic viral diseases with similar clinical symptoms, such as
dengue, affecting the global understanding of the circulation
dynamics of both viruses. In this study, we show evidence of this
underestimation o and discuss the importance of laboratory diagnoses
in endemic areas.

CASE REPORT

The city of Santarém is located on the right bank of the Tapajos River
near the confluence with the Amazonas River, in the west of Para
state, Brazil (02° 26734 ¢ S, 54° 42°28° W). The city of Santarém is
the third largest in the state and its population is estimated at 306,430
inhabitants (https://cidades.ibge.gov.br/brasil/pa/santarem/panorama).
Human serum samples (n=17) were collected from patients treated at
the public health service of Santarém and stored at -20°C in the
Health Surveillance Division of the city.

circulation of B19V in children and adolescents with suspicious of
dengue infection in Tefé, another mid-size city in the Brazilian
Amazon region. Among the positive B19V cases, three were men and
two were women, in ages between 15 to 32 years old. The most
frequent symptoms in these individuals were fever, headache, and
myalgia. Arthralgia and leukopenia, although being reported, were
not predominant symptoms (Table 1). In this study, we identified the
circulation of the human parvovirus B19 in people from Santarém, in
the western region of Para state, Brazil. The infection caused by
B19V was relatively high, representing 29.4% of the samples tested
(n=17). In comparison, a study with 44 serum samples from children
and adolescents aged 6 to 14 years in the municipality of Tefé,
located in the Amazon region, detected 18.2% of B19 positive tests
(De Figueiredo et al. 2019). Also in the Brazilian Amazon region, on
both states of Tocantins and Amapa, a large study with 781 negative
samples for IgM against dengue virus and other similar arboviruses
had detected B19Vin 17% of the plasma pools tested by PCR
(Fahsbender ef al. 2020). In Guaruja, in the southern region of Brazil,
molecular tests showed that 63.2% of patients with dengue suspected
during an outbreak that occurred between 2013 and 2014 had B19V
infection, revealing the concomitant existence of an outbreak of the
two viral diseases (Di Paola ef al. 2019). The percentage difference of
positive B19 samples observed in the study may be derived from
different aspects, among them the difference of dynamics from urban
displacements to the population related to local economic activity, the
seasonality of viral circulation and its relationship with the local
weather, as well as the age structure of the population, between
others. Preschool children, for example, show infections more often,
but throughout adult life, the frequency of infections depends on the
existence of susceptible individuals (Mage ef al. 2014). The positive
results for B19 shown here, as well as in other regions of Brazil,
highlight the importance of molecular diagnosis for viral diseases,
especially during outbreaks, when other pathogens can be circulating,
harming the efficiency of actions taken by public health agents and
sanitary surveillance in the fight against these diseases. Blood
samples from four B19-positive subjects were collected between 6
and 14 days after the beginning of symptoms.

Table 1. Clinical and demographic characteristics from patients positive diagnosed for human B19
parvovirus in Santarém, Para, Brazil

Sample Age/Sex d  Fever Headache Myalgia Arthralgia Leukopenia
27 20/F 6 No Yes Yes No Yes

29 18'M 3 Yes Yes Yes No No

32 32M 7 Yes Yes Yes Yes No

36 15/M 8  Yes Yes Yes No No

1000 22/F 14 Yes Yes Yes Yes Yes

F=female; M= male; d= disease days

This study was approved by the Human Research Ethics Committee
of Institito Esperanga de Ensino Superior — IESPES (Protocol N.
3.149.097). All patientswere clinically screened for suspected dengue
virus infection and the clinical data associated with each individual
was collected from their previous medical record. Firstly, the samples
were investigated for dengue virus using the serological method
ELISA — IgM (Enzyme — Linked Immunosorbent Assay). In addition
to serological tests, we follow the investigation at the Tropical
Medicine Foundation — Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), using
molecular diagnostics by PCR. For dengue virus testing, viral RNA
was extracted using from QILAamp viral RNA Mini-Kit (Qiagen Inc.,
Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instructions, and
used for the semi-nested multiplex PCR (Lanciotti 2003) testing. For
the investigation of B19V, total nucleic acid was extracted using
DNA PureLink viral RNA/DNA Mini-Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) followed by viral genome detection through nested-PCR (de
Mendonga et al. 2008). The product from the second PCR reaction
was subjected to electrophoresis at 100 volts for 30 minutes on 2.5%
agarose gel in 1X TBE buffer with ethidium bromide and visualized
under UV light. All samples were tested negative for the presence of
antibodies to dengue virus, as revealed by ELISA-IgM and negative
for DENV RT-PCR. On the other hand, five individuals tested
positive for B19V. The present study was motivated by the work
developed by Figueiredo ef al. (2019), which also identified the

A single positive patient had a sample collected 3 days before the first
symptoms showed during the acute phase of the disease. The
persistence of viral DNA has been documented after acute infection
in imnmunocompetent and immunodeficient patients, caused by the
failure to neutralize antibodies in the procedure for B19V infection
(Lundqvist et al. 1999; Soderlund-Venermo et al. 2002). The most
common symptoms reported in this study were fever, headache, and
myalgia. In the study by Figueiredo ef al.(2019) fever, headache, and
eyeball pain were predominant between 6 and 14 years of age.
Although with less frequency, this study also reported arthralgia and
leukopenia, confirming the fact that the clinical symptoms presented
by B19V illness are similar to those of dengue and other arboviruses,
as has been reported in other studies (De Figueiredo ef al. 2019).
Thus, the clinical diagnosis of B19V infection is hard in medical
routine and specific laboratorial tests should be used . In this sense,
molecular-based epidemiological surveillance can have a strong
application to improve public health services in Brazil and in other
countries.

CONCLUSION

This study detected human Parvovirus B19 in clinical samples
suspected of dengue infection. Fever, headache, and myalgia were the
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most common symptoms, contributing to more recent studies that
demonstrated the presence of B19V in patients with febrile syndrome
and similar symptoms of dengue in other regions of Brazil. To our
knowledge, this is the first molecular study showing the circulation of
human parvoviruses in the western region of the State of Para.
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RESUMO

Os métodos moleculares de diagnostico viral por gPCR e por Nested - PCR sao excelentes
opcdes para o diagndstico, principalmente na fase aguda. A aplicagdo necessita de
infraestrutura ampla e profissionais altamente qualificados, além do custo elevado. Métodos
alternativos como o LAMP-PCR (loop-mediated isothermal amplification) s&o eficientes e
acessiveis para laboratérios de baixa complexidade, principalmente em regides distantes,
desprovidas de opg¢@es para o diagnéstico molecular. Neste estudo utilizamos o LAMP-PCR
para testar o diagndstico do Parvovirus humano (B19V) em pacientes previamente testados
por Nested-PCR, avaliando a intercambialidade entre as técnicas. Adicionalmente,
desenhamos trés conjuntos de primers da regido conservada (rep) do genoma de referéncia
Human parvovirus B19 > FN598217.1: 623-1147 para LAMP-PCR. Os resultados mostraram
eficiéncia dos novos primers na deteccdo do virus B19V através da LAMP-PCR versus
Nested-PCR até diluicdo até 1:2, demostrando ainda especificidade quando testados para os
principais arbovirus. A LAMP-PCR é recomendada para o diagnostico molecular do B19V e
pode auxiliar na triagem clinica e na pesquisa epidemiolégica de agentes virais, sobretudo em
regides distantes dos grandes centros, desprovidas principalmente de laboratérios de alta

complexidade analitica, tal como a regido Amazonica.

Palavras-chave: LAMP-PCR, Nested-PCR, Parvovirus humano, Santarém
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1. INTRODUCAO

O Parvovirus humano B19 (B19V) foi identificado pela primeira vez na Inglaterra em
1975 (COSSART et al., 1975). Trata-se de um virus de DNA de fita simples classificado na
familia Parvoviridae, subfamilia Parvovirinae, género Erythroparvovirus (SIEGL et al., 1985).

Séo conhecidos trés diferentes genétipos do B19V, denominados 1, 2 e 3 (SERVANT
et al., 2002), e todos ja foram previamente reportados no Brasil (SANABANI et al., 2006). O
ciclo replicativo do B19V inclui a ligacdo do virus aos receptores da célula hospedeira,
internalizacdo, translocacdo do genoma para o nucleo do hospedeiro, replicacdo de DNA,
transcricdo de RNA, montagem de capsideos e empacotamento do genoma, e, finalmente,
lise celular com liberacao dos virions maduros (HEEGAARD; BROWN, 2002). O B19V pode
ser transmitido pela via aérea, hematogénica e transplacentaria durante a infeccdo aguda na
gravidez (ORNOY; ERGAZ, 2017).

Uma opgéo para o diagnoéstico utilizando biologia molecular de B19V é a Lamp (loop-
mediated isothermal amplification). A metodologia empregada na Lamp utiliza dois conjuntos
de primers na etapa inicial e durante a reagdo de ciclagem, somente os primers sao utilizados
na sintese de DNA. A metodologia baseia-se na sintese de DNA de deslocamento de fita de
autociclagem que é realizada por uma DNA polimerase com alta atividade (NOTOMI, 2000).
A deteccdo do B19V por LAMP-PCR ja foi previamente demonstrada (YAMADA; ITOH;
YOSHIDA, 2006).

No presente estudo, comparamos a LAMP para o diagnostico molecular do B19V em
casos previamente confirmados positivos por meio de Nested-PCR. Para os testes de LAMP

foi desenvolvido um novo conjunto de primers especificos.
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2. MATERIAL E METODOS

As amostras que compdem esse trabalho (1-TF111, 2-TF311) fazem parte do estudo
aprovado pelo comité de ética da FMT-HVD sob o nimero de registro 118.411. Tratam-se de
dois individuos do sexo masculino com idades de 14 e 8 anos, respectivamente. O primeiro
manifestou sinais clinicos de febre, dor de cabeca, dor retro ocular e dor muscular, enquanto
que o segundo apresentou apenas febre. Ambos séo oriundos do municipio de Tefé, AM,
Brasil e foram diagnosticados positivos para o virus B19, por meio da Nested-PCR em exame
realizado na Fundacdo de Medicina Tropical — Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), no ano
2013 em Manaus (FIGUEIREDO et al., 2019).

O DNA gendmico total foi extraido utilizando-se o kit de extracdo DNA PureLink viral
RNA/DNA (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguindo-se as instru¢cdes do fabricante. As
reacOes de LAMP foram constituidas em volume final de 12,5 yL contendo: 8,25 pL de LAMP
2X Master Mix (“WarmStart Colorimetric LAMP 2X Master Mix Typical LAMP) equivalente a
1,32 X na concentragdo de uso, 1,25 puL de LAMP primers Mix, 1,25 yL de DNA gendmico
total e 1,75 pL de H»O ultrapura livre de nuclease. As reac¢des foram processadas em banho
maria a 65°C por 40 minutos.

Novos primers para LAMP do B19V foram desenvolvidos com suporte do programa
PrimerExplorer V5. Como sequéncia alvo utilizamos a regido conservada (rep) do genoma de
referéncia Human parvovirus B19 (FN598217.1: 623-1147 Human parvovirus B19 complete

sequence). A sequéncia dos primers segue na direcdo 5 3 F3

(ACTGTGCTAACGATAACTGG), B3 (CCCCCAATAACCACATGAA), FIP
(CCACACTGCTTAAGTATATTGCCATTGCTCTTTACTGGATTTAGACAC), BIP
(TCTAAGCTTGACTTTACCGGGGGCCTTCTTCAAATTTGTTACATTC), Loop F

(CACTAACTCATACTAACAG) e Loop B (AAAAAAGTACAAGCACCCT).

O teste de sensibilidade foi avaliado com base na diluigdo seriada do DNA gendmico
total na amostra. Onde a amostra 01 (TF111) com concentracdo de 19,06 ng/uL e a amostra
02 (TF311) de 15,67 ng/uL, previamente quantificado por espectrometria utilizando-se
biofotdmetro L-Quant (Loccus Biotecnologia).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A especificidade dos primers foi avaliada in silico e in loco. Na primeira por analise
Primer-Blast que resultou em 100 genomas amplificados, que tiveram identidade variando de
100% a 99,08%. Na comparacdo entre LAMP e Nested -PCR com diluicbes até 1:8, a
amplificagdo ocorreu com diluicdo até 1:2 nos dois métodos conforme descritos nas Figuras
1A e 1B. A LAMP-PCR confirmou o diagnéstico positivo do B19V em todas as amostras,
corroborando o diagnéstico previamente obtido por Nested-PCR (FIGUEIREDO et al., 2019). O
teste de sensibilidade mostrou que amostras diluidas até 1:2 sé@o aplicaveis para a deteccao
molecular do B19V (Tabela 4.1).

Figura 4.1. Reacbes LAMP-PCR do virus B19. Amostra 01 (TF-111) na linha superior e 02 (TF-311)
na linha inferior, o controle negativo € mostrado a esquerda. Os nimeros nos tubos indicam o fator de
diluicdo do DNA gendmico total.

T 111 TF 311

na 42 14 1B nd 1z 14 1-8
1D0Dp

Figura 4.2. Reacdes Nested-PCR do virus B19. Amostra 01 (TF-111) e 02 (TF-311).
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Tabela 4.1. Teste de sensibilidade para detec¢éo do virus B19 por LAMP-PCR.

Amostras Diluicéo LAMP-PCR

1 (TF111) Sem diluicdo Positivo
1:2 Positivo
1:4 Negativo
1:8 Negativo

2 (TF311) Sem diluicdo Positivo
1:2 Positivo
1:4 Negativo
1:8 Negativo

A especificidade dos primers foi avaliada utilizando amostras de arbovirus fornecidas
pelo Laboratério de Virologia da Fundacédo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado,
Manaus, AM, Brasil. Dentre eles Dengue virus (DENV) sorotipos 1, 2, 3 e 4, Chikungunya
virus (CHIKV), Zika virus (ZIKV) e Mayaro virus (MAYV) (Figura 4.3).

B19V
B19V
DENV1
DENV2
DENV3
DENV4
ZIKV
MAYV
CONT -

Figura 4.3. Teste de especificidade dos novos primers para LAMP-PCR testados para os principais
arbovirus.

O método LAMP tem sido aplicado com éxito na detecgédo de diversos patdgenos,
como virus da gripe suina (BAKRE et al., 2021), Sars-Cov-2 (DAO THI et al., 2020), HIV
(KONG et al., 2021), Zika virus (ESTRELA et al., 2019), Ebola virus (OLONINIYI et al., 2017)
e virus da dengue (MENDES et al., 2019), entre outros. Neste estudo, verificamos que a
técnica LAMP é efetiva na detecgcdo molecular do B19V em amostras de soro armazenadas a
-20°C. Além de ser um método que utiliza equipamentos mais simples comparado com outros
métodos moleculares e com tempo menor, cerca de uma hora. A técnica pode ser aplicada
em hospitais e postos de saude de baixa infraestrutura, o que pode auxiliar no avanco do
conhecimento epidemiolégico do virus B19 em regides como a Amazo0nia, cuja populagéo é
dispersa em uma vasta extensao territorial e frequentemente desfavorecida do atendimento
em salde que implica em exames de alta complexidade. Fatores como carga viral, tempo de
armazenamento, transporte, dentre outras situacdes podem influenciar na qualidade do

diagnéstico de métodos moleculares, inclusive na Lamp PCR.
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CONCLUSAO DA TESE

A circulacao de arboviroses em paises de clima tropical € uma realidade preocupante,
principalmente nas regides desprovidas de diagndéstico especifico, que geralmente séo as
comunidades distantes dos grandes centros urbanos. A regido Norte do Brasil, concentra o
maior numero de casos, isso sem mensurar as “sindromes virais” sem diagnostico definido,
gue podem ser exponencialmente maiores dos que os contabilizados. A limitacdo no
diagnostico por diversos fatores, como falta de infraestrutura adequada e mao de obra
especializada, contribuem de forma negativa para a manutencdo e aumento de surtos a cada
estacao.

Podemos descrever, através deste estudo, que existe a necessidade urgente de se
investigar as “sindromes virais”. Quando ndo ha notificacdes de doencas infecciosas, nao
podemos afirmar que nao estéo circulando, o que pode estar ocorrendo € falta de diagnéstico
adequado.

Com base no trabalho em questdo, os individuos que compdem este estudo séo
oriundos de trés cidades da Regido Amazébnica, dentre elas Alenquer, Itaituba e Santarém no
Estado do Para, provenientes do sistema de saude publico. O que chama atencdo sao os
sintomas inespecificos como febre, cefaleia e mialgia, podendo resultar em diagndsticos
inconclusivos. Devido a sintomatologia, todos os individuos foram encaminhados para
testagem do virus Dengue somente no sistema de saude. Através de técnicas moleculares,
aplicadas no desenvolvimento deste, encontramos casos de Mayaro, assim como
identificamos casos de Parvovirus humano em pacientes com sintomas similares a dengue.
Esses resultados demonstram a importancia do diagnéstico molecular na identificagdo de
casos clinicos febris, as chamadas “sindromes virais”.

Ainda nesse estudo, validamos primers que podem ser utilizados através da LAMP,
técnica molecular, sem a necessidade de grandes investimentos em equipe treinada e
infraestrutura ampla. A investigacdo dos agentes pesquisados neste trabalho e de outros
arbovirus com circulagcao em territorio Nacional, pode ser uma opc¢édo para contornar 0s surtos

das “sindromes virais”.
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