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RESUMO

Os arbovirus sdo compostos por centenas de virus transmitidos por vetores artrépodes.
Esses virus causam grande preocupacédo na saude publica no mundo, principalmente em
areas tropicais e subtropicais, onde muitos deles s&o responsaveis por uma elevada taxa
de incidéncia e morbimortalidade. O West Nile virus (WNV) é um arbovirus de grande
importancia clinica, pois é causador da febre do Nilo ocidental. Apesar da maioria dos
casos de WNV serem assintomaticos, este virus pode ser capaz de causar sérias
doencas em humanos, como a encefalite, podendo levar o individuo a obito. O Piaui é
um estado brasileiro com condi¢cbes climaticas favoraveis para a disseminacao de
diversas arboviroses, apresentando 0s Unicos quatro casos para WNV no Brasil.
Suspeita-se que muitos casos de WNV sejam subestimados e erroneamente
diagnosticados devido a suas manifestacdes iniciais serem muito semelhantes a de
outros arbovirus e por apresentar reatividade cruzada com virus relacionados
filogeneticamente, sendo dificil fazer sua diferenciacdo por testes soroldgicos. Por este
motivo, este estudo objetivou Investigar, através de métodos moleculares, a possivel
circulacdo de West Nile virus durante os anos 2016-2019 no Estado do Piaui. Para
deteccdo de WNV, foram construidos iniciadores com base na amplificacdo do gene E,
além de padronizar testes de técnicas moleculares descrita como Transcricao reversa
seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) visando a amplificacdo das
regides C/prM e E do virus em estudo. Concomitantemente com as padroniza¢des foram
coletadas e selecionadas 106 amostras com sintomatologia para arbovirus, com periodo
de viremia entre 2-7 dias e que apresentaram resultado negativo para outros arbovirus
por sorologia e técnicas moleculares. Os testes com as amostras ndo apresentaram
amplificacdo do genoma viral, entretanto isso ndo indica que este virus ndo esta
circulando, tendo em vista os casos detectados no estado. Um dos motivos que podem
contribuir para as baixas deteccfes deste virus € a imunidade cruzada causada por
outros flavivirus. O presente estudo também obteve éxito na padronizacdo da técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativo em tempo real (QPCR) para amplificagéo
da regido 3~-UTR do WNV, visando ampliar e aprimorar a capacidade de deteccao deste
virus, sendo possivel posteriormente quantificar o cDNA viral nas amostras
correlacionando com a progressao dos sintomas e formas atipicas da infeccdo. Estudos
complementares baseado no diagnostico diferencial dos arbovirus devem ter
continuidade, pois irdo informar o real nimero de casos destes virus, ajudando assim a
vigilancia epidemiolégica a tomar medidas cabiveis no controle vetorial prevenindo
possiveis surtos e epidemias na populacao piauiense.

Palavras-chaves: Arbovirus; Febre do Nilo ocidental; Encefalite; Diagndstico molecular.
Piaui



ABSTRACT

Arboviruses are composed of hundreds of viruses transmitted by arthropod vectors.
These viruses cause major public health concern worldwide, particularly in tropical and
subtropical areas, where many of them are responsible for a high morbidity and mortality
rate. West Nile virus (WNV) is an arbovirus of great clinical importance because it causes
West Nile fever. Although most cases of WNV are asymptomatic, this virus may be
capable of causing serious diseases in humans, such as encephalitis, and may lead to
death. Piaui is a Brazilian state with favorable weather conditions for the spread of several
arboviruses, presenting the only four cases for WNV in Brazil. Many cases of WNV are
suspected to be underestimated and misdiagnosed because their initial manifestations
are very similar to other arboviruses and because they are cross-reactive with
phylogenetically related viruses, making it difficult to differentiate by serological tests. For
this reason, this study aimed to investigate, through molecular methods, the possible
circulation of West Nile virus during the years 2016-2019 in the State of Piaui. Primers
were constructed to amplify the E gene, as well as standardize TR-PCR assays to amplify
the WNV C / prM and E regions. Concomitantly with the standards were collected and
selected 106 samples with symptoms for arbovirus, with a viremia period between 2-7
days and which were negative for other arboviruses by molecular techniques. The tests
with the samples did not show viral genome amplification, however this does not indicate
that this virus is not circulating, considering the detected cases in the state. One of the
reasons that may contribute to the low detection of this virus is the cross immunity caused
by other flaviviruses. The present study also succeeded in standardizing the qPCR
technique for WNV RTU amplification, in order to broaden and improve the detection
capacity of this virus, and it was possible to quantify the viral cDNA in the samples,
correlating with the progression of atypical symptoms and forms. infection. Further studies
based on the differential diagnosis of arboviruses should be continued, as they will inform
the actual number of cases of these viruses, thus helping epidemiological surveillance to
take appropriate vector control measures to prevent possible outbreaks and epidemics in
the Piaui population.

Keywords: Arbovirus. west nile fever. Encephalitis. Molecular diagnostics. Piaui
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus sdo um conjunto composto por centenas de virus transmitidos
por vetores artropodes hematofagos (LOPES et al., 2014). Esses virus causam grande
preocupacdo em saude publica no mundo, principalmente em areas tropicais e
subtropicais onde muitos deles sao responsaveis por elevadas taxas de
morbimortalidade. Diversos fatores, como muta¢des genéticas inerentes aos virus, o
processo de globalizacdo, mudancas climaticas, aumento das viagens internacionais
propiciam a emergéncia e reemergéncia dessas doencas infecciosas (GUBLER, 2002;
FIGUEIREDO, 2007; LIMA-CAMARA, 2016; BRUYCKER-NOGUEIRA et al., 2016).

No Brasil, grande parte desses arbovirus estdo emergindo e circulando por
todo o pais, dentre eles, destacam-se o Dengue virus (DENV), Chikungunya virus
(CHIKV) e Zika virus (ZIKV) que sdo responsaveis em causar grandes epidemias a
nivel mundial (WEAVER; REISEN, 2011). Entretanto, outros virus como o West Nile
virus (WNV), Saint Louis encefalite virus (SLEV) e Mayaro virus (MAYV) estédo
circulando e emergindo pelo territério brasileiro (MARTINS et al., 2019; ROCCO et al.,
2005; LIMA-CAMARA, 2016).

O WNV é um arbovirus de grande importancia clinica, pois € causador da
febre do Nilo ocidental (LANCIOTTI et al., 2000; DAVID, ABRAHAM, 2016). Este virus
chegou na América pelos Estados Unidos no ano de 1999 na cidade de Nova York,
causando um surto de encefalite na regido e desde entdo, expandiu- se para varias
regides, onde houve relatos de sua existéncia na América do Sul (GRAY, WEBB,
2014; CHANCEY et al., 2014). O primeiro relato da circulacdo de WNV no Brasil
ocorreu em 2009 no Pantanal - MS, a partir da deteccdo em equino e em 2014 foi
registrado o primeiro caso em humano no estado do Piaui, ambos confirmados por
testes sorolégicos (PAUVOLID-CORREA et al., 2011; VIEIRA et al., 2015).
Subsequentemente, trés casos adicionais em humanos foram detectados pela
Secretaria de Estado da Saude do Piaui (SESAPI), no estado entre o periodo de 2017
a 2019, o que destaca sua possivel circulagdo em regibes proximas. Este virus €
transmitido principalmente por vetores Culex spp, comumente encontrado no Brasil,
sendo assim este apresenta um enorme potencial em causar surtos no territorio
brasileiro, tendo em vista o clima tropical e a existéncia de passaros capazes de
ampliar sua disseminacdo (PAUVOLID-CORREA et al, 2011; MELANDRI et al., 2012;
PAUVOLID-CORREA et al., 2014; VIEIRA et al., 2015; MARTINS et al., 2019). Apesar

da maioria dos casos de WNV serem assintomaticos, este virus pode ser capaz de
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causar alteracdes neuroldgicas graves, caracterizada como encefalite, meningite ou
paralisia flacida aguda (MARTINS et al., 2019; VILIBIC-CAVLEK, T. et al., 2019).

O Piaui € um estado brasileiro situado na regido Nordeste, com condi¢cdes
climaticas favoraveis para a disseminacéo de diversas arboviroses, onde destaca-se
o DENV. Analises moleculares realizadas no laboratério BIOMIC confirmaram a co-
circulacdo dos 4 sorotipos da DENV durante os anos de 2013 a 2015 (FIGUEIREDO
et al., 2014; VIEIRA et al., 2015; GARCES, 2016; SANTOS; 2013; VALE; 2015).
Estudos realizados por BARROS (2017) e CARDOSO (2018) demonstraram a
circulacdo de CHIKV na cidade de Parnaiba- Pl no periodo compreendido entre 2016
e 2017. Sendo assim, suspeita-se que casos de WNV sejam subestimados e
erroneamente diagnosticados devido a suas manifestacdes iniciais serem muito
semelhantes a de outros arbovirus, principalmente com virus relacionados
filogeneticamente por apresentar reatividade cruzada, se tornando dificil diferencia-
los por testes sorologicos.

Portanto, testes moleculares devem ser padronizados e implementados
visando um diagnostico especifico para este virus, tendo em vista o grande potencial
gue o mesmo tem de acometer o sistema nervoso, trazendo assim sequelas para o
paciente e um enorme dano socioeconbmico para o0 pais. Além disso, a
implementacdo de metodologias direcionadas a biologia molecular possibilita o
diagnéstico diferencial de forma precoce contribuindo assim para o devido manejo
clinico do paciente. Dentre as técnicas que serdo desenvolvidas no devido trabalho
estdo a RT-PCR, que visa a amplificacdo de determinados fragmentos de um genoma
de interesse, e também a gqPCR, uma técnica que tem enorme importancia no
diagndstico por apresentar a quantificacdo do material genético viral em conjunto com
sua amplificacédo, podendo assim ter mais informacdes sobre a infeccdo do paciente,
visando um melhor prognéstico para este. A partir da implementagéo dessas técnicas
especificas e sensiveis para o referido virus, sua deteccdo sera mais eficiente,
auxiliando desta forma a vigilancia epidemiologica a tomar medidas voltadas para o

controle vetorial, prevenindo assim surtos e epidemias na populagéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arbovirus

O termo arbovirus deriva do inglés “arthropod born viruses” que € utilizado
para nomear virus capazes de causar doengas em humanos e outros animais e que
possuem a caracteristica de ser veiculado por artropodes (principalmente mosquitos
e carrapatos). Estes arbovirus sdo mantidos na natureza por meio de transmissao
vertical destes, para hospedeiros susceptiveis (roedores, repteis, equinos, humanos
e outros) (WEAVER; REISEN, 2011; GUBLER, 2002; CONWAY etal., 2014; CLETON
et al., 2012).

Os arbovirus estdo se expandindo ao logo dos anos e multiplos fatores séo
responsaveis por influenciar tanto na sua expansao, quanto na manutencao destes e
de seus vetores na natureza, como muta¢des genéticas do virus, urbanizacado
desordenada, desmatamento, alteracBes climaticas, precarias condicdes de
saneamento basico, viagens internacionais e movimento migratorio de algumas aves
(HAYES et al., 2005; FIGUEIREDO, 2007; GUBLER, 1998; GUZMAN et al.,2016).

Atualmente, os arbovirus correspondem a 30% de doencas infecciosas
causadas em humanos no mundo todo (COSTA et al., 2018). Existe relato destes virus
em todos os continentes, exceto na regido da Antartida devido as suas condicdes
climaticas (LOPES et al., 2014). As principais ocorréncias acontecem em regifes de
clima tropical e subtropical, em que o ciclo de transmissdo se mantém constante
durante todo o ano. Entretanto, estes virus também estdo presentes em paises de
clima temperado, embora, a reproducao de insetos vetores tenha uma pausa durante
o inverno sendo reiniciada durante o verdo (WEAVER e REISEN, 2011; CASSEB et
al., 2013; LIANG et al., 2015).

O Brasil é um pais tropical, onde existe uma fauna e flora muito diversificada
que proporciona condi¢des ideais para existéncia e adaptacdo de muitos arbovirus,
tendo a introducgao e subsequente disseminac¢éo dos quatro sorotipos do DENV desde
2008 e a posterior introducéo do ZIKV e CHIKV durante os anos 2013-2014 causando
surtos de febre, artralgia, distdrbios congénitos e outros associados a essas
arboviroses (COSTA et al., 2018; DONALISIO; FREITAS; ZUBEN, 2017; NUNES et
al., 2015; ZANLUCA et al., 2015). Dentre as principais familias de arbovirus circulantes
no Brasil podemos destacar a familia Flaviviridae (Febre amarela virus- YFV, Dengue

virus — DENV, Zika virus — ZIKV, Saint Louis encefalite virus - SLEV e West Nile virus
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- WNV), Togaviridae (Chikungunya virus — CHIKV e Mayaro virus - MAYV) e
Bunyaviridae (Oropouche virus - OROV) (CASSEB et al., 2013; LIMA-CAMARA, 2016;
NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR, 2007).

As manifestacdes clinicas das arboviroses em humanos sdo em sua grande
maioria assintomaticas, podendo levar a um grande problema em doagdes de sangue,
orgdos e tecidos (CLETON et al., 2012; PETERSEN; BRAULT; NASCI, 2015;
BIGGERSTAFF; PETERSEN, 2002; IWAMOTO et al., 2003). Quando presentes seus
sintomas sao inespecificos e a maioria semelhante a um resfriado, tornando dificil sua
identificacdo imediata (KOLAWOLE et al., 2018). Essas manifestacoes podem variar
desde doenca febril, erup¢des cutaneas, artralgia até sua progressdo para formas
mais graves da doenca, como alteracdes neuroldgicas e hemorragicas (LOPES et al.,
2014).

2.2 Flavivirus

O género Flavivirus abrange mais de 70 virus, no qual varios sdo capazes de
causar doencas em humanos e animais (CASSEB et al., 2013; LIMA-CAMARA, 2016;
NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR, 2007). Estes virus necessitam de mosquitos
para sua transmissdo e manutencdo na natureza em um ou mais ciclos diferentes,
normalmente é necessaria a participacdo de um mosquito, onde o Aedes spp e Culex
spp sao os principais, e de um hospedeiro vertebrado para completar os ciclos
(HUANG et al., 2014; ZHANG et al., 2003). Outra forma de manutencéo do virus é
através da transmissao vertical (via transovariana), onde as fémeas dos mosquitos
infectadas podem transmitir o virus para sua prole, o que contribui para a
disseminacdo da doenca (FIGUEIREDO, 2007; KHIN; THAN, 1983; WEAVER,
VASILAKIS, 2009).

Existe uma grande distribuicdo geogréfica dos virus contidos nessa familia e
assim como acontece com outros arbovirus, sua localizacdo depende da presenca de
seu vetor, bem como de fatores ambientais e climaticos (HUANG et al., 2014).
Acredita-se que mais da metade da populacdo mundial possa estar em risco de
infecgéo pelo DENV (1-4), causando assim um enorme impacto para a saude publica,
principalmente de paises com condi¢des propicias para sua disseminagdo (FURUYA-
KANAMORI et al., 2016).

Os Flavivirus séo virus pequenos, icosaédricos e envelopados, que medem
cerca de 40-60nm de diametro (FERREIRA et al., 2010; ZHANG, 2003). Contém


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolawole%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30400643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolawole%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30400643
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolawole%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30400643
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genoma RNA senso positivo de 10,7kb com uma Unica matriz de leitura aberta (ORF)
franqueada por duas regides nao codificantes (5-UTR e 3-UTR) nas extremidades
(BLITVICH; FIRTH, 2015; CASTANEDA et al., 2017; GUZMAN et al., 2016;
MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Este unico quadro de leitura aberta
codifica uma Unica poliproteina capaz de originar trés proteinas estruturais,
denominadas: capsideo (C), pré membrana (prM) e envelope (E), além de sete
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 1)
(GUZMAN et al., 2010; MANTEL et al., 2008).

Figura 1 - Organizacdo gendmica dos flavivirus, mostrando suas proteinas estruturais (C; M; E) e ndo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5).

NS2A NS4A
ﬂﬁc MIETNSIN Ns3 [T NS5
5"UTR NS2B NS4B 3" UTR

Fonte: GUZMAN et al, 2016 — Adaptado

Apos a infeccdo por um flavivirus, é dado inicio ao seu ciclo de replicagcdo em
células permissivas, seguindo a ordem: adsorcdo, penetracdo, desnudamento,
traducdo, replicacdo, montagem e brotamento das particulas virais. Através da
glicoproteina E o virus consegue entrar em contato com receptores de superficie
celular, sendo endocitada e em pH baixo encontrado no interior do endossoma, ocorre
modificacdo no arranjo dos mondémeros da glicoproteina E em trimeros, expondo o
peptideo de fusdo e permitindo insercdo na membrana endossomal que possibilita a
penetracdo e desnudamento do genoma viral na célula hospedeira (PASTORINO et
al., 2010; DIAMOND; PIERSON, 2015). A replicacédo de seu genoma ocorre em dois
passos, primeiro 0 RNA senso positivo é transformado em RNA senso negativo,
servindo como molde para sintese de novas fitas senso positivas. As fitas senso
positivas podem servir como o proprio genoma viral, bem como ser traduzidas e assim
montar novos virions com posterior liberagdo por exocitose e possibilitar a infeccao
em novas células hospedeiras permissivas (GUZMAN et al., 2016; ALCARAZ-
ESTRADA, MONROY, ANGEL, 2010; DIAMOND; PIERSON, 2015)

2.2.1 West Nile virus

O WNV é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus,

responsavel por causar a febre do Nilo ocidental, doenca que se encontra em
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expansao no territorio brasileiro (LIMA- CAMARA, 2016; FLORES, WEIBLEN, 2009).
Este virus pertence ao complexo antigénico do JEV e SLEV apresentando reatividade
cruzada em testes sorolégicos com virus deste grupo, assim como outros virus de sua
familia (LANCIOTTI et al., 2002).

O WNV foi primeiramente isolado de uma mulher com febre em West Nile,
localizado no nordeste de Uganda em 1937 (SAMPATHKUMAR, 2003). A partir de
entdo, no comeco de 1950, investigacdes soroldgicas indicaram uma alta prevaléncia
de casos de WNV na india e Egito e disseminacéo deste virus para paises do Oeste
Africano (SMITHBURN et al., 1940; MELNICK et al., 1951; BERNKOPF; LEVINE;
NERSON, 1953; SMITHBURN; JACOBS, 1942; SMITHBURN et al.,1954). Em 1953,
houve um surto em Israel que apontava o0 WNV como o causador da febre do Nilo
Ocidental, uma doenca febril até entdo leve e autolimitada (GOLDBLUM; STERK;
PADERSKI, 1954). Os primeiros relatos de doenga neuroinvasiva associados ao WNV
ocorreram no ano de 1957 em idosos israelenses (CIOTA, 2017).

A circulacao do virus na América ocorreu em 1999, na cidade de Nova York,
Estados Unidos, provocando doenca em 67 pessoas e causando morte em 21 delas
(FLORES, WEIBLEN, 2009). O virus se estabeleceu no EUA causando em 2002, 4156
casos de infecgbes em humanos e cursando com 284 oObitos (BEASLEY et al., 2004).
Nos anos seguintes, 0 WNV espalhou-se para estados vizinhos, bem como para
outros lugares da América do Norte e no Canadd, além da América Latina (DAVID;
ABRAHAM, 2016). Na América do Sul, o virus foi isolado pela primeira vez em 2006
na Argentina em cavalos e no ano de 2008 foi isolado na Colombia em flamingos
criados em cativeiro (LIMA-CAMARA, 2016; MORALES et al., 2006; OSORIO et al.,
2012).

No Brasil, foi detectado anticorpos contra este virus em equinos na regido do
Pantanal-MS em 2009, no entanto, ndo houve o isolamento do virus (PAUVOLID-
CORREA et al, 2011). O primeiro caso humano de encefalite confirmado no Brasil
ocorreu no ano de 2014, no estado do Piaui a partir de exames sorologicos, entretanto,
testes moleculares por RT-PCR apresentaram resultado negativo para deteccéo do
genoma viral (VIEIRA et al., 2015). No ano de 2018, houve o isolamento do virus no
Brasil pela primeira vez em equinos no estado do Espirito Santo. Analises filogenéticas
do genoma demonstraram que este virus isolado pertencia a linhagem 1, clado 1a,
além de ter maior similaridade genética com linhagens Norte-Americanas, bem como
as da América Central e do Sul (MARTINS et al., 2018). Além disso em 2019 houve a
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confirmacéo de trés casos, dois deles eram suspeitos em amostras de 2017 e foram
confirmados pela Secretaria de Estado da Saude do Piaui (SESAPI), o primeiro em
fevereiro na cidade de Picos — Pl e em julho foi confirmado o segundo na cidade de
Piripiri — PI, este altimo caso culminou com a morte de uma paciente idosa, sendo o
primeiro caso de Obito de uma pessoa relacionado a este virus no Brasil. O terceiro
caso também foi confirmado pela SESAPI em 15 de outubro em uma paciente de
Teresina — Pl que apresentou quadro agudo encefalite, provando assim a circulacéo
deste virus no estado do Piaui.

Estudos moleculares com base em andlises filogenéticas mostraram que os
virus sao caracterizados e divididos em até nove linhagens distintas, nas quais as
mais relevantes sdo as linhagens 1 e 2, principalmente por sua grande associa¢ao ao
desenvolvimento de manifestacdes neuroldgicas, como a encefalite (FALL et al.,
2017). Alinhagem 1 é dividida em trés clados: 1a, 1b e 1c. No clado 1a, existe isolados
da Africa, Europa, Oriente Médio, Russia e Américas. O clado 1b enquadram-se
isolados do virus em Kunjin (KUNV), um subtipo de WNV isolado na Australia. O clado
1c contém isolados da india (MAY et al., 2010). Os isolados da linhagem 2 inicialmente
eram encontrados apenas na Africa Subsaariana e em Madagascar, entretanto, nos
anos de 2004 e 2005 foram isolados virus pertencentes a linhagem 2 em aves na
Hungria, sendo a sua primeira deteccado na Europa (MAY et al., 2010; PETERSEN;
BRAULT; NASCI, 2015).

Este virus tem como hospedeiros amplificadores as aves, sendo mantido no
ambiente por ciclos enzodticos de infeccdo mosquito-ave, onde mosquitos
hematofagos adquirem o virus ao realizar o repasto sanguineo em aves virémicas,
podendo assim transmitir o virus acidentalmente para outros seres vertebrados (MAY
et al., 2011; PETERSEN; BRAULT; NASCI, 2015). Os seres humanos, assim como
outros mamiferos ndo desenvolvem uma elevada viremia e sdo considerados
hospedeiros acidentais, sendo assim, possuem uma menor importancia no ciclo de
transmissdo (CONWAY et al., 2014; PETERSEN; BRAULT; NASCI, 2015;
SAMPATHKUMAR, 2003). Outras formas menos comuns de transmisséo deste virus
sao descritas na literatura, como transfusao de sangue, transplante de 6rgéos, além
de possivel transmisséo pelo leite materno (CDC — 2002a; CDC, 2002b; CDC, 2002c;
DALOVISIO, 2003).
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Figura 2 - Ciclo enzoético do WNV, circulando na natureza entre mosquitos e aves. Mosquitos
infectados transmitem o virus através da picada para aves que sdo capazes de produzir alto nivel de
viremia tendo a capacidade de transmitir para outros mosquitos. Mosquitos também podem infectar
pessoas e cavalos que sdo considerados hospedeiros acidentais por ndo desenvolver alto nivel de
viremia, ndo podendo assim transmitir para outros mosquitos.

I

Fonte: CDC, 2018 — Adaptado.

A patogénese e 0s mecanismos imunoldgicos envolvidos na resposta contra
WNV néo estdo completamente elucidados (SUNTHAR; DIAMOND; GALE, 2013).
Entretanto, € possivel afirmar que pessoas imunossuprimidas e idosos possuem uma
maior predisposicdo ao desenvolvimento de formas graves da doenga, quando
comparados com individuos imunocompetentes (VERSTREPEN et al., 2014). A
maioria dos humanos infectados sdo assintomaticos e cerca de 20% desenvolvem
sintomatologia relacionada ao WNV, caracterizada como sindrome febril, associada a
fraqueza, mialgia e fadiga (VILIBIC-CAVLEK et al., 2019; VERSTREPEN et al., 2014).
Destes, menos de 1% progridem para a forma neuroinvasiva da doencga, resultando
em meningite, encefalite ou paralisia, o que muitas das vezes pode levar o individuo
a obito (VERSTREPEN et al., 2014). Ap6s a fase aguda, pacientes infectados com
este virus podem apresentar cronicidade para alguns sintomas. Cerca de 40% dos
pacientes apresentam fragueza muscular, perda de concentracéo confusdo e tonturas
por um ano ou até uma década apos a infeccdo (POTOKAR; JORGACEVSKI;
ZOREC, 2019; KLEE et al., 2004)

2.3 Diagnéstico laboratorial

A circulagcéo de diversos arbovirus em uma determinada regido favorecer a
uma maior incidéncia de casos, aumentando a procura por servicos de saude. Sendo
assim, é importante o diagnéstico clinico-laboratorial preciso visando o monitoramento
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desses virus, bem como correto manejo clinico dos pacientes (CHARREL, 2016).
Nessa circunstancia, € importante salientar que o diagndstico clinico € dificultado
devido a sintomas inespecificos ocasionados por estes virus o que pode interferir no
diagnoéstico diferencial (BRONZONI et al., 2005; MORELI e COSTA, 2013).
Atualmente, métodos como o isolamento viral, deteccdo de RNA do virus, e testes
sorolégicos, sejam eles direto (detectando antigenos/virus/genoma) ou indiretos
(detectando anticorpos) sdo de estrema importancia para investigacdo destes
arbovirus (PEELING et al., 2010). Durante a fase virémica da infeccéo séo utilizados
métodos diagndsticos diretos, visando detectar o virus, componentes estruturais ou
gendmicos dele na amostra, no fim da fase aguda sé&o indicados métodos indiretos,
detectando anticorpos produzidos contra o virus, sendo 0til na fase tardia da doenca,
como observado na figura 3 s(WHO, 2009; PEELING et al., 2010; GONCALVES et al.,
2018). Estudos atuais evidenciaram a persisténcia viral nas amostras de urinas de
pacientes infectados por até 21 dias ap6s infeccdo (BATY et al., 2012; GORCHAKQOV
et al., 2019). Estes estudos fornecem métodos otimizados para deteccdo de RNA do
WNYV na urina e oferecem opcdes alternativas para testes de diagnéstico durante os

estagios agudos do WNV.

Figura 3 - comparacao de métodos diretos e indiretos quando sua especificidade e oportunidade.

Métodos diretos Métodos indiretos

% ®§ Yo ¥ oy

Isolamento Detecgdo | |Deteccio de Sorologia Sorologia
viral do genoma | | antigenos IgM IgG

e __ ISR —;:;;:#
ESpGClii(ﬂd_afe——_‘___:::_-_—____—-_ Oportunidade

Fonte: PEELING et al., 2010 - Adaptado

O método de isolamento viral é uma técnica especifica que permite a

identificacdo do sorotipo viral presente na amostra durante a fase aguda da infec¢éo,
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podendo ser utilizadas amostras de soro, plasma, sangue total e tecidos infectados
(PEELING, 2010; MALAVIGE et al., 2004). Apesar de sua elevada especificidade, este
método néo é realizado na rotina laboratorial devido seu alto custo e necessidade de
profissionais capacitados. Sendo assim, os testes sorolégicos sdo mais comumente
utilizados na rotina laboratorial principalmente para triagens, devido seu baixo custo e
facil utilizacdo quando comparados com técnicas de deteccdo de RNA viral (LUO et
al., 2019). Estes testes apresentam diferentes padrbes de respostas de anticorpos
guando se trata de uma infeccao primaria ou secundaria, em infecgdes primarias a
imunoglobulina M (IgM) € detectada em 5 dias ou mais apdés o inicio da doenga e a
imunoglobulina G (IgG) é geralmente detectada a partir de 10-15 dias. Em infec¢es
secundarias, o IgM é detectado mais cedo, porém apresenta baixos titulos quando
comparados com infeccdo primaria e o IgG presente desde a infec¢cdo anterior
aumenta rapidamente seus titulos de anticorpos (PEELING, 2010; GUZMAN;
HARRIS, 2015) (Figura 4). Dentre os testes soroldgicos mais utilizados podemos
destacar o ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e testes
imunocromatograficos. como ponto negativo, esses testes podem apresentar
reatividade cruzada de anticorpos com antigenos de outros virus e também apresentar
resultados falso-negativos (nos primeiros dias de infeccdo) (CHARREL, 2016;
GRANGER et al., 2017).
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Figura 4 - Titulo de anticorpos durante infec¢éo primaria e secundaria.
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Fonte: PEELING et al., 2010.

Tempo

As técnicas moleculares sdo eficazes para o diagndstico precoce das
arboviroses devido sua sensibilidade e especificidade na deteccdo do genoma viral,
sendo bastante utilizadas em laboratérios de referéncia e pesquisa (GUZMAN;
HARRIS, 2015; MALAVIGE et al., 2004; MORELI, COSTA, 2013; PEELING et al.,
2010). O teste molecular implementado para confirmacéo das arboviroses € definido
como RT-PCR capaz de amplificar uma determinada regido do genoma viral apés
poucos dias de infeccao utilizando um par de iniciadores especificos para o virus de
interesse (MORELI; COSTA, 2013; BRONZONI et al.,2005; LANCIOTTI et al., 1992).
Na atualidade existem diversos protocolos de RT-PCR desenvolvidos para a detec¢ao
de arbovirus, podendo ser utilizadas amostras de soro, plasma, urina, leite, LCR e
outras para realizacao dos testes (GUZMAN; HARRIS, 2014; BARKHAM et al., 2016).
Outro teste molecular recentemente implementado foi a gPCR, que apresenta uma
maior sensibilidade, além de uma melhor quantificacdo quando comparado ao método
convencional (SANTIAGO et al., 2018). Seu primeiro relato ocorreu em 1993 por
Higuchi, utilizando como intercalante do DNA o Brometo de Etidio, e um termociclador
modificado capaz de captar a fluorescéncia emitida pelo intercalante, desta forma um
grafico é formado ao passar dos ciclos. Nesse grafico vai existir o threshold (limiar)

definido pelo préprio software acima da baseline (ruido), a partir deste dado pode-se
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obter o cycle threshold (Ct) caracterizado como o ciclo em que a fluorescéncia emitida
ultrapassa o limiar, podendo correlacionar a quantidade de produto da gPCR com o
aumento da fluorescéncia. Atualmente essa técnica foi aprimorada mantendo o
mesmo principio, entretanto, sdo utilizados comumente corantes intercalates ou
sondas marcadas com corantes fluorescentes, onde o SYBR™ Green e sonda
TagMan®, respectivamente sao as escolhas de preferéncia.

Desta forma, observa-se a importancias de todos os testes apresentados,
desde de testes mais simples como os sorolégicos a técnicas que exigem um maior
conhecimento como a gPCR, variando sua utilizacdo de acordo com o periodo de
infeccdo do paciente, onde métodos diretos terdo uma maior especificidade porém
uma menor acessibilidade e métodos indiretos uma menor especificidade, porém

maior acessibilidade como observado na figura 4.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar, através de métodos moleculares, a possivel circulagdo de West

Nile virus durante os anos 2016-2019 no Estado do Piaui

3.2 Objetivos especificos

. Construir iniciadores e padronizar a técnica RT-PCR para deteccdo do WNV;,
. Padronizar a técnica de qPCR para quantificacdo de WNV;
. Detectar a circulacdo de WNV por RT-PCR em amostras de soro de pacientes

com sintomatologia sugestiva de arboviroses.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos e legais

Atendendo as diretrizes da Resolugdo n°466/12 do Conselho Nacional de
Saude, que tratam das diretrizes e normas para pesquisa envolvendo seres humanos,
o0 presente estudo foi apreciado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui e aprovado sob o cédigo CAAE: 46111615.0.0000.5214.

4.2 Coleta de Amostras e obtencdo dos dados clinicos e laboratoriais dos
pacientes

Foram coletadas amostras de soro de pacientes voluntarios com sintomatologia
caracteristica de arboviroses durante o ano de 2017, nas seguintes instituicdes de
saude: Hospital Estadual Dirceu Arcoverde (HEDA), LACEN e no Pronto Socorro
Municipal, na cidade de Parnaiba (PSM). Todas as amostras foram direcionadas ao
Laboratorio de Biologia Molecular de Microrganismos e Plantas (BIOMIC) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), Campus Ministro Reis Velloso, para que
fossem devidamente conservadas em freezer a - 70° C, para posterior processamento
e realizacao de testes moleculares.

Apos leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (ANEXO 1) pelos pacientes ou seus representantes legais, todas as
informacdes clinicas e laboratoriais foram obtidas através de entrevista e aplicacdo de

formulario semi- estruturado (ANEXO |I).
4.3 Diagndstico molecular

4.3.1 Extragcédo do RNA Viral e Transcricdo Reversa (RT)

As amostras de soro foram selecionadas apoOs analise de critérios pré-
estabelecidos como: manifestacdes clinicas, data do inicio dos sintomas e resultados
de testes soroldgicos, sendo posteriormente submetidas a extracdo do material
genético viral, utilizando o QlAamp® Viral RNA Mini Kit, seguindo o protocolo proposto
pela fabricante. Apdés a etapa de extracdo, o RNA extraido foi submetido a
transcriptase reversa (RT-PCR) visando a conversdao do RNA viral em cDNA. O
protocolo foi realizado utilizando o Random Hexamers, que Ss&o
oligodesoxirribonucleotideos de sequencias curtas e aleatérias capazes de se ligar em

qualquer regido do RNA promovendo assim a sintese de cDNA utilizando a enzima
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MMLV-RT (do inglés “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Tanscriptase”). A
realizacdo desta reacdo € feita em duas etapas: na primeira sdo utilizados: 10ul de
RNA molde e 5ul de Random Hexamers (50uM) e incubados no termociclador Thermal
Cyclers (Amplitherm®) a 25°C por 10 min e 70°C por 5 mim. Na segunda etapa, foram
adicionados 5ul de Tampao da enzima (5X), 5ul de dNTP (10mM) e 1ul de MMLV
(200U/ul), sendo novamente incubados a 37°C por 60 min e 85°C por 5 min.

4.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Durante a execucao do presente trabalho, foram padronizados no laboratério,
dois protocolos com base na amplificacdo de diferentes regides genbmicas para
deteccdo de WNV em amostras com sintomatologia compativel com infeccéo por este
arbovirus. Para realizagdo deste procedimento, os iniciadores foram selecionados a
partir de busca na literatura, bem como a construcéo utilizando softwares visando a

amplificacéo da regido de C/prM e E respectivamente, do genoma de WNV.

4.3.2.1 Padronizacédo de reacao para amplificacdo dos genes C/prM

Para a amplificacdo do gene que codifica a regiao de C/prM do WNV, foram
realizados trés testes utilizando iniciadores descritos por Lanciotti e colaboradores
(2000), denominados WN22 e WN640c, amplificando um produto de 408pb (Tabelal).

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores desenvolvidos por Lanciotti e colaboradores (2000) para
amplificacé@o das regides de interesse nos genes C/prM de WNV e tamanho do produto.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5'-3’) PRODUTO
ClprM WN233 TTGTGTTGGCTCTCTTGGCGTTCTT 408 pb
WNG640c CAGCCGACAGCACTGGACATTCATA

Fonte: Autoria propria, 2019.

Os testes foram realizados utilizando as condi¢cdes de temperatura e ciclagens
disponiveis conforme protocolo descrito por Lanciotti e colaboradores (2000).
Parametros néo disponibilizados, como concentracdo de reagentes, foram utilizados
de acordo com adaptacdes no protocolo definido por Bronzoni e colaboradores (2005).
Foram realizados testes, utilizando controle diluido (1:10 e 1:100) nas temperaturas
55°C-57°C, estabelecidas a partir da andlise destes iniciadores no programa
OligoAnalyzer 3.1. Para padronizacdo da reacdo foram adicionados os seguintes
reagentes: 2,5ul de tampéao (10x), 1,2ul de MgCI2 (50mM), 0,5 pl de dNTPs (10mM),
0,3ul de iniciador WN233 forward (10 pmol/ pL), 0,3ul de iniciador WNV640c
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reverse(10pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 17ul de H20 estéril e 3l
de cDNA para cada amostra, resultando em um volume final de 25 pl. Posteriormente,
estas reacOes foram incubadas no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e
submetidas as seguintes condi¢cdes de temperaturas: desnaturacao inicial por 3 min a
94°C, seguido de 40 ciclos de amplificagao (94°C por 30 seg; 55°C-57°C por 1min;
68°C por 3 min) e de uma extensao final a 72°C por 30 min.

Adicionalmente, foram realizados trés testes utilizando controles positivos
diluidos (1:10 e 1:100) nas Temperaturas de anelamento de 55°C-57°C, utilizando
parametros e ciclagens com adaptacdes no protocolo descrito por Bronzoni e
colaboradores (2005). Para padronizacao da reacao foram adicionados 0s seguintes
reagentes: 2,5ul de tampéo (10x), 1,2ul de MgCI2 (50mM), 0,5 ul de dNTPs (10mM),
0,3ul de iniciador WN233 forward (10 pmol/ pL), 0,3ul de iniciador WNV640c reverse
(10pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 17ul de H20 estéril e 3ul de cDNA
para cada amostra, resultando em um volume final de 25 pl. Posteriormente, estas
reacoes foram incubadas no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e
submetidas as seguintes condi¢cdes de temperaturas: desnaturacao inicial por 5 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de amplificacao (94°C por 45 seg; 55°C-57°C por 30seq;
72°C por 1 min) e de uma extensao final a 72°C por 30 min.

4.3.3 Desenho de iniciadores e padronizacao de reacao para amplificacdo do
gene E do WNV

Durante a execuc¢dao do projeto, foi construido um par de iniciadores capaz de
amplificar a regido codificadora do gene E, visando a implementacao de novos testes
para uma melhor caracterizacdo da diversidade viral. Foram realizadas buscas por
sequéncias de genoma completo do WNV pertencentes a linhagem 1 (linhagem
circulante nas Américas) disponiveis no GenBank (NCBI). Um total de 350 sequéncias
de genoma completo, com base na glicoproteina E foram alinhadas utilizando o
software JALVIEW e analisadas quanto a sua conservacao ou variabilidade de acordo
com a sequéncia de referéncia (RefSeq). Apos escolher a regiao de interesse, foram
realizadas marcacgfes na sequéncia de referéncia onde existiam polimorfismos,
visando a exclusdo destes para desenho dos iniciadores. Essas marcagbes foram
feitas de acordo com as solicitadas no programa Primer3, possibilitando assim a

construgcéo de um iniciador especifico para a regido proposta.
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ApoGs a selecdo, os iniciadores construidos, foram analisados utilizando a
ferramenta online OligoAnalyzer 3.1 (IDT, EUA), com a finalidade de verificar
parametros ndo disponiveis no programa primer3, como temperatura de anelamento
ideal e percentual de GC, para que, dessa forma, fosse selecionado o par que melhor
se encaixe na maioria dos critérios definidos na literatura. Por fim, foi realizada a
avaliacdo de especificidade dos iniciadores utilizando a ferramenta online BLAST®
(Basic Local Alignment Search Tool).

Para padronizacéo do par de iniciadores desenhados no laboratério (Tabela
2), foram realizados seis testes utilizando como base reagentes e ciclos descritos no
protocolo de Bronzoni e colaboradores (2005) em controles diluidos (1:10 e 1:100)
nas temperaturas 52°C-57°C. As referidas temperaturas foram estabelecidas a partir
da andlise destas sequéncias no programa OligoAnalyzer 3.1.

Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores desenhando no laboratério para amplificagdo da regido de
interesse no gene E do WNV e tamanho do produto.

GENE  INICIADORES SEQUENCIA (5’-3’) PRODUTO
PRWNV-30F CTTGGAATGAGCAACAGAGAC 910 pb

PRWNV-30R TCCCTTCAACTGCAATTTTTCC

Fonte: Autoria propria, 2019.

Os testes foram feitos da seguinte forma: para um volume final de 25 ul foram
adicionados: 2,5 ul de tampéo (10x), 1,2ul de MgClI2 (50mM), 0,5 ul de dNTPs (10mM),
0,3l de iniciador PRWNV30-F (10 pmol/ pL), 0,3upl de iniciador PRWNV30-R
(10pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 17ul de H20 estéril e 3ul de cDNA
para cada amostra. Posteriormente, estas reacdes foram incubadas no termociclador
Thermal Cyclers (Amplitherm®) e submetidas as seguintes condicdes de
temperaturas: desnaturacao inicial por 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de
amplificacéo (94°C por 45 seg; 52°C-57°C por 30 seg; 72°C por 1 min) e de uma
extensdo final a 72°C por 30 min.

4.3.4 Visualizagéo produtos amplificados

Para a observacao dos produtos da PCR foi realizado corrida em eletroforese,
utilizando gel de agarose na concentracdo de 1,5%, onde foram adicionados um
marcador de peso molecular (Ladder) para identificacdo do tamanho do fragmento
amplificado e adicdo de corante intercalante fluorescente GelRed® promovendo a

observacdo das bandas com o auxilio do transluminador de luz ultravioleta. A
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eletroforese foi feita a partir de uma cuba preenchida com TBE1x (tris + acido bérico
+ EDTA) em corrente de 120V por um periodo de 45 min. Foi utilizado 1,5 ul de Blue
e 2,5 ul de GelRed® com 3 ul de cDNA, aplicado em gel de agarose, sendo

posteriormente submetido a corrida e visualizacdo do amplificado.

4.3.5 Padronizacdo de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (qQPCR).

Visando a implementacdo da gPCR no BIOMIC para identificacdo e
quantificacdo molecular do WNYV foi realizada a padronizacao desta técnica utilizando
a metodologia definida como SYBR Green |, que refere- se a um corante que se
intercala a dupla fita de DNA presente na reacao, sendo uma forma mais sensivel de
deteccdo do &cido nucleico viral. Quando este corante é excitado, emite uma
fluorescéncia que serd captada através de um computador acoplado ao software,
permitindo assim a analise dos produtos da gPCR e aquisicao dos dados gerados.

Para a amplificacdo do WNV foi realizada busca na literatura com o intuito de
selecionar um par de iniciadores eficientes para esta reacao, sendo eles proposto por
Del amo e colaboradores (2013) capazes de amplificar a regido ndo traduzida (3*

UTR) do genoma viral.

Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores desenvolvidos por Del amo e colaboradores (2013) para
amplificacdo da regido de interesse do WNV e tamanho do produto.

REGIAO  INICIADORES SEQUENCIA (5’-3’) PRODUTO
3-UTR WN-LCV-F1  GTGATCCATGTAAGCCCTCAGAA 77 pb

WN-LCV-R1  GTCTGACATTGGGCTTTGAAGTTA
Fonte: Autoria propria, 2019.

Foram realizados trés testes para definicho da melhor concentracdo de
iniciadores para essa reacéo, variando entre as concentragcées de 350nM; 400nM e
450nM estipuladas de acordo com especificacdes do Kit Promega. Para quantificacéo
da carga viral, foram utilizados controles positivos submetidos a diluicdo seriada na
escala de 102 a 10° de concentracdo conhecida para definicdo da curva padrdo. A
concentragdo de corante intercalante foi mantida na escala de 100x, seguindo
protocolo proposto por colaboradores do Laboratério de Virologia, Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais.maccha

A gPCR foi padronizada utilizando 5ul de master mix GoTaq® Probe 1-Step

RT-gPCR System, Custom (Promega) com adi¢cdao do corante 0,05 pl de corante
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SYBR™ Green | na concentragdo 100x; 1,55-1,75ul de H20; 0,45-0,35 pl de iniciador
forward; 0,45-0,35 de iniciador reverse. O mix de reagentes foi distribuido em placa
MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems), por fim foi adicionado
em duplicata 2,5 pl de cDNA diluido anteriormente nos seus respectivos poc¢os
contendo o mix, resultando em um volume final de 10ul. As concentracdes de
reagentes utilizadas em cada teste pode ser observada na tabela 4. Em seguida, as
amostras foram encaminhadas ao termociclador Applied Biosystems™ 7500 Fast
Real-Time PCR System acoplado ao computador com software especifico para
captacdo da fluorescéncia emitida pelo corante intercalante e desenvolvimento da
curva de amplificagdo a cada novo ciclo da reagdo. As ciclagens e demais
temperaturas utilizadas nas técnicas foram selecionadas de acordo com o protocolo

proposto pela Promega, como pode ser observado na tabela 5.

Tabela 4 - Quantidade de reagente utilizados nos testes para a qPCR. .
REAGETES TESTE 1 TESTE 2 TESTE 3 CONCENTRACAO

Master mix 5ul 5ul 5ul -

H20 1,55 ul 1,65 pl 1,75 pl -
Iniciador 0,45ul 0,40 pl 0,35 ul 350-450 nM
forward

Iniciador 0,45 ul 0,40 pl 0,35 ul 350-450 nM
reverse

SYBR™ Green 0,05 ul 0,05 ul 0,05 ul 100X

I

cDNA 2,5ul 2,5ul 2,5ul 102-10° ul/mL

Fonte: Autoria propria, 2019.

Tabela 5 — Tabela com parametros utilizados para padronizacdo da técnica de qPCR.

ETAPA CICLOS TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacao 40 95°C 15s
Anelamento e 60°C 60s

extensao

Fonte: Autoria propria, 2019.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando a endemicidade da dengue e o desenvolvimento de reacdes
cruzadas entre os Flavivirus por meio de testes sorolégicos comuns, € provavel que o
namero de infec¢cdes por WNV no Brasil sejam subnotificados e erroneamente
identificados como infec¢cdes por DENV (GO; BALASURIYA; LEE, 2014; HEINZ;
STIASNY, 2012; MONDINI et al., 2007; VEDOVELLO et al., 2015). Diante disto, o
laboratorio BIOMIC apresenta diversas padronizacfes de técnicas moleculares
possibilitando o diagnéstico diferencial, permitindo detectar uma grande diversidade
de arbovirus circulantes na regido, dentre eles o WNV, tornando possivel distingui-lo
de outros virus que possuem manifestacdes clinicas semelhantes e apresentam
reatividade cruzada em testes imunoldgicos.

A padronizagdo de técnicas moleculares visa o aprimoramento destas,
tornando o diagndéstico mais sensivel e especifico, diminuindo as chances de serem
observadas amplificacdes inespecificas e formacado de estruturas secundarias, bem
como, proporciona a escolha da temperatura de anelamento ideal do par de
iniciadores, ciclagens ideais e um menor gasto de reagentes. Por este fato, técnicas
moleculares devem ser implementadas e aperfeicoadas visando um diagndstico
correto na deteccado de arboviroses. Neste contexto, foram estabelecidos testes de
RT-PCR com o intuito de investigar a circulacdo de WNV no Piaui. Para tanto, foi
realizada a otimizacdo de dois protocolos, tendo a finalidade de amplificar diferentes
regides genémicas (C/prM e E). O primeiro protocolo utilizado para amplificacdo de
C/prM foi descrito por Lanciotti e colaboradores (2000) e o protocolo com base em
iniciadores construidos no laboratério, empregado para a regido que codifica a
glicoproteina E foi padronizado a partir de adaptacdes no protocolo desenvolvido por
Bronzoni e colaboradores (2005).

A padronizacao do protocolo que visa amplificacdo do gene que codifica as
regides C/prM foi otimizado empregando parametros cedidos por Lanciotti e
colaboradores (2000), analisando diferentes temperaturas de anelamento (55°C-
57°C). Foram feitas também modificacfes referentes a dados néo disponibilizados no
artigo. Os resultados dos testes demonstraram que houve amplificacdo em todas as

temperaturas e diluicdes de controle positivo (1:10 e 1:100) (Figura 5).
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% com controles positivos de WNV (1:10 e 1:100)
utilizando iniciadores descritos por Lanciotti e colaboradores (2000) para o gene C/prM em diferentes
condi¢bes de Ta (55°C-57°C) e ciclagens disponiveis pelo autor. L: marcador de peso molecular; B:
branco e CP: controles positivos. Produto com tamanho de 408pb.

Fonte: Autoria propria, 2019.

Testes adicionais foram realizados com o intuito de compreender se os
iniciadores obteriam resultados esperados ao serem testados aplicando parametros
utilizados no laboratério. Foram feitos testes mantendo as temperaturas de
anelamento (55°C-57°C) e alterando as ciclagens de acordo com adaptacdes no
protocolo descrito por Bronzoni e colaboradores (2005). Foi possivel observar que
existiu éxito nos testes realizados com as ciclagens modificadas, podendo ser
confirmada com a amplificacdo dos controles positivos em todas diluicbes e Ta

analisadas, como mostra a figura 6.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% com controles positivos de WNV (1:10 e 1:100)
utilizando iniciadores descritos por Lanciotti e colaboradores (2000) para o gene C/prM em diferentes
condi¢des de Ta (55°C-57°C). L: marcador de peso molecular; B: branco. Produto com tamanho de
408pb.

1:10 1:100 . . 1:10 1:100

Fonte: Autoria propria, 2019.
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Os resultados dos testes demonstraram amplificacdo satisfatéria da regido
proposta, utilizando tanto os parédmetros cedidos pelo autor como também os
empregados no BIOMIC, o que confirma a eficiéncia dos iniciadores selecionados
para deteccdo de WNV, contudo, a reacédo foi padronizada seguindo os parametros
utilizados no laboratério na Ta & 55°C descrita por Lanciotti e coloboradores (2000),
0 que corrobora com estudo feito por Queiroz e colaboradores (2017) que delimita a
Ta sendo de 3°C — 5°C menor que a Tm dos iniciadores, que nesse caso era 59°C.

Com a intencdo de ampliar a capacidade de deteccdo de WNV, um novo par
de iniciadores foi construido e padronizado para amplificacdo do gene que codifica a
glicoproteina E. A construcdo do par de iniciadores teve como objetivo possibilitar a
amplificacdo de uma nova regido, tendo como base a possibilidade de mutacdes
inerentes aos virus que podem interferir na eficiéncia de iniciadores utilizados.

Para a construcdo deste par de iniciadores foi necesséaria a utilizacdo de
parametros descritos na literatura. O programa OligoAnalyzer 3.1 foi utilizado para
verificar as condi¢cdes dos iniciadores, sendo possivel determinar a temperatura de
anelamento para o iniciador forward (54°C) e reverse (53°C), condizente com as
informagOes descritas por Machado e colaboradores (2013) que determina um
intervalo pré-estabelecido entre 40°C a 60°C.

Foi analisado parametros que avaliam sua especificidade, utilizado o
programa BLAST, onde as sequéncias demonstraram 100% de similaridade dos
iniciadores com a regido homologa ao genoma do WNV, disponiveis no GenBank. A
partir dos resultados obtidos com as ferramentas de bioinformatica foi possivel
construir um par de iniciadores especificos para a regido proposta, permitindo
minimizar erros posteriores durante a reacédo de PCR.

Neste estudo, seis testes foram realizados para padronizacdo do protocolo
com base na amplificacdo do gene que codifica a glicoproteina E utilizando os
iniciadores desenhados. Os resultados dos testes promoveram reag0es positivas do
controle na diluicho de 1:10 em todas as Ta analisadas (52°C-57°C). Houve
amplificacdo fraca dos controles positivos nas diluicdes de 1:100 somente nas
temperaturas de 54°C e 56°C. Diante dos dados, este protocolo foi padronizado
empregando-se Ta a 56°C, priorizando a melhor amplificagcéo nas diluicdes de controle
positivo analisadas, o que garante uma maior sensibilidade na deteccdo de WNV.

Estes resultados podem ser confirmados na figura 7.
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Figura 5 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% com controles positivos de WNV (1:10 e 1:100)
utilizando iniciadores desenhados no laboratério BIOMIC para o gene E em diferentes condicfes de
Ta (52°C-57°C). L: marcador de peso molecular; B: branco e CP: controles positivos. Produto com
tamanho de 910pb.

52°C 53°C 54°C 55°€ 56°C 572G
L B & PP P CPoCP CP LR CP
a 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100

Fonte: Autoria propria, 2019.

No periodo compreendido entre fevereiro de 2018 e julho de 2019, foram
testadas um total de 106 amostras de pacientes com sintomatologia caracteristica de
infeccdo por arbovirus como: febre, cefaleia, fraqueza, mialgia, artralgia, dor
retroorbital, erupgdes cutaneas. Para realizagao de testes moleculares um total cinco
amostras referentes ao ano de 2018 e seis do ano de 2019 foram submetidas a
extracdo do RNA viral e testes moleculares utilizando os protocolos padronizados para
amplificacdo das regibes C/prM e E de WNV. Amostras sugestivas de infeccéo por
WNYV, coletadas nos anos de de 2016 (22 amostras) e 2017 (73 amostras) foram
incluidas no estudo para analise molecular. Em todas amostras testadas nédo existiu
amplificacdo do genoma viral.

Diante do exposto, a endemicidade do Brasil para varios Flavivirus, pode
contribuir para a pequena quantidade de casos detectados para WNV devido a
imunidade cruzada que estes arbovirus filogeneticamente relacionados podem
apresentar. Segundo Figueiredo (2019), esta protecdo poderia prevenir mais casos
de encefalite e surtos relacionados a este virus, podendo ser uma das causas das
poucas deteccdes deste no pais. Atualmente, quatro casos em humanos foram
confirmados no Brasil, mais precisamente no estado do Piaui, o primeiro aconteceu
em 2014 e os outros trés ocorreram no ano de 2019, onde um deles culminou com a
morte de uma paciente. Estes casos possivelmente estdo sendo detectados apenas

no Piaui devido a implementacdo pioneira do protocolo para investigacdo de
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encefalites virais, sendo possivel que casos esporadicos de infeccdo por WNV
ocorram em diferentes regibes do pais e permanecam subnotificadas devido a
auséncia de vigilancia epidemiolégica adequada, sobreposicdo dos sintomas
neuroldgicos inerentes a varias outras infeccfes virais do sistema nervoso, e as
limitacdes na disponibilidade de testes diagndsticos para identificacdo do virus.

A técnica de qPCR foi padronizada e implementada no laboratério com o
objetivo de aprimorar a capacidade de deteccdo de WNV, como também quantificar o
cDNA viral nas amostras testadas para possiveis correlacdes entre a carga viral e
progressdo dos sintomas para casos graves e formas atipicas da infeccdo. Esta
técnica oferece vantagens quando comparada a convencional, podendo ser citada a
nao utilizacdo de técnicas pdés-PCR para visualizagdo do amplificado, além de
apresentar maior sensibilidade e especificidade e um menor risco de contaminacgao
(TEMPLETON et al. 2003). A padronizagdo desta técnica molecular foi realizada
atraves de trés testes analisando diferentes concentragdes de iniciadores (T1: 450nM;
T2: 400nM; T3: 350nM). Diante dos resultados apresentados, a curva de amplificacéo
demonstrou que todos controles positivos foram amplificados corretamente seguindo
as diluices definidas (102 a 10°) da maior concentracdo (esquerda) para a menor
concentracéo (direita) utilizando o corante SYBR Green | na concentragdo 100x, como
pode ser visto na figura 8.

Figura 6 - Curva de amplificacdo dos testes. A: teste 1 com concentracdo de 450nM de iniciadores; B:
teste 2 com concentracdo de 400nM de iniciadores; C: teste 3 com concentracdo de 350nM de
iniciadores.

A ) Amplification Plot
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Fonte: Autoria propria, 2019.

A curva padrdo foi construida a partir da amplificagdo das diluicbes
seriadas, onde foi produzido um gréafico determinando o Ct (eixo y) versus o
logaritmo da quantidade de cDNA (eixo x) de cada amostra, sendo colocado na
curva em forma de pontos, como pode ser visto na figura 9. A analise desta curva

apresentou valores esperados pela literatura como observado na tabela 5.
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Figura 7 — Curvas padrdes com respectivas diluicdes seriadas de controle positivo para WNV. A:
curva padréo do teste 1; B: curva padrao do teste 2; C: curva padrao do teste 3.
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Fonte: Autoria propria, 2019.

Tabela 5 — Parametros obtidos nos testes (1-3) com devidos valores de referéncia na literatura.

Parametros Teste 1 Teste 2 Teste3 Valor de referéncia
Slope 3.414 3.445 3.306 -3,1a-3,6

R2 0.985 0.993 0.994 >0.98
Eficiéncia 96.288 95.123 100.665 90% - 105%
Y-interceptor 31.656 32.133 31.987 <40

Fonte: Autoria propria, 2019.

A andlise da curva padrdo é de grande importancia para o método, pois a
partir dela é possivel a realizacdo da quantificacdo do material genético. Para fazer
esta avaliagcdo foram observados parametros gerados pelo software a partir da
construcdo da curva padrdo como o Slope, coeficiente de correlacéo (R?), eficiéncia e
Y-interceptor. O slope ou inclinagéo da reta é utilizado para calcular a eficiéncia da
reacao, seu valor esperado é de 3,32 0 que mostraria uma eficiéncia na reacéo de
100%, entretanto Doraka (2006) determina valores aceitaveis entre 3,1 a 3,6. Para
Johnson e colaboradores (2013) a eficiéncia da reacdo deve sempre estar entre 90%
a 105%, o valor de 100% indica que o numero de produto dobra a cada ciclo, alguns
fatores podem influenciar este pardmetro como eventuais erros de pipetagem e
existéncia de inibidores da reacdo. O valor de R2 (coeficiente de correlagéo) indica o

ajuste dos pontos na reta, correlacionando a fluorescéncia emitida e a concentragéo
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do cDNA detectado nas amostras analisadas, devendo estar o mais proximo possivel
de 1, Taniguchi e colaboradores (2009) determina que valores maiores que 0.98 séo
aceitaveis. O valor Y-Interceptor representa o numero de ciclos necessarios para a
quantificacdo de uma unica copia de DNA, Sarasquete e colaboradores (2005)
determinam que valores menores que 40 indicam boa sensibilidade do ensaio.

Apés avaliagdo de todos parametros disponibilizados pelo método, foi
possivel inferir que a eficiéncia da gPCR proposta para WNV demonstrou-se
satisfatoria, pois todos os testes estiveram dentro dos valores esperados, o que
destaca uma boa sensibilidade da técnica. Diante dos resultados, o teste 3 realizado
com uma concentragao de 350nM de iniciadores foi selecionado partindo da premissa
da utilizacdo de uma menor concentracao, possibilitando assim um menor gasto deste
reagente durante a quantificacdo adequada das amostras.

Diante das informacbes apresentadas, o presente estudo possibilitou a
construgdo de um par iniciadores visando otimizar a capacidade de deteccdo deste
virus. Foram padronizadas técnicas moleculares capazes de amplificar as regides de
interesse (C/prM e E), sendo que 0s testes com amostras nao apresentaram
amplificagcdo do genoma viral, porém a continuidade na investigacdo de WNV se faz
necessaria, ndo descartando a circulacédo deste virus na regido, tendo em vista sua
deteccdo em cidades préximas. A padronizacdo da qPCR apresentou resultados
satisfatorios e condizentes com a literatura, tornando-se possivel sua posterior
utilizacdo em amostras sugestivas, sendo de extrema importancia para o diagnoéstico

de WNV devido a sua deteccéo e quantificacao viral eficiente.
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6 CONCLUSAO

De acordo com o referido estudo, pode-se concluir que:

o Os iniciadores construidos para amplificacdo da regido que codifica a
glicoproteina E do WNV se mostraram eficientes, existindo amplificacdo satisfatoria
dos controles deste virus.

o Foi possivel padronizar as técnicas de RT-PCR visando a amplificacédo
dos genes C/prM e E do WNV, possibilitando manter o monitoramento de sua
circulagdo no estado.

o A padronizacdo da técnica qPCR demonstrou resultados satisfatorios,
permitindo a amplificagdo da regido 3’'UTR do WNV.

o Durante a investigacdo de WNV por métodos moleculares, ndo houve a
deteccao deste virus nas amostras clinicas analisadas. Entretanto, é importante dar
continuidade ao monitoramento, tendo em vista sua detec¢cdo em outras cidades do

estado do Piaui.
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TITULO DA PESQUISA: “Identificacio molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira e Prof. Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso, Av. Sdo Sebastido, n° 2819, Bairro Reis Velloso,
CEP 64204-035, Parnaiba, Piaui, Brasil. Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99920-3470 / (86)
994013035

ESCLARECIMENTOS:

Prezado colaborador(a), vocé esta sendo convidado(a) a participar como VOLUNTARIO desta pesquisa, que ird
contribuir para o conhecimento dos arbovirus circulantes no estado do Piaui, bem como fatores do paciente
(hospedeiro) que podem predispor a infecgdes pelos arbovirus. O paciente pode ser incluido na pesquisa se
apresentar sintomatologia sugestiva de dengue/outras arboviroses, e caso ocorra a realizacdo de examex em
instituicdo publica de salde de Parnaiba. Caso vocé concorde com a participacdo (ou participacdo da crianga),
uma pequena quantidade de sangue serd obtida, por puncdo venosa, e transportada imediatamente para o
laboratdrio. O paciente serd atendido no servico de saiide, mesmo que ndo concorde com a incluséo no estudo ou
desista de participar a qualquer momento. Todos os resultados de exames que estiverem prontos estardo a sua
disposicdo a qualqguer momento da pesquisa. Vocé ou a crianga ndo receberdo qualquer remuneracdo pela
participacéo.

Vocé podera sentir desconforto durante a coleta de sangue, mas 0s técnicos disponiveis para o procedimento sdo
bem treinados e credenciados, além de utilizarem todo o material devidamente estéril que forneca seguranca ao
processo. Qualquer dlvida ou constrangimento que vocé tiver seré esclarecido pelo pesquisador.

Os resultados desta pesquisa serdo (teis para avaliarmos os sorotipos/genétipos virais circulantes na cidade de
Parnaiba e estado do Piaui, e quais condic¢des relacionadas ao hospedeiro diante da Dengue que sdo encontradas
na populacdo do Piaui. Por se tratar de um estudo populacional, ndo ha beneficio direto para o participante.
Somente no final do estudo poderemos concluir a participacéo de alguns fatores genéticos como causadores de
uma maior gravidade da infeccdo. VVocé terd a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer divida relativa
aos procedimentos, riscos, beneficios e outras situacdes relacionadas com a pesquisa. Além disso, vocé também
tera a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e sua deciséo
ndo acarretara em qualquer prejuizo na continuidade do seu atendimento e tratamento no servico de salde. Se
concordar em participar do estudo, suas informacdes pessoais (nome, enderego, telefone, dentre outras) serdo
mantidas em sigilo absoluto. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a
equipe da pesquisa e os representantes do Comité de Etica terdo acesso a suas informagdes pessoais.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , portador(a) da cédula de

identidade/CPF de numero , abaixo assinado, declaro que concordo em

participar da pesquisa/estudo “Identificacdo molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”, como VOLUNTARIO. Fui suficientemente informado a respeito
das informac6es que li ou que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa. Eu discuti com o Dr. Gustavo Portela
Ferreira / Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira ou qualquer um dos demais membros da equipe de

pesquisadores sobre minha decisdo em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim quais sdo 0s prop6sitos
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da pesquisa, os procedimentos a serem realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, e as garantias de sigilo e
de esclarecimentos. Também ficou claro que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo
VOLUNTARIAMENTE em participar da pesquisae poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer momento,
sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento /

tratamento neste servico de salde.

E por estar de acordo, assino o presente termo.

Parnaiba, de de

Assinatura do sujeito participante ou responsavel legal Impressao Digital

Presenciamos a solicitacéo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

Nome:
RG/CPF: Assinatura:
Nome:
RG/CPF: Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste sujeito de
pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Parnaiba, de de

Gustavo Portela Ferreira Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Se vocé tiver alguma consideracao ou davida sobre a ética desta pesquisa, entre em contato com;
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Campus Ministro Reis Velloso

Endereco: Avenida S8o Sebastifo, 2819 — Bloco 16 — Sala 05 — Bairro Reis Velloso

CEP: 64202-020 - Parnaiba-PI, Fone: (86) 3323-5251
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ANEXO Il FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

PACIENTE/AMOSTRA N° N° CARTAO DO SUS:
AMOSTRAS COLETADAS:

DATA DO ATENDIMENTO: LOCAL DE ATENDIMENTO:
NOME: TEL:
SEXO: oMasculino OFeminino DATA DE NASCIMENTO:
NOME DA MAE:

ENDERECO:

NUMERO: ______ BAIRRO: CEP:
MUNICIPIO: UF:

O Adulto o Crianga (até 12 anos) o Idoso (acima de 60 anos) Gestante.o 1°T o 2°T o 3T
Inicio dos sintomas: dias. Febre: h4 dias.

SINAIS E SINTOMAS PRESENTES:

[ Cefaleia [l Artralgia Rl Néuseas Il Dor retroorbitaria Bl wialgia Bl Ictericia
Orrostracido [l Diarreia [l Vomitos Exantema: el com prurif@ sem prurido

[ Manifestaces hemorrégicas: gengivorragia - epistaxe - metrorragia - hematémese - melena - hematuria - petéquias -
equimoses.

0 Dor abdominal Bl Choro persistentef/irritabilidade
O outros:

COMORBIDADES/ DOENGAS CRONICAS COEXISTENTES:
Hipertenséo Avrterial Il Doenca Hematoldgica

(]

m Diabetes Mellitus (m] Doenga Cardiovascular
o prPoC Bl Doenca Autoimune I nsuficiéncia Renal B Doenca acido-péptica
(]

Hepatopatia Anemia Falciforme

Outras:

O
O Né&o ha comorbidades/doencas cronicas coexistentes.

AVALIAGAO QUANTO A PRESENGCA DE SINAIS DE CHOQUE/HEMORRAGIA GRAVE:

O comprometimento respiratério I Hemorragia grave com ou sem sinais de choque
Hemorragia presente O Né&o OSim. Qual (is)?

O conjuntival I Epistaxe B Gengivorragia B Petéquias [l Equimose
O Metrorragia B Hemataria Rl Hematémese B Melena [l Hemoptoicos

SINAIS DE CHOQUE:

(] Pulso répido e fino Rl Extremidades frias |Gl Pele palidae umida |G Enchimento capilar lento (
m] > 2 seg.)
0 Pressdo arterial convergente (PA diferencial < 20 mmHg) I Hipotenséo postural (queda > 30 mmHg)

(m] Né&o ha presenga de sinais de choque hipovolémico/hemorragia grave

Outros:




