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APRESENTACAO

No tempo em que vivemos hoje, onde uma pandemia causada por um virus
transformou toda a rotina mundial, é importante esclarecer um pouco mais sobre
esses microorganismos tao temidos.

A Coletanea Nacional “A Virologia em uma Perspectiva Interdisciplinar: Saude
Humana, Animal e do Ambiente” é um e-book composto por 4 artigos cientificos,
revisdes e investigacdes sobre doencas ja conhecidas da sociedade, levando em
consideracdo que 0s novos virus inspiram novos cuidados, mas n&o substituem
0s que ja devem ser habituais, referentes a tratamento e monitoramento de outras
enfermidades.

Para preencher o tempo com conhecimento durante o isolamento social e
contribuir para ampliar o entendimento, desejo a todos uma excelente leitura!

Lais Daiene Cosmoski
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RESUMO: A dengue é o arbovirus sistémico
mais importante e mais comum em humanos.
Além dos sintomas comumente manifestados,
quando a infec¢do é agravada por certos fatores
clinicos, pode levar a casos de encefalite ou
meningoencefalite. Tal condicdo desenvolve
algumas condi¢cdes graves para o sistema
nervoso central e para o corpo humano, que
podem resultar em sequelas ou morte do
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paciente. Portanto, ferramentas de diagnoéstico por imagem séo importantes para
observar as mudancas efetivamente. Objetivo: Determinar os principais/possiveis
achados clinicos em casos de encefalite/meningoencefalite por dengue nos diagnésticos
por tomografia computadorizada e ressonancia magnética, bem como disponibilizar
uma ficha para auxilio clinico com os principais sintomas. Metodologia: Trata-se de uma
revisdo integrativa da literatura, com busca de artigos nas bases de dados LILACS,
SCIELO e PUBMED. Foram utilizados os descritores “Dengue encefalite magnetic
resonance”, “Dengue encephalitis tomography”, “Dengue meningoencephalitis
magnetic resonance imaging” e “Dengue tomography meningoencephalitis”. Critérios
de inclusdo: artigos cientificos que abordaram o tema, publicados no periodo de
2004 a 2018; em Portugués e Inglés. Resultados e Discusséo: foram identificados
195 artigos, no entanto, apenas dez foram incluidos nos critérios de inclusdo. Os
estudos observaram que a ressonancia magnética é mais sensivel e precisa do que
a tomografia computadorizada quando a avaliacéo esta relacionada a pacientes com
dengue e manifestacées neurolégicas precoces. Todos os estudos demonstraram
intensidades anormais dos sinais de ressonancia magnética. As lesdes pareceram
hiperintensas nas sequéncias ponderadas em T2. Areas comumente afetadas sdo
0s ganglios basais, talamo, cerebelo, cértex cerebral e substancia branca. Os sinais/
sintomas presentes descritos nos estudos foram: febre, dores de cabeca, dores nas
articulacdes, mal-estar, falta de apetite, sonoléncia, tontura, vémitos, sensibilidade a
luz, confusdo, desorientacdo, reflexos anormais, fraqueza muscular, problemas de
fala e rigidez no pescocgo. Conclusdo: a ressonancia magnética € a melhor opgao
para a identificacdo da encefalite por DENV, mas exames laboratoriais secundarios
para confirmacéo da infeccéo pelo virus sdo sempre necessarios. A observagcao dos
achados descritos pode indicar ao clinico uma suspeita inicial de infec¢ao pelo DENV,
proporcionando um melhor manejo do paciente.

PALAVRAS-CHAVE: Ressonancia Magnética; Meningoencefalite; Dengue; Encefalite.

DIAGNOSTIC IMAGING OF ENCEPHALITIS/MENINGOENCEPHALITIS CAUSED
BY THE DENGUE VIRUS: A REVIEW

ABSTRACT: Dengue is the most important and most common systemic arboviruses
in humans. In addition to the commonly manifested symptoms, when the infection
isaggravated by certain clinical factors, it can lead to cases of encephalitis or
meningoencephalitis. Such a condition develops some serious conditions for the
central nervous system and the human body, which may result in sequelae or death
to the patient. Therefore, diagnostic imaging tools are important to observe changes
effectively. Objective: To determine the main/possible clinical findings in cases of
dengue encephalitis/meningoencephalitis in diagnoses by computed tomography
and magnetic resonance imaging, as well as to identify the best imaging method to
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identify such condition. Methodology: This is an integrative review of the literature,
with article search in the LILACS, SCIELO and PUBMED databases. The descriptors
“‘Dengue encephalitis magnetic resonance”, “Dengue encephalitis tomography”,
“Dengue meningoencephalitis magnetic resonance imaging” and “Dengue tomography
meningoencephalitis” were used. Inclusion criteria: scientific articles that addressed
the theme, published in the period 2004- 2018; in Portuguese, English and Spanish.
Results and Discussion: 195 articles were identified, however, only ten were included in
the inclusion criteria. The studies observed that MRI is more sensitive and accurate than
computed tomography when the evaluation is related to patients with dengue and early
neurological manifestations. All studies have demonstrated abnormal intensities of the
MRI signals. Lesions appeared hyperintense in T2-weighted sequences. Commonly
affected areas are the basal ganglia, thalamus, cerebellum, cerebral cortex, and white
matter. The signs/symptoms present described in the studies were: fever, headaches,
joint pains, malaise, lack of appetite, drowsiness, dizziness, vomiting, sensitivity to
light, confusion, disorientation, abnormal reflexes, muscle weakness, speech problems
and stiff neck. Conclusion: magnetic resonance imaging is the best option for the
identification of DENV encephalitis, but secondary laboratory tests to confirm the virus
infection are always necessary. The observation of the described findings may indicate
to the clinician an initial suspicion of DENV infection, providing a better management
of the patient.

KEYWORDS: Magnetic Resonance; Meningoencephalitis; Dengue; Encephalitis.

11 INTRODUCAO

Vérias sindromes clinicas podem ser causadas devido ainvasao viral do Sistema
Nervoso Central. Estes incluem sindromes como encefalite e meningoencefalite
(GLASER et al., 2003). A encefalite & definida como um processo inflamatério do
parénquima cerebral associado a evidéncias clinicas ou laboratoriais de sindrome
neurolégica (BECKHAM et al., 2016). A sindrome da encefalite aguda é um grupo
de manifestacbes neurologicas clinicas. Muitas vezes, a inflamacéo se estende
até as meninges, causando caracteristicas adicionais do meningismo e da
sindrome combinada da meningoencefalite. Uma vasta gama de virus, bactérias,
fungos, parasitas, espiroquetas, produtos quimicos e toxinas podem ser causas
potenciais, dificultando muitas vezes o diagnéstico. Consiste em um processo
inflamatoério agudo, geralmente difuso, que afeta o cérebro (LOHITHARAJAH et
al., 2017). A definicdo clinica de um caso de sindrome de encefalite aguda é a
seguinte: uma pessoa de qualquer idade, apresentando-se em qualquer época do
ano, com inicio agudo de febre e estado mental alterado, manifestando sintomas
como confuséo, desorientagcdo, coma ou incapacidade de falar e/ou novo inicio
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de convulsées (excluindo convulsées febris simples) (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2006). Pacientes com suspeita de encefalite geralmente passam por
internacdes prolongadas, podem precisar passar por uma variedade de testes
diagnodsticos caros e frequentemente tém progndéstico ruim, com desfechos
frequentemente incluindo incapacidade ou morte (MISRA; TAN; KALITA, 2008).
Mais de 100 patdgenos diferentes foram reconhecidos como agentes causadores
de encefalites, meningoencefalites e suas sindromes, dos quais 0s agentes
causadores predominantes sao virus. Os patdégenos mais frequentes sao Arbovirus,
virus Herpes simplex, Varicela-zoster, Virus Epstein-Barr, Caxumba, Sarampo,
Enterovirus, Influenza, Adenovirus, Echovirus e Mycoplasma pneumoniae (GOEL
et al., 2017).

Ha uma ampla gama de achados de neuroimagem nas infeccdes do sistema
nervoso central, muitas vezes com consideravel sobreposicdo, o que dificulta a
determinacao de um diagnéstico especifico. A correlagdo com exames laboratoriais,
particularmente a analise do liquido cefalorraquidiano, € considerada essencial
para estabelecer um diagnostico definitivo (SHIH; KOELLER, 2015). Com a revisao
sistematica de arquivos da literatura, o presente trabalho explorara o espectro de
achados clinicos em encefalite/meningoencefalite porinfeccéo pelo virus da Dengue,
buscando identificar a melhor metodologia por imagem para facilitar diagnostico.

2| VIRUS DA DENGUE

O virus da dengue € um virus icosaédrico. Possui nucleocapsideo composto
por subunidades de uma proteina estrutural, denominada proteina do capsideo
(ou proteina C). Envolvendo o nucleocapsideo ha uma bicamada lipidica, também
chamada envelope viral, derivada das membranas do hospedeiro. O envelope viral
possui em sua composicao dimeros de glicoproteinas (proteina E) e proteinas de
membrana (proteina M), ambas estruturais do virus. O diametro estimado do virion
€ de 40nm, sendo que o0 mesmo possui projecdes em sua superficiede 5a10 nm. O
principal componente da superficie viral é a proteina E, possuindo notavel atividade
biolégica que se da desde a ligacdo do virion ao receptor da superficie celular,
montagem do virion e imunogenicidade (MUKHOPADHYAY et al., 2005; CHAVEZ
et al., 2013).

A dengue é uma patologia infecciosa, ndo contagiosa, de etiologia viral,
podendo se apresentar em dois principais modelos clinicos: febre da dengue também
cognominado de dengue classica (FD), que pode ser de curso benigno ou grave,
decorrendo da forma que se manifesta a infeccao inaparente, e a febre hemorragica
da dengue (FHD) ou sindrome do choque da dengue (SCD) (CHOTMONGKOL;
SAWANYAWISUTH; 2004), outras complicacbes também podem ser descritas, sao
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elas: faléncias agudas do figado, lesdo renal aguda e faléncia multipla dos 6rgéos
(WITHANA et al., 2014).

Casos de encefalopatias sdo raros nas apari¢des da dengue, principalmente
em individuos adultos. Quando ha a ocorréncia de dengue hemorragica, as
encefalopatias sdo consideradas como condi¢cdes raras que ocorrem, geralmente,
na fase febril da doenca, mais especificamente ap6s baixarem os niveis febris do
paciente (CHOTMONGKOL; SAWANYAWISUTH; 2004).

A encefalopatia, quando causada por infeccdes provenientes da a¢ao do virus
da dengue, desenvolve algumas condi¢des graves ao SNC e ao organismo humano,
como hiponatremia, encefalopatia hepatica de insuficiéncia hepatica fulminante,
hipotensédo, edema cerebral e hemorragia. As evidéncias virais que se relacionam
com a encefalite baseiam-se em déficits neurologicos focais e pleocitose no liquor
(MUZAFFAR et al., 2006).

Muitas vezes, um rapido diagnostico clinico pode interferir diretamente no
desfecho do quadro clinico do paciente. Deve-se suspeitar da febre da dengue (FD)
em pacientes de areas endémicas (ou com viagens recentes para areas endémicas)
que apresentam febre repentina, bradicardia relativa e sinais de ictericia. Os exames
de maior utilidade sdo o hemograma, exame de urina, testes de funcao hepatica,
testes de coagulacdo, hemocultura viral e testes sorologicos. Os resultados mais
frequentes sdo leucopenia com neutropenia relativa, trombocitopenia, coagulacéao
prolongada e aumento do tempo de protrombina (ABD.RAHMAN et al., 2017).

Para se realizar os testes de confirmacao da FD, ha necessidade de se haver
pessoas altamente treinadas e acesso a equipamentos e materiais especializados,
0 que muitas vezes é uma limitacdo para o diagnoéstico correto. Os critérios
laboratoriais para o diagndéstico positivo sdo qualquer um dos seguintes: presenca
de IgM especifica para DENV ou um aumento quadruplo ou maior nos niveis de IgG
entre soros agudos e convalescentes na auséncia de vacinagao recente; isolamento
de DENV; histopatologia hepatica pés-morte positiva; deteccdo do antigeno do
DENV nos tecidos por imuno-histoquimica; detec¢cdo de sequéncias genémicas de
DENV no sangue ou 6rgaos por reacao de PCR (VOELKER, 2014; ABD.RAHMAN
et al., 2017).

Entretanto, o diagnéstico clinico da FD é dificil. Isso se deve a principalmente
duas razdes: diferencas de gravidade que a doenca pode apresentar, além de
diversidade sintomatolégica. Outro fator é que ha casos brandos que escapam ao
diagnoéstico. Embora os casos classicos sejam facilmente reconhecidos. Diante
disso, a FD pode nao ser incluida no diagnostico diferencial de pacientes com
sintomas de cefaleia, ndusea, dor lombar e febre, especialmente nos estagios
iniciais da infeccéo. Outro ponto é que a FD é facilmente confundida com diversas
doencas, como a febre do Chikungunya e Hantavirose. Frequentemente a FD néao
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€ diagnosticada até que o paciente tenha se recuperado ou sucumbido a doenca
(VOELKER, 2014).

Nao ha tratamento especifico para a infeccdao por DENV, e os protocolos de
cuidados aos doentes incluem a estabilizacdo do quadro e medidas de suporte
ao doente, se possivel em unidades de terapia intensivas (UTl). Embora o DENV
nao possa ser transmitido de pessoa para pessoa, 0s pacientes virémicos devem
ser isolados com mosquiteiro em areas com potencial transmisséo vetorial (OMS,
2009).

31 METODOLOGIA

O estudo consiste em uma revisao de literatura sistematica, com o objetivo
de explorar a literatura sobre os principais resultados para metodologias de
diagnostico por imagem nos casos de infecgdes pelo arbovirus Dengue, buscando
a identificacdo da possivel melhor metodologia por imagem que ofere¢ca o melhor
diagnéstico diferencial, de acordo com os dados fornecidos na literatura. Este tipo de
estudo tem a finalidade de oferecer uma sintese dos principais resultados presentes
na literatura sobre o tema proposto e, a partir destes resultados e das metodologias
aplicadas nos trabalhos, realizar uma sintese construtiva que possa apontar para
novos rumos sobre o tema (GALVAO; SAWADA; TREVIZAN, 2004).

Para que tal objetivo possa ser alcancado realizou-se uma busca exaustiva
da literatura com objetivo de responder uma pergunta central, trilhando rigida
metodologia de pesquisa, selecdo e analise dos trabalhos académicos publicados
(GALVAO; SAWADA; TREVIZAN, 2004). Para este trabalho pesquisou-se artigos
indexados nas bases de dados Literatura Latino-Americana em Ciéncias de Saude
(LILACS), Scientific Electronic Library Online (SCIELO) e PUBMED, utilizando
os descritores: Dengue encephalitis magnetic resonance, Dengue encephalitis
tomography, Dengue meningoencephalitis magnetic resonance imaging e Dengue
tomography meningoencephalitis. Foram inseridos na pesquisa apenas artigos
publicados em lingua inglesa, espanhola ou portuguesa e entre os anos de 1998 e
2018 que continham informacdes da infecg¢ao e os tipos de diagnédsticos porimagem.

Foram excluidos do estudo trabalhos publicados em lingua que nédo sejam
a inglesa ou portuguesa, assim como aqueles que nao continham os descritores
desejados e que, apds analisar-se e ler-se o0 abstract do trabalho identifique-se que
nao esta associado a tematica pretendida no estudo, ou que ndo sejam infeccbes
localizadas no sistema nervoso central.

Foram incluidos aqueles em que se observou a presenca dos descritores
buscados, e que ap06s analisar-se e ler-se 0 abstract do trabalho identifique-se que




estd associado a tematica pretendida no estudo, e que as infec¢bes tratadas sejam
localizadas no sistema nervoso central.

Apébs buscarem-se os descritores especificos realizou-se leitura exploratéria
de todo material, com a finalidade de verificar se as obras consultadas eram de
interesse para o trabalho, sendo selecionadas as que possuiam os critérios de
inclusdo. Tais trabalhos foram lidos na integra, com leitura analitica do trabalho
para, posteriormente, coletar-se os dados e tabula-los para responder a pergunta
do trabalho.

4 | RESULTADOS

Os dados coletados para a execucao do trabalho foram obtidos por meio de
publicacbes de estudiosos do assunto e uma breve leitura critica sobre eles. O
namero inicial de artigos obtidos é indicado no Quadro 1.

Dengue Denaue Dengue

Bases de| encephalitis gue meningoencephalitisy Dengue tomography
. encephalitis - : . TOTAL
Dados magnetic magnetic resonance| meningoencephalitis
tomography . -

resonance imaging
LILACS 4 6 3 6 19
SCIELO 56 7 15 5 83
PUBMED 51 38 3 1 93
TOTAL 111 51 21 12 195

QUADRO 1 — Quantificagbes das publicagbes relacionadas ao tema

Dessa forma, obteve-se 19 publicacbes na Base de Dados LILACS, 83 na
SCIELO e 93 na PUBMED, totalizando 195 trabalhos.

Faz-se importante ressaltar que alguns artigos ndo foram utilizados por néo
condizerem com o tema proposto, desse modo, na LILACS, 13 ndo usados, 80 na
SCIELO e 27 na PUBMED. Portanto, para o presente estudo foram utilizados 4
trabalhos na LILACS, 3 na SCIELO e 3 na PUBMED. Segue abaixo uma tabela com
os artigos utilizados nas plataformas LILACS, SCIELO e PUBMED, respectivamente
como demonstrado no Quadro 2:
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Artigos incluidos no Estudo

CHOTMONGKO, Verajit; SAWANYAWISUTH, Kittisak. Dengue Hemorrhagic Fever With
Encephalopathy In An Adult. Southeast Asian J Trop Med Public Health,v. 35, n. 1, p.160-161,
mar. 2004.

MUZAFFAR, J et al. Dengue encephalitis: why we need to identify this entity in a dengue-prone
region. Singapore Med J, Sl, v. 47, n. 11, p.975-977, jan. 2006.

BRITO, Carlos A.a. et al. Acute disseminated encephalomyelitis in classic dengue. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 40, n. 2, p.236-238, abr. 2007.

BARROS, Marlon Martinez et al. Non-progressive leukoencephalopathy in patient with virus
dengue infection. Acta Neurol Colomb, v. 26, n. 4, p.217-221, dez. 2010.

OLIVEIRA, Ricardo Villar Barbosa de et al. Valor da ultrassonografia em criangas com suspeita
de febre hemorréagica do dengue: revisdo da literatura. Radiologia Brasileira, v. 43, n. 6, p.401-
407, dez. 2010.

WITHANA, Milinda et al. Dengue fever presenting with acute cerebellitis: a case report. Bmc
Research Notes, v. 7, n. 1, p.125-129, 2014.

JAYAMALI, W. D.; HERATH, H. M. M. T. B.; KULATUNGA, Aruna. A young female presenting
with unilateral sacroiliitis following dengue virus infection: a case report. Journal Of Medical
Case Reports, v. 11, n. 1, p.1-7, 1 nov. 2017.

VENTURA, Nina. Imaging aspects of the central nervous system in dengue. Radiologia
Brasileira v. 50, n. 6, p.6-10, dez. 2017.

JUGPAL, Tejeshwar Singh et al. Spectrum of findings on magnetic resonance imaging of the
brain in patients with neurological manifestations of dengue fever. Radiologia Brasileira, v. 50,
n. 5, p.285-290, out. 2017.

QUADRO 2 — Compilagédo de artigos incluidos no estudo de reviséo

51 DISCUSSAO

Nos trabalhos usados como referéncia, muitos relatos de casos possuem
sintomas e achados que pouco se diferem em relagéo a outras infec¢des, podendo
ser interpretados pelos profissionais de saude de forma confusa, fazendo com
que seu diagndstico seja errdbneo ou inespecifico. Todos os estudos encontrados
descreviam como metodologia de escolha para avaliacdo de lesdao a ressonéancia
magnética, por facilitar a visualizacdo de regibes afetadas através da pronta
identificacao de diferenga entre hipossinais em T1 e hiperssinais T2.

Uma barreira aos profissionais de saude ao realizar diagnosticos exatos é
que grande parte dos agentes infecciosos produzem inicialmente um quadro de
doenca febril aguda indiferenciada. A doenca febril aguda indiferenciada é definida
como febre de menos de uma semana de duracdo, sem uma fonte identificada
de infeccdo que pode ser acompanhada por outros sintomas (cefaléia, prostracéo,
vomitos, etc) (LORENZI et al., 2013). Muitos agentes infecciosos sdo responsaveis
por esta sindrome, incluindo arbovirus. Estes, na fase prodrOmica apresentam esse
quadro, dificultando a avaliagdo clinica. A etiologia infecciosa e a epidemiologia da
doenca febril aguda indiferenciada permanecem mal caracterizadas, especialmente
nos paises de baixa e média renda, em que a analise laboratorial € dificultada por
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recursos limitados (TAM; OBARO; STORCH, 2016).

Os quadros descritos em todos os estudos apresentavam sintomas
inespecificos, e que sobrepunham com sintomas caracteristicos de outras
infeccdes virais ou bacterianas. Barros et al. (2010) descreveram um caso clinico
que inicialmente foi confundido com uma infeccdo bacteriana devido ao quadro
clinico inicial indiferenciado, levando a administracao desnecesséaria de antibiéticos
ao paciente. O uso indiscriminado e errbneo de antibidticos € potencialmente fatal,
devido resisténcia antimicrobiana causada pelo uso excessivo de antibiéticos nos
servicos de saude (JENSEN; NIELSEN; FYNBO, 2018). Somente no terceiro dia, o
paciente foi diagnosticado com dengue apds um exame IgM positivo, interrompendo
a administracdo desnecessaria de antibiéticos. Contudo, no sétimo dia o paciente
apresentou letargia, delirios e tremores, procedendo os profissionais de saude para
uma avaliac&o neurologica. Na avaliagdo, o paciente foi encontrado sonolento, ndo
obedeceu a ordens ou estabelecer contato com o meio, reativo, pupilas isocéricas
de 3 mm; nistagmo horizontal, paralisia facial central esquerda, hemiparesia
esquerda de predominio braquial, desvio do olhar para a esquerda, 0os movimentos
convulsdes continuas intermitentes e motoras parciais, tratado com a administracéao
de diazepam e fenitoina. Apés realizada a ressonancia magnética, notou-se lesdes
hiperintensas, afetando simetricamente as interse¢des do cortex e fronto-temporal
e parieto-occipital, com apagamento moderado do sulco; e EEG que com achado
sugestivo de disfuncao subcortical-cortical difusa e bilateral. A evolucéo foi favoravel,
foi divulgada apo6s 25 dias de internagdo hospitalar com os seguintes diagnoésticos de
alta: leucoencefalopatia multifocal infecciosa néo progressiva, Dengue hemorragica
grau IV resolvido, insuficiéncia ventilatoria resolvida, broncopneumonia deixou
resoluta, hipertensdo anemia falciforme e secundaria, sem sequelas (BARROS, et
al., 2010).

Inicialmente, o0s pacientes dos estudos iniciavam apresentavam
manifesta¢cdes neurolégicas e manifestacées prodromicas de doenca febril aguda
indiferenciada. Quadros de ataxia, vertigem grave, tremores, deficit de movimento
e fala também estiveram presentes em alguns dos pacientes (CHOTMONGKOL;
SAWANYAWISUTH; 2004; MUZAFFAR et al., 2006; BRITO, et al., 2007; BARROS,
et al.,, 2010; OLIVEIRA, te al., 2010; WITHANA et al., 2014; VENTURA, 2017;
JUGPAL, et al., 2017).

Todos os pacientes mostraram intensidades dos sinais anormais em exames de
ressonancia magnética. Os complexos ganglios-talamo basal estavam envolvidos
nos seguintes quadros: isolado envolvimento dos ganglios da base; envolvimento
dos ganglios da base e talamo; e isolado envolvimento do tdlamo. Envolvimento
cerebral e cerebelar também foi visto. As les6es apareceram hiperintensas em
sequéncias ponderadas em T2. Todos os casos demonstraram areas irregulares de
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difusao restrita. Em um dos estudos, as sequéncias de GRE/SWI mostraram areas
focais de florescéncia hemorragia (CHOTMONGKOL; SAWANYAWISUTH; 2004;
MUZAFFAR et al., 2006; BRITO, et al., 2007; BARROS, et al., 2010; OLIVEIRA,
te al., 2010; WITHANA et al., 2014; VENTURA, 2017; JUGPAL, et al., 2017). . Em
imagens com contraste, o realce sutil foi visto em seis pacientes (JUGPAL, et al.,
2017).

Um exemplo da real necessidade de uma rapida percep¢éo dos profissionais
de saude quanto a casos de encefalite/meningoencefalite por dengue foi descrito
por Brito et al. (2007): um relato do caso de uma mulher de 37 anos de idade foi
atendido no servico de emergéncia do Memorial Hospital Sdo José, em Recife.
Ela apresentava astenia, dor de cabeca, mialgia e artralgia, e foi utilizado dipirona
como analgésico. Contudo, se tratava de um caso de encefalomielite disseminada
aguda na dengue classica, com isolamento do virus da dengue sorotipo 3 no liquor.
Esta condicdo foi associada a danos estruturais significativos detectados pela
ressonancia magnética. Em cinco dias ap6s o inicio de seus sintomas, a paciente
tinha dificuldade em pronunciar algumas palavras, e isso evoluiu para insuficiéncia
progressiva da fala espontanea. Ela apresentou fraqueza na méao esquerda, que foi
mais pronunciado no primeiro e segundo dedos. Isso fez com que o uso de pincas
dificil, comprometendo a sua atividade profissional (dentista). Elatinha uma sensacéo
de peso na perna esquerda, com repercussdes no seu andar, e esta foi a principal
preocupacéao levando a consulta com um neurologista. O exame neuroldgico inicial
evidenciou disturbios da fala caracterizados por parafasia fonémica e disnomia,
com preservacao da compreensao. Isto foi associado com déficit de movimento
grau lll na m&o esquerda, que foi predominantemente no primeiro e segundo dedos,
e déficit de grau IV na perna esquerda. Os reflexos superficiais e profundos estavam
normais, com ligeira hipdstase para estimulo tactil doloroso da mao esquerda.
Os exames de sangue mostraram plaquetas e enzimas hepaticas em niveis
normais, novamente apontando para um quadro clinico inespecifico inicalmente. A
ressonancia magnética apresentou um sinal baixo em T1 e um sinal alto em T2. A
etiologia da dengue foi confirmada pelo isolamento do virus do licor seguido de RT-
PCR e imunofluorescéncia para sorotipagem da dengue. A paciente foi submetida a
terapia com 1g de metilprednisolona por 5 dias (BRITO, et al., 2007).

A ADEM é uma manifestagdo neurolégica incomum envolvendo nervos
periféricos que também tem sido associada a infeccédo por dengue. Dois casos
recentemente notificados de ADEM sugeriram esta associagdo, mas nenhuma
evidéncia clinica e laboratorial foi produzida para apoiar a hipétese de que o virus
tem um efeito citopatico no SNC (BRITO, et al., 2007).

Em outro estudo, exames de ressonancia de nove pacientes foram realizados
em scannersde 1,5 Tou 3T, incluiram ponderadas, ponderadas em T2, e sequéncias
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de recuperacdo de inversdo atenuada com fluidos (FLAIR). Imagens ponderadas
em difusdo com mapeamento coeficiente de difusédo aparente também foram
empregadas. Captura rapida de angulo baixo e sequéncias de eco recordadas com
ponderacdo de suscetibilidade, como bem como escaneamento ponderado em
T1 com contraste, também foram obtidos para avaliar o realce parenquimatoso.
Exames de ressonancia magnética foram analisados para distribuicao de lesdes e
caracteristicas de imagem (JUGPAL et al., 2017). Chotmongko e Sawanyawisuth
(2004) relataram alguns pacientes em que apdés a febre cessar, persistem
sintomas como sonoléncia e confusdo. Porém, logo no dia seguinte, a confusao
proveniente da infeccdo ndo estd mais presente e o paciente pode receber alta
do hospital. Esses podem nao ser identificados e notificados com quadros de
encefalite/meningoencefalite por dengue, contribuindo para uma epidemiologia real

indeterminada desses desfechos da doenca.

61 CONCLUSAO

O quadro de encefalite/meningoencefalite por dengue & grave. Sugere-se
qgue a Ressonancia Magnética e o eletroencefalograma devem ser praticados
em série para pacientes de regibes endémicas ao virus que apresentem esses
quadros. Embora existam poucos casos descritos sobre complicacdes neuroldgicas
ligadas a infecgéo pelo virus da dengue, as manifestagdes clinicas que séo de inicio
agudo, como a febre e a alteracdo do nivel de consciéncia ou confusdo mental, séo
indistinguiveis de qualquer outro tipo de encefalite viral, mas possuem desfecho
grave que pode envolver sequelas permanentes. Portanto, em areas endémicas
para dengue e em pacientes com manifestacdes neuroldgico deve ser considerado
como outra possivel causa de encefalopatia ou encefalite.

Em um cenario clinico apropriado, a ressonancia magnética pode ajudar a
corroborar o diagnéstico de encefalite por dengue. Embora n&o haja tratamento
especifico para infeccdo por dengue, a identificacdo precoce de lesbes através da
ressonancia magnética pode facilitar a instituicdo oportuna de manejo de suporte
em pacientes afetados. Portanto, a ressonancia magnética deve ser parte integrante
da avaliacdo de casos de dengue em que ha doencas neurolbgicas sujeitas a
complicagoes.

Finalmente, por se tratar de infeccbes com dificil identificac&o inicial devido
a sintomas prodrémicos, a disponibilizacéo das fichas aos profissionais da saude
seria um auxilio pré-clinico para uma identificacao precoce dessas infeccoes em
areas endémicas, proporcionando correto manejo do paciente e diminuindo a taxa
de erro nos diagnosticos.
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RESUMO: A expansao das atividades humanas
causam a degradacao dos habitats naturais
dos vetores transmissores de patdogenos a
humanos e animais e sabe-se que as doencas
relacionadas a vetores nao tem relacao apenas
com o clima, mas também aos habitos e
comportamentos da populagdo. Dessa forma,
esses patdogenos podem sofrer uma rapida
transicdo e se transformarem em um problema
de dimensao global. As espécies de mosquitos
dos géneros Aedes e Culex compdem O0s
principais vetores dos arbovirus brasileiros,
como o virus da Dengue, Zika e chikungunya.
No Brasil, nos ultimos anos aumentaram os
desconfortos com as arboviroses, pois as
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sintomatologias dessas doengas incapacitam
trabalhadores e ceifam vidas, além de exigirem
grande investimento do orcamento publico em
tratamento e prevencdo. As campanhas para
controlar os vetores precisam da participacao
efetiva de todos e a Universidade é responsavel
por um processo educacional de transformacéao
da sociedade em relacdo a certos habitos
que facilitam a instalacdo de doencas. Nesse
cenario, pretendemos apresentar resultados
de mobilizagdo social no monitoramento de
vetores como estratégia de promogao a saude.
Instalamos ovitrampas nas residéncias dos
moradores do Instituto Federal de Educacéao
Ciéncia e Tecnologia (IFTM). Através das coletas
realizadas foi detectado, por estereomioscopia,
25.981 ovos, dos quais 20.591 eram viaveis,
3.186 haviam eclodidos e 2.209 estavam
danificados. Os vasos com 0s ovoOs viaveis
foram colocados em copos plasticos com agua,
dentro de uma mosquiteira, para a realizacao
do monitoramento dos estagios biolégicos
dos vetores, sendo que 70% era de Aedes
albopictus, 25% de Culex quinquefasciatus
e 5% de Aedes aegypti. Com o objetivo de
transmitir conhecimento sobre a biologia dos
vetores, fatores relacionados as arboviroses e
eliminac&o de criadouros, fizemos um trabalho
de conscientizacdo da comunidade.
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PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, culex, monitoramento de vetores, promog¢ao de
saude.

THE CONTRIBUTIONS OF VECTOR MONITORING AND SOCIAL MOBILIZATION,
BY OVITRAMPAS, IN MICROTERRITORIES, WHILE STRATEGIES FOR THE
PROMOTION OF HEALTH

ABSTRACT: Expansions of human activities cause the environmental degradation of
natural habitat vectors, which transmit pathogens to humans and other animals. These
pathogens can undergo transition from a health problem from a restricted area to a
global dimension. These viruses are kept in the wild by epidemiological cycles involving
vertebrate hosts and hematophagous arthropod vectors. Species of the genus Aedes
and Culex, make up the main vectors of Brazilian arboviruses. The diseases related to
vectors are not only due to the climatic nature and their vectors, they are also related
to the habits and behaviors of the population. In Brazil, in recent years, the discomforts
with Dengue, Chikungunya and Zika arboviruses have increased. These, because of
their symptomatology, incapacitate workers and reap lives. In addition to these factors,
the treatment and prevention of these require large expenditures of public money.
Campaigns to control the vectors need the effective participation of all. The University
is responsible for an educational process of transformation of society in relation to
certain diseases. In this scenario, we intend to present results of social mobilization in
the monitoring of vectors as health promotion strategies. We install and monitor weekly
ovitraps in the residences of residents of the Federal Institute of Education, Science
and Technology (IFTM). We performed collections, 2013/2016, detecting 25,981 eggs
in stereomioscopy, 20,591 of which were viable, 3,186 were hatchlings and 2,209
were damaged. The vases with viable eggs were placed in plastic cups with water,
within a mosquito net, to monitor the biological stages of the vectors, being 70% Aedes
albopictus, 25% Culex quinquefasciatus and 5% Aedes aegypti. We mobilize people
with the purpose of achieving meaningful learning related to the knowledge of vector
biology and disease, also in understanding environmental conditions and subjects’
lifestyles, in the elimination of breeding sites.

KEYWORDS: Aedes aegypti, culex, vector monitoring, promotion of health

11 ARBOVIROSES E SEUS VETORES: UM PROBLEMA DA ATUALIDADE.

A degradacao ambiental e o rapido crescimento populacional, assim como o
crescimento descontrolado das cidades, podem ser fatores que proporcionam a
disseminacéo de vetores que transmitem patégenos ao homem e a outros animais.

Atualmente a locomocao de pessoas para outras areas, seja urbana ou rural, tem




A Virologia em uma Perspectiva Interdisciplinar: Saude Humana, Animal e do Ambiente Capitulo 2

aumentado, e isso também facilita a disseminacé&o de virus e bactérias. Os patdogenos
sdo transportados em pacientes infectados, especialmente em individuos que se
encontram no periodo de incubacéo da infeccao. Assim, estes agentes patogénicos
podem sofrer transicdo de um problema de saude de uma area restrita para um
problema mundial rapidamente. Geralmente, os virus que se disseminam com mais
facilidade e atingem uma maior parcela da populagcao séo os virus respiratorios e 0s
Arbovirus (FIGUEIREDO, M. L.; FIGUEIREDO, 2014; YOUNG, 2018).

Arbovirus sao virus transmitidos por artrépodes. Esses virus podem pertencer
a familia dos flavivirus, tendo como principais exemplos a Dengue (DENV), Zika
(ZIKV) e febre amarela (YFV), ou podem pertencer a familia dos alfavirus, como
o virus chikungunya (CHIKV), Zika (ZIKV), Mayaro (MAYV). Esses patdgenos
sdo mantidos na natureza por ciclos epidemiolégicos que envolvem hospedeiros
vertebrados e vetores artropodes hematdfagos (BICHAUD et al., 2014).

Os carrapatos e mosquitos correspondem aos principais vetores de arboviroses
do mundo (KUNO; CHANG, 2005). Atualmente sao notificadas cerca de 15 mil
espécies de artropodes hematdfagos e, dentre os vetores transmissores de virus
qgue infectam humanos, a grande maioria pertence a ordem Diptera da classe Insecta
(FORATTINI, 2002). Os principais vetores das arboviroses brasileiras pertencem
as espécies dos géneros Aedes, Culex, Haemagogus, Psorophora, Coquillettidia,
Sabethes e Wyeomyia (HONORIO et al., 2009).

Os mosquitos do género Aedes sédo importantes vetores na transmissao de
virus causadores de doengas que concentram grande atencéo da opinido publica,
como o virus da dengue (HAWLEY et al., 1987). O Aedes albopictus é considerado
como potencial vetor dos flavivirus (virus dengue sorotipos 1, 2, 3 e 4, virus da
encefalite japonesa, virus do Oeste do Nilo e virus da febre amarela), dos alfavirus
(virus chikungunya, virus da encefalite equina do leste, virus Mayaro, virus da
encefalite equina do oeste, virus da encefalite equina venezuelana e virus Sindbis)
e dos bunyavirus (virus Jamestown Canyon, virus Keystone, virus Oropouche e
virus LaCrosse) (MOORE; MITCHELL, 1997). Os mosquitos desse género habitam
0os ambientes de climas tropicais e temperados, apresentando comportamento
antropofilico e zoofilico. Acredita-se que estes insetos foram introduzidos no Brasil
através da negociacdo de pneus e de madeira da Asia. Essa mudanca de habitat
foi possivel gracas a resisténcia que os ovos desses tem em relacdo a dessecacao
(ERGULER et al., 2017; VANNAVONG et al., 2017).

Para Figueiredo (2007), os mosquitos do complexo Culex pipiens podem ser
antropofilicos e/ou zoofilicos. De acordo com Urbinatti (2009) no Brasil destaca-se
a espécie Culex quinquefasciatus por transmitir a Wuchereria bancrofti, agente da
filariose. Essa espécie esta geralmente associada a ambientes com aguas poluidas
por efluentes de esgoto domésticos ou industriais. Estes mosquitos também sao
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responsaveis pela transmissdo de importantes arbovirus (FIGUEIREDO, L. T,
2007).

A infeccao dos vetores se da através da hematofagia, realizada pelas fémeas
em hospedeiros competentes, ou seja, aqueles que possuem uma variedade de
fatores biologicos e genéticos que possibilitam a amplificacdo do virus. Essa pratica
€ necessaria para a nutricao dos ovos da fémea para uma posterior oviposicao. Apos
um periodo de incubacédo de 8 a 14 dias, uma infeccéo persistente é estabelecida
nas glandulas salivares do vetor, dessa forma este podera transmitir o virus para
outro hospedeiro. Também pode ocorrer a transmissao transovariana e venérea,
mas essas sao menos frequentes (FORRESTER; COFFEY; WEAVER, 2014).

Nota-se que nos utimos anos, a distribuicdo global e a carga de doencgas
associada aos arbovirus aumentaram. Como exemplo pode-se citar o virus da
chikungunya que atingiu o nordeste da Italia em 2007 e a Franca em 2010 e 2014,
fato inesperado, ja que o clima desses paises nao favorece o desenvolvimento dos
seus vetores (FAILLOUX et al., 2017) e a circulagao do virus Mayaro em Cuiaba-MT
em 2012 (SERRA et al., 2016).

1.1 Conhecendo os arbovirus e seu impacto social

O DENV é o arbovirus mais prevalente no mundo, encontrado em mais de
100 paises subtropicais e tropicais (BRADY et al.,, 2012; MESSINA et al., 2014).
Mais da metade a populacdo mundial esta sob risco de infeccdo por DENV, com
100 milhées de casos sintomaticos sendo relatados todos os anos. O DENV
apresenta 5 sorotipos distintos, porém o quinto sorotipo (DENV-5) tem circulacéo
confirmada apenas em primatas ndo humanos e ainda n&o foi descrito no Brasil.
Devido a diferenca antigénica entre eles, a infecgdo com um sorotipo confere longa
protecao imunolégica somente contra o mesmo (MUSTAFA et al., 2015). Segundo o
Boletim epidemioldgico liberado pelo ministério da saude, em 2019, até a Semana
Epidemioldgica 34, foram registrados 1.439.471 casos provaveis de dengue no
pais, sendo que, no mesmo periodo de 2018, foram registrados 205.791 casos
provaveis. Analisando as Unidades da Federacao (UFs), destacam-se Minas Gerais
(2.239,3 casos/100 mil hab.), Goias (1.561,6 casos/100 mil hab.), Espirito Santo
(1.493,3 casos/100 mil hab.), Mato Grosso do Sul (1.466,1 casos/100 mil hab.) e
Distrito Federal (1.194,4 casos/100 mil hab. Até o momento (SE 34 de 2019), foram
confirmados 591 6bitos por Dengue (Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério
da Saude, 2019).

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947, de primatas ndo-humanos
provenientes do continente africano, e em 1948 de mosquitos. A infeccdo em
humanos foi descrita pela primeira vez em 1954, na Nigéria, pais do continente
africano (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; FAIZAN et al., 2016; MACNAMARA,
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1954). Em 2015, os primeiros casos autoctones foram descritos no nordeste do
Brasil (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015), e nesse mesmo periodo e regiao
foi documentado um aumento no numero de casos de nascimento de bebés com
microcefalia. Posteriormente foi constatada uma relacédo entre os casos de ma
formacéo congénita com a infeccdo de gestantes pelo ZIKV (MANN et al., 2018;
ROSSI et al.,, 2018). Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saude classificou a
febre Zika como um problema de emergéncia publica (W.H.O, 2016). No Brasil,
segundo o ultimo boletim epidemiologico (SE 33 de 2019) foram notificados 9.813
casos de Zika em todo o pais, no mesmo periodo de 2018, foram registrados 6.669
casos provaveis (Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, 2019).
Atualmente, o maior problemarelacionado a febre Zika sédo os casos de malformacoes
congénitas (microcefalia) em recém-nascidos associadas as gestantes infectadas
pelo ZIKV (ABBASI, 2016; AUBRY et al., 2016; ROSSI et al., 2018).

O CHIKV é enzodtico, primitivamente encontrado em regides tropicais e
subtropicais da Africa, no sul e sudeste da Asia e em ilhas do Oceano indico. No
inicio de 1950, esse virus foi isolado de um paciente do atual territério da Tanzéania
e em 1954 houve um surto nas Filipinas (TORRES et al.,, 2015). No Brasil, a
transmissao autoctone foi detectada em setembro de 2014, na cidade de Oiapoque
(Amapa). Ao longo de 2014, foram confirmados 2.772 casos de CHIKYV, distribuidos
nas Unidades Federativas do Amapa (1.554 casos), Bahia (1.214), Distrito Federal
(2), Mato Grosso do Sul (1), Roraima (1) e Goias (1). Em 2016, foram registrados
quase 272 mil casos provaveis de febre chikungunya e 196 6bitos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). Em 2019, até a semana epidemiol6gica 34 (SE 34), foram registrados
54 oObitos confirmados por CHIKV e 110.627 casos provaveis de chikungunya no
pais, sendo que no mesmo periodo do ano anterior, 76.742 casos provaveis foram
registrados (Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, 2019).

O MAYYV foi isolado pela primeira vez em Trinidad em 1954 (LEDNICKY et
al., 2016). Em 1955 houve uma epidemia de infeccdo causada pelo virus Mayaro
perto da cidade de Belém, e foi a primeira vez que esse virus foi detectado no
Brasil (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; CAUSEY; MAROJA, 1957). Recentemente,
o MAYYV foi encontrado em regides urbanas dos estados de Goias e Mato Grosso
do Sul (ABAD-FRANCH et al., 2012; MARCONDES et al., 2017; MOURAO et
al.,, 2012). No pais os casos de Mayaro ndao sao notificados devido a falta de
exames especificos para a deteccao desse virus, sendo assim, o diagnéstico dessa
arbovirose é comprometido, dificultado e muitas vezes, negligenciado.

As sintomatologias clinicas dessas viroses incluem de modo geral: febre alta,
cefaleia, exantema, mialgia, dor ocular. Em especial, a Dengue pode causar vémito,
diarreia, manchas vermelhas na pele, sangramento pelo nariz. Para chikungunya
e Mayaro ocorre a apresentacado de artralgias, podendo se transformar em artrite
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dos pulsos, tornozelos, dedos dos pés e de outras articulagées, e especificamente
no caso do Mayaro, conjuntivite. Essa apresentacéo clinica ndo especifica é muitas
vezes confundida com a Dengue, ja que essa tem uma alta recorréncia no Brasil. A
infeccdo causada por MAYV, em especifico, ndo evolui para quadros hemorragicos,
diferente da causada por CHIKV (AZEVEDO et al., 2009; SERRA et al., 2016).

Devido a essa gama de sintomas, os pacientes acometidos por essas
infec¢des, geralmente, sdo afastados do trabalho para a recuperagdo. Esse fator
coloca a Dengue em quinta posicao em relacdo a afastamentos de funcionérios
por doencas, no ano de 2015. De janeiro a novembro de 2015, foram providos pelo
Instituto Nacional do Seguro Social (INSS) 1.185 auxilios-doencas para brasileiros
acometidos pela doenca. Foi quase o dobro do registrado no ano anterior, de 657
beneficios, segundo dados do Ministério do Trabalho e Previdéncia (ECONOMIA,
2017).

Afalta de exames rapidos e especificos paratais arbovirus dificulta o diagnoéstico
preciso e visto que a sintomatologia dessas doencas é muito semelhante, desconfia-
se que alguns casos de dengue cuja sorologia é negativa para 0 mesmo, ou seja,
classificados como suspeita de dengue, possam ser casos de Mayaro, chikungunya
ou outras arboviroses.

1.2 Estratégias de combate ao vetor

As solugdes mais imediatas em areas urbanas, e até rurais, séo as aplicacoes
de inseticidas, por meio de Ultra Baixa Volume (Figuras 01 e 02), s&o procedimentos
efémeros, de pouca eficiéncia e eficacia, matando na maioria das vezes apenas 0s
alados (mosquitos adultos). De um lado estes criam resisténcias aos inseticidas;
do outro nao eliminam os ovos, que duram aproximadamente mais de um ano,
quando néao estdo em contato com a agua, e nem as larvas que, muitas vezes,
estdo em criadouros que estdo protegidos dentro de casas ou nos Peri domicilios,
0 que permite a continuidade do ciclo: ovos-larvas-pupas-alados. Além dessas
desvantagens e ineficiéncias citadas, os inseticidas sdo neurotoxicos e se usados
com frequéncia ou em quantidades incorretas podem levar ao desenvolvimento de
doencas neuroldgicas. Sao preocupacgdes confirmadas por Brassolatti; Andrade
(2002), onde dizem que levou cerca de 20 anos para se constatar a ineficiéncia
no controle das epidemias de Dengue, com as aplicagbes de Ultra Baixo Volume
(UBV). Normalmente, essas aplicacdes segundo Campos; Andrade (2002), Braga;
Valle (2007) e Pereira (2008) sao realizadas nos indices pluviométricos elevados,
0 que torna de baixa eficiéncia e aumenta as resisténcias dos adultos em relacéo
aos inseticidas.
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Figuras 1 e 2: O uso do “Fumacé” num Bairro de Uberlandia (MG), maio de 2010.

Foto: Thaisa Rodrigues Nascimento Oliveira e Jodo Carlos de Oliveira.

Uma técnica também utilizada, é a Promog¢ao da Saude, em especial a que
encoraja a criagdo de ambientes e entornos saudaveis, empoderando a acéo
comunitaria e o desenvolvimento de habilidades pessoais. A Constituicao Brasileira
de 1988, ja vislumbrava uma mudanca paradigmatica na conceituagcao do tema
direito a saude, trazendo uma abordagem mais abrangente, conforme a OMS
(Organizacao Mundial da Saude) propde para além de uma nocdo eminentemente
curativa, a nova proposta compreende as dimensdes preventivas e promocionais
na tutela dos direitos fundamentais.

O presente trabalho referencia na Politica Nacional de Educacédo Ambiental
(Lei 9795/99), em especial nos “Artigos 4° Sao principios basicos da educacao
ambiental:” com destaque para o inciso: “lll - o pluralismo de ideias e concepc¢des
pedagogicas, na perspectiva da inter, multi e transdisciplinaridade” e o “Artigo 8°
As atividades vinculadas a Politica Nacional de Educacdo Ambiental devem ser
desenvolvidas na educacéo em geral e na educacgéo escolar, por meio das seguintes
linhas de atuacao inter-relacionadas:” com destaque para o inciso “lll - producéo e
divulgacao de material educativo”. Desta forma os estudos e as pesquisas atualmente
estdo pautados em duas frentes. Uma, como a instalacdo e o monitoramento de
ovitrampas e a outra, como a educag¢do em saude com a comunidade, tendo a
mobilizacdo comunitaria, enquanto estratégias de Promog¢ao da Saude.

2| MONITORAMENTO DE VETORES E MOBILIZACAO SOCIAL

Para a realizacdo dos estudos e pesquisas, desde 2013, uma das primeiras
atividades realizadas foram as reunides com 0s parceiros para a instalacdo e o
monitoramento das 18 ovitrampas para mapeamento dos vetores, bem como
realizacdo de atividades de Educacédo em Saude.
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Em campo as ovitrampas sdo monitoradas (Figura 3), semanalmente desde
2013, onde sao verificadas as condicdbes das mesmas (quantidade de agua,
temperatura, umidade relativa do ar, presenga de larvas ou outro tipo de material,
condicbes do tempo, presenca de moradores). Em seguida as ovitrampas s&o
lavadas e colocadas no mesmo lugar. As palhetas sé&o coletadas e armazenadas
numa caixa de papelao fechada para prote¢cédo dos ovos.

Depois da coleta das palhetas em campo, elas sdo avaliadas em microscopia
(Figura 4) num laboratério se tem ou nao ovos, sendo eles quantificados e
classificados em viaveis, eclodidos e danificados. As palhetas com ovos viaveis séo
acondicionadas em copos de plasticos com 70ml de agua num mosquitario como
forma de acompanhamento do ciclo evolutivo dos vetores — ovos, larvas, pupas e
alados (Figuras 5 e 6).

Figuras 3 e 4: Observagao ovitrampas e palhetas.

FOTOS DE OVOS VIAVEIS
Te

FOTOS DE OVOS ECLONDIDO

EOTOS DE ECLOSAO DE
OVOS VIAVEIS

Figuras 5 e 6: Observacgéo de ovos viaveis e em ecloséo

Em determinados momentos estratégicos foram realizadas atividades de
educacdo em saude com as escolas e a comunidade em geral, atendendo os
aspectos da doenca (modo de transmissao, quadro clinico e tratamento), o vetor
(habitos e criadouros) e educacao em saude, enquanto estratégias de Promoc¢ao da
Saude (Figuras 7 e 8).
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Figuras 7 e 8: Atividade de educacgéo em saude.

A realizacéo dos desenhos e/ou dss escritas estéo referenciadas de acordo
com o que disse lavelberg (2008)

Asvariaveis culturais geram modos de pensar o desenho, as quais transcendemum
Unico sistema explicativo que dé conta da producé&o. Os estudos antropoldgicos e
interculturais apontam diferencas nos desenhos de criancas de paises ou regides
diferentes, seja no modo de usar o papel ou nos simbolos eleitos, denotando
influéncia da cultura visual, educacional e do meio ambiente dos desenhistas
(IAVELBERG, 2008, p. 28).

Por isso, Martinho; Talamoni (2007) nos ajudam a entender melhor as
“representacdes sociais sobre as questdes ambientais”, que é importante que a
pratica pedagobgica seja criativa e democratica, fundamentada no dialogo que,
na teoria freiriana, aparece como condicao para o conhecimento, ja que o ato de
conhecer acontece no processo social, do qual o didlogo é a mediacédo. Nessa
perspectiva pedagdgica, concebem os sujeitos como um ser aberto e essencialmente
comunicativo e disposto a construir um pensamento autbnomo, que € também
pelo didlogo constante entre os individuos que as representacdes sdo moldadas,
geradas e partilhadas, ou seja: a conversacdo molda e anima as representacodes,
dando-lhes vida propria.

2.1 Colhendo resultados

As paletas coletadas das ovitrampas detectaram em estereomioscopia 25981
ovos, sendo 20591 viaveis, 3186 eclodidos e 2209 danificados. Dentre os ovos
viaveis, 95% eclodiram, sendo 70% Aedes albopictus, 25% Culex quinquefasciatus
e 5% Aedes aegypti.

As ovitrampas foram eficientes e permitiram uma maior visibilidade ambiental,
mapeando a presenca dos vetores em diferentes periodos sazonais.

As estratégias de Promocao da Saude sao realizadas a partir da mobilizacéao
comunitéaria, considerando quatro categorias: (1) atividades de (re)conhecimento das
realidades vividas pelos sujeitos, (2) atividades de educacao e saude, (3) atividades
de mobilizacdo comunitaria e (4) praticas de vigilancia ambiental e epidemioldgica.
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Entendemos que este trabalho apresenta relevéncia pela possibilidade
de implantacdo em outras comunidades, pelo baixo custo, eficiéncia e eficacia,
enquanto estratégia da Promocéo da Saude. Dada a efetividade desta pesquisa-
acao, mobilizando a comunidade para o monitoramento dos vetores, a partir da
escola, com a participacdo dos diferentes segmentos, e as estratégias adotadas
neste trabalho oferecem uma perspectiva e possibilidade de ac¢bes a partir dos
territorios locais no controle de vetores, sugere-se a replicagdo desta experiéncia
nas demais escolas da cidade de Uberlandia e do Brasil.
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RESUMO: Arbovirus (Arthropod-bone virus)
ocasionam doengcas em seres humanos,
com gravidade de evolugédo clinica variando
desde casos assintomaticos até casos fatais.
Os arbovirus comumente estdo associados
a epidemias como os virus da Dengue
(DENV), Oropouche (OROQV), Zika, Mayaro e

A Virologia em uma Perspectiva Interdisciplinar: Saude Humana, Animal e do Ambiente Capitulo 3

Chikungunya. Neste contexto, no municipio
de Jatai-Goias, diversas epidemias de dengue
tém ocorrido, porém ha reduzido numero
de pesquisas direcionadas a investigacao
epidemioldgicade circulagéao arboviral. Portanto,
o presente estudo investigou a soropositividade
arboviral do DENV e ORQV a partir de amostras
de seres humanos com suspeita clinica de
dengue, procedentes do municipio de Jatai.
Consequentemente, um total de 484 amostras,
armazenadas na soroteca do Centro Médico
Municipal de Saude do Laboratério Elzevir
Ferreira Lima, foram selecionadas para analise
laboratorial. Inicialmente, as amostras foram
triadas pelos métodos de ELISA (IgM/IgG e
NS1) para deteccédo do DENV. Logo apés, para
as amostras DENV negativas, foi utilizado o
método EIA-ICC (enzyme immunoassay on
infected cultured cells), o qual utiliza células de
mosquitos Aedes albopictus (C6/36) que foram
fixadas nas placas de ELISA e infectadas com
o OROV, objetivando a detecgéo sorolégica de
IgM e IgG especificos anti-OROV. Sendo assim,
destaca-se que um total de 484 amostras do
periodo 2012-2015 foram incluidas no estudo.
Em suma, os resultados dos ensaios de
ELISA, 62.8% (304/484) foram consideradas
DENV reagentes. Para as amostras DENV
negativas (141/484), triadas pelo EIA-ICC,
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destaca-se soropositividade de IgM anti-OROV de 2.8% (4/141), enquanto para IgG
houve reatividade de 4.2% (6/141). Em conclusdo os resultados evidenciados de
soropositividade do OROV, provavelmente sugerem que casos de febre do Oropouche
estejam circulando e passando despercebido na regido de estudo, fato este que reforca
a necessidade de constante vigilancia epidemioldgica voltada ao OROV.
PALAVRAS-CHAVE: Dengue; Virus Oropouche; EIA-ICC; Arbovirus.

SOROLOGICAL INVESTIGATION OF ARBOVIRUS INFECTION IN SAMPLES
FROM PATIENTS WITH CLINICAL SUSPECTED OF DENGUE IN JATAI-GOIAS

ABSTRACT: Arboviruses (Arthropod-borne virus) cause diseases in humans, with
severity of clinical evolution ranging from asymptomatic cases to fatal cases. Arboviruses
are commonly associated with epidemics such as Dengue (DENV), Oropouche (OROV),
Zika, Mayaro and Chikungunya viruses. In this context, in the municipality of Jatai-Goias,
several dengue epidemics have occurred, but there are a small number of researches
aimed at epidemiological investigation of arboviral circulation. Therefore, the present
study investigated the arboviral seropositivity of DENV and OROV from samples of
humans with clinical suspicion of dengue, from the municipality of Jatai. Consequently,
a total of 484 samples, stored in the seroteca of the Municipal Medical Health Center
of Laboratoério Elzevir Ferreira Lima, were selected for laboratory analysis. Initially, the
samples were screened by ELISA methods (IgM/IgG and NS1) to detect DENV. Soon
after, for the negative DENV samples, the EIA-ICC method (enzyme immunoassay on
infected cultured cells) was used, which uses Aedes albopictus mosquito cells (C6/36)
that were fixed on the ELISA plates and infected with OROV, aiming at the serological
detection of specific anti-OROV IgM and IgG. Therefore, it is highlighted that a total of
484 samples from the 2012-2015 period were included in the study. In short, the results
of the ELISA assays, 62.8% (304/484) were considered DENV reagents. On the other
hand, for the negative DENV samples (141/484), screened by the EIA-ICC, the anti-
OROQV IgM seropositivity of 2.8% (4/141) stands out, while for IgG there was reactivity
of 4.2% (6/141). In conclusion, the evidenced results of OROV seropositivity, probably
suggest that cases of Oropouche fever are circulating and going unnoticed in the study
region, a fact that reinforces the need for constant epidemiological surveillance focused
on OROV.

KEYWORDS: Dengue; Oropouche virus; EIA-ICC; Arbovirus.

11 INTRODUCAO

Diversos arbovirus (Arthropod-bone virus) sdo causadores de doencgas
emergentes e reemergentes, podendo variar clinicamente desde casos febris até
casos de encefalite aguda fatal. Assim acometimento neurolégico grave também




pode ser provocado por estes virus, exemplificando a possivel associagcdo do
virus Zika com o surgimento de surtos de microcefalia em recém-nascidos.
Adicionalmente, arbovirus representam um grupo ecoldgico e heterogéneo de virus,
com aproximadamente 130 tipos, que tem como vetores mosquitos, carrapatos e
fleb6tomos. A vista disso, os arbovirus s&o transmitidos aos seres humanos durante
o ato de hematofagismo dos vetores artropodes. Sendo assim, no Brasil as familias
Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae sdo as mais importantes em termos de
saude publica porque constantemente ocasionam surtos (FIGUEIREDO, 2007;
CALVET et al., 2016).

O virus da dengue (DENV) é um Flavivirus que anualmente aflige cerca de
um milhdo de brasileiros. Em escala global o indice é de 390 milhdes de pessoas
infectadas a cada ano, com uma consideravel parcela dos casos apresentando
doenca febril indiferenciada. Todavia dentre estes casos, meio milhdo evoluem para
a forma mais grave da doenca, a dengue hemorragica, e o numero de Obitos é
estipulado entre 25 a 50 mil. Além disso, os paises afetados pelas epidemias de
dengue sofrem impacto econémico, devido os elevados custos financeiros voltados
para o combate da dengue. Mediante todos estes fatores, e devido metade da
populacdao mundial encontrar-se em areas de risco a infestacao pelo Aedes (Ae.) sp.,
constata-se que o DENV ¢é atualmente um dos maiores problemas de saude publica
(GUZMAN & ISTURIZ, 2010; BHATT et al., 2013; SHEPARD & UNDURRAGA, 2013).

Dentre os arbovirus de importancia médica, ainda destaca-se o virus
Oropouche (OROV), familia Bunyaviridae, género Orthobunyavirus (FIGURA 1A), o
qual embora negligenciado causa a febre do Oropouche. E considerada a segunda
infeccdo arboviral mais comum, sendo estimado mais de meio milhdo de casos,
ocorrendo, sobretudo na regido Amazdnica brasileira. Dessa forma, este virus tem
causado grandes epidemias de doenca febril aguda e também casos esporadicos de
meningites (BERNARDES-TERZIAN et al., 2009). A transmissdo do OROV ocorre
na natureza em dois ciclos distintos: silvestre e urbano. Provavelmente & no ciclo
silvestre que ocorre a manutencao viral, com as preguicas e macacos definidos
como hospedeiros vertebrados intermediarios, embora a presenca de hospedeiros
alternativos como as aves pode ser plausivel. No ciclo urbano, duas espécies
de insetos sdo consideradas vetores do ORQOV: o maruim, Culicoides paraenses
(FIGURA 1B), e o mosquito Culex quinquefasciatus que € um vetor secundario
(PINHEIRO, 1982; PINHEIRO, 2004).
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FIGURA 1A: Morfologia esquematizada da particula viral pertencente ao grupo dos Bunyavirus.

Adaptado de ViralZone 2010. Fonte: hitp://viralzone.expasy.org/. FIGURA 1B: Na parte superior

€ mostrado de forma esquematizada o mosquito Culicoides paraenses (Fonte: Autoria prépria).
Na FIGURA 1B (parte inferior) € mostrado uma foto do mosquito Culicoides sp (Fonte: https://
www.sbmt.org.br/portal/febre-de-oroupoche-pode-ser-o-proximo-surto-enfrentado-no-brasil/).

Tendo em vista que os individuos com arboviroses apresentam periodo
prodrémico e periodo de doencga similares, incluindo os mesmos sintomas e sinais
de fase febril, cefaleia, mialgia, dores articulares e rash pelo corpo, fica evidente
a dificuldade em realizar-se apenas o diagnéstico clinico. Para contornar o
problema é preciso executar métodos de identificacéo laboratorial. Porém ainda
surgem dificuldades neste campo, relacionado a inexisténcia ou falta de insumos
laboratoriais e reagentes voltados ao diagndéstico diferencial dos arbovirus. Dessa
maneira pretende-se implementar novos testes de diagndstico diferencial in house,
no estado de Goias, para OROV representado pelos métodos de ELISA e enzyme
immunoassay on infected cultured cells (EIA-ICC) (SILVA et al., 2010; MORELI & da
COSTA, 2013).

O municipio de Jatai, localizado no estado de Goias, possui o Cerrado
como Bioma predominante, rico em varias espécies de artrépodes e mamiferos,
contribuindo para a co-existéncia de diversas espécies de arbovirus. Assim, diante
destes fatos, o propésito deste estudo consiste no esclarecimento de lacunas
quanto a investigacao da possivel presenca de marcadores soroldgicos voltados a
determinacdo da soropositividade para arbovirus dos géneros Flavivirus (DENV) e
Orthobunyavirus (OROV), a partir de amostras sorolbégicas de seres humanos com
doenca febril aguda, procedentes desse municipio.
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2| OBJETIVO GERAL

Identificar a ocorréncia de soropositividade para as espécies virais pertencentes
aos géneros Flavivirus (DENV) e Orthobunyavirus (OROV), a partir das amostras de
pacientes com doenca febril aguda, suspeitos de dengue, procedentes do municipio
de Jatai, Goiés.

31 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado, de acordo com o parecer n° 428.817 (Anexo
A), pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Goias
(UFG). As amostras sorolégicas, com a finalidade de triagem laboratorial para
viroses, foram procedentes da soroteca do Laboratério Elzevir Ferreira Lima do
Centro Médico Municipal de Saude de Jatai-GO, no qual os registros eletrénicos
e manuais utilizados foram desvinculados da identificacdo dos pacientes, com
codificacdo das informagdes para garantir o anonimato.

3.2 Delineamento do estudo

Realizou-se um estudo transversal para a pesquisa de arbovirus, pertencentes
aos géneros Flavivirus e Orthobunyavirus. As amostras foram coletadas durante
0 periodo de 2012 a 2015 em Jatai-GO (94.890 hab.; IBGE 2014). Desse modo,
a regiao também ja registrou outros casos de arboviroses como a febre amarela,
tendo alguns desses casos evoluidos para oObito.

Dentre os critérios de selecdo para a inclusdao das amostras, as seguintes
orientacdes foram adotadas: amostras coletadas no CMMS de Jatai-GO; amostras
procedentes de pacientes em fase febril aguda e suspeitos de dengue; amostras
sorolégicas armazenadas em freezer -20°C. Em relagdo as demais variaveis como,
por exemplo, sexo e idade n&o houve restricdo para inclusao destas no estudo.

Quanto aos critérios de exclusdo, as seguintes orientacdes foram seguidas:
amostras ndo coletadas e nao armazenadas corretamente no CMMS de Jatai-GO;
amostras de paciente que nao apresentavam fase febril durante a coleta e néao
suspeitos de dengue.

3.3 Local de realizacao dos testes

Inicialmente as amostras bioldgicas, procedentes da soroteca do Laboratorio
ElzevirFerreiraLima-CMMS foramtransportados em caixastérmicas, acondicionadas
em gelo, até o Laboratério de Virologia da UFG.
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3.4 Técnicas laboratoriais
3.4.1 Diagndstico laboratorial do DENV

Para o diagno6stico do DENYV, diferentes kits comerciais disponiveis (Panbio®:
Alere, Brisbane; Platelia™: Bio Rad; e DX Select: Focus Diagnostics) foram usados.
Em sintese, para as amostras coletadas precocemente, antes do 6° dia do inicio da
doenca foi utilizado o kit NS1 da dengue. De modo contrario, ou seja, quando as
amostras foram coletadas de pacientes a partir do 6° dia do inicio dos sintomas foi
usado kits que detectem IgM ou IgG DENV. Quanto ao ensaio de ELISA, brevemente,
as placas vieram sensibilizadas com antigeno (quando buscou a deteccédo de
anticorpos), ou com anticorpos (quando buscou a deteccdo do antigeno NSH1).
Apesar das diferentes marcas comerciais, o protocolo em geral é bastante similar.
Assim, brevemente as amostras testes foram adicionadas nas placas, juntamente
com o diluente, controles e calibradores. Apos as lavagens, adicdo do cromodgeno e
solucao stop, foi realizado a leitura com o filtro de comprimento de onda primario de
450 e secundario de 620 nm. O ponto de corte foi calculado a partir dos controles
fornecidos pelos kits. Posto isto, valores das DOs baixo, médio e alto, foram

interpretados como negativo, intermediario e positivo, respectivamente.

3.4.2 EIA-ICC para deteccéao de IgM e IgG anti-OROV

O método denominado EIA-ICC tem sido uma alternativa Gtil para a identificacédo
sorolégica de anticorpos anti-virus, devido a falta de insumo de diagndstico
laboratorial como anticorpo monoclonal, ou antigeno recombinante. Pelo EIA-ICC
€ possivel identificar anticorpos de infec¢cées recentes ou pregressas, através da
infeccao de células que passam a expor na sua superficie os antigenos virais. Deste
modo, caso a amostra teste tenha anticorpos especificos, estes se ligarao aos
antigenos e seréo detectados pela adicdo do conjugado de imunoglobulina caprina
anti-lgG ou anti-lgM humano que esta ligado a enzima HRP, a qual degradara o
cromdgeno. A vista disso, células C6/36 foram cultivadas no LabVir (UFG) em frascos
estéreis de poliestireno (Corning, USA), contendo meio nutriente de Leibowitz (L-
15), 10% de soro fetal bovino, 10% de solucao de fosfato de triptose e antibidticos
(100 U/ml de penicilina e 100 pyg/mL estreptomicina). As células foram mantidas
em estufa a temperatura de 28°C, e observadas num microscopio 6ptico invertido
(aumento 40x) a cada quatro dias, até formarem monocamada confluente. Quando
as células no interior das garrafas preenchiam consideravel espaco, as mesmas
eram repicadas em outras garrafas estéreis. Dessa forma, as amostras ndo dengue
foram encaminhadas a Fundacéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado da




Universidade do Estado do Amazonas (FMTHVD-UEA). Dessa forma, a execucao
do EIA-ICC baseou-se no protocolo experimental desenvolvido por Figueiredo e
colaboradores (FIGUEIREDO & SHOPE, 1987; FIGUEIREDO et al., 1989).

3.4.3 Analise dos resultados

A soropositividade de infeccao pelos virus em estudo foram calculadas usando
o excel 2007. O teste de Qui-quadrado foi usada para verificar associacdes entre
a soropositividade e as variaveis idade, sexo e ano de coleta das amostras. Nesse
sentido, valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A
analise estatistica foi feita pelo software GraphPad Prism®, verséao 5, 2007.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 484 amostras suspeitas de dengue, referentes aos periodos de
coletas de 2012 a 2015, foram incluidas e triadas para a detec¢ao do DENV (ELISA
IgM, 1gG ou NS1). Desse n amostral, 43% (208/484) e 57% (276/484) pertenciam
ao sexo masculino e feminino, respectivamente. A média de idade dos individuos foi
de 31.6 anos, com variacao de faixa etaria de 01 a 81 anos. Quanto aos resultados
dos ensaios de ELISA, 62.8% (304/484) foram consideradas DENV reagentes
(Positivas) (Tabela 1). O periodo de coleta geralmente variou do terceiro dia do
inicio dos sintomas até o décimo dia.

Visando identificar infec¢cdes pregressas e recentes em pacientes sintomaticos,
amostras negativas para o DENV foram separadas para serem triadas pelo método
EIA-ICC, com o intuito de identificar anticorpos IgM e IgG anti-OROV. Assim, 284
amostras de pacientes em fase febril coletadas noanode 2012a 2013, no 10° dia apo6s
o inicio dos sintomas, foram triadas para ELISA IgM, ou IgG DENV. Por conseguinte,
houve 148 (52%) amostras nao reagentes para o DENV. Consequentemente,
visto que a priori ndo foi obtido éxito na otimizagcdo e implementacdo do EIA-ICC
no LabVir (UFG), 95% (141/148) das amostras ndo dengue foram aliquotadas e
encaminhadas a FMTHVD-UEA. Dessa forma a taxa de soropositividade geral para
IgM anti-ORQV foi de 2.8% (4/141), conforme dados demonstrados na Tabela 2.
Enquanto para a pesquisa de IgG anti-OROV, encontrou-se soropositividade de
4.2% (6/141) (Tabela 3).
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Sexo

Masculino Feminino Total
Ano POS total % POS total % POS total %
2012 5 46 10.9 5 38 13.2 10 84 11.9
2013 48 83 57.8 78 117 66.6 126 200 63
2014 53 62 85.5 78 97 80.4 131 159 82.4
2015 15 17 88.2 22 24 91.7 37 41 90.2
Total 121 208 58.2 183 276 66.3 304 484 62.8

TABELA 1 - Resultado do teste de ELISA IgM/IgG e NS1 DENV, em relagdo ao sexo e ano de
coleta das amostras incluidas para andlise.

Fonte: autoria propria.

Sexo
Masculino Feminino Total
Ano POS total % POS total % POS total %
2012 1 39 2.5 0 32 0 1 71 1.4
2013 2 34 5.8 1 36 2.7 3 70 4.2
Total 3 73 4.1 1 68 1.4 4 141 2.8

TABELA 2 — Resultado do teste imunoenzimatico com célula infectadas (EIA-ICC) para a
deteccéo de IgM anti-OROV.

Fonte: autoria prépria.

Sexo
Masculino Feminino Total
Ano POS total % POS total % POS total %
2012 3 39 7.7 1 32 2.6 4 71 4.8
2013 0 34 0 2 36 1.7 2 70 1
Total 3 73 4.1 3 68 4.4 6 141 4.2

TABELA 3 — Resultado do teste imunoenzimatico com célula infectadas (EIA-ICC) para a
detecgéo de IgG anti-OROV.

Fonte: autoria prépria.

A faixa etaria dos nove individuos que apresentaram anticorpos contra o
OROV variou de 04 a 85 anos. A maior soropositividade ocorreu nas faixas etarias
de 31-40 anos e >61 anos, conforme as informacdes apresentadas na Tabela 4.
Adicionalmente, destaca-se que um individuo do sexo masculino, idade de 34
anos, foi IgM e IgG reagente. Para este caso, houve a possibilidade de analise
do hemograma e todos os valores do eritrograma estiveram dentro dos valores de
referéncia, sendo verificado apenas a existéncia de discreta neutrofilia.

Mediante o uso do teste do Qui-quadrado, procurou-se analisar possiveis
associacgoes entre a soropositividade para o OROV e algumas variaveis disponiveis,
como sexo, idade e ano de coleta das amostras. Assim para todos estas variaveis
em destaque né&o foi verificado nenhuma associagdo com a soropositividade para
IgM e IgG anti-OROV, haja vista que os valores de p sempre foram maiores do que
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0.05, sugerindo nenhuma significancia estatistica.

Sexo Total
Masculino Feminino

Idade (anos) POS total % POS total % POS total %
0-10 0 9 0 1 7 14 1 16 6.2
11-20 0 14 0 1 12 8.3 1 26 3.8
21-30 1 18 55 0 14 0 1 32 3.1
31-40 2 9 22 0 15 0 2 24 8.3
41-50 0 10 0 1 11 9 1 21 4.8
51-60 0 7 0 1 7 14 1 14 7
61-70 1 4 25 0 2 0 1 6 17
>70 1 2 50 0 0 0 1 2 50
Total 5 73 6.8 4 68 5.9 9 141 6.4

TABELA 4 — Faixa etéaria dos participantes e género associados com a soropositividade do EIA-
ICC para o OROV. Fonte: autoria propria.

A fim de elucidar a possivel presenca de outros arbovirus durante epidemias
de dengue no municipio de Jatai—GO, 484 amostras referentes aos anos de 2012
a 2015, suspeitas de dengue foram triadas para a deteccdo do DENV (ELISA IgM,
IgG ou NS1), das quais 304 (62.8%) foram reagentes. As amostras negativas para
o DENYV, periodo de coleta de 2012 a 2013, foram triadas pelo EIA-ICC com a
finalidade de identificar anticorpos IgM e IgG anti-OROV.

E importante ressaltar que este estudo é um dos primeiros a usar o método
do EIA-ICC visando analise soroepidemiologica do OROV, pois apesar de terem
poucas pesquisas realizadas no Brasil que abordaram as infec¢bes pelo presente
arbovirus, salientamos que todas usaram os testes de RT-PCR, inibicdo da
hemaglutinacéo (HI) e/ou ELISA (VASCONCELOS et al., 2009; CRUZ et al., 2009;
CARDOSO et al., 2015). Desse modo acreditamos que acuracia do EIA-ICC possa
ser até superior aos demais testes sorolégicos (HI e ELISA) por usar particulas
virais integras mimetizando a infeccdo que ocorre nas células do hospedeiro.
Dessa forma a performance do EIA-ICC padronizado para o dengue foi avaliado por
Barreira et al. (2010) que constataram resultados confiaveis, tendo os resultados
dos testes mostrado elevada especificidade, e assim é pouco provavel a ocorréncia
de falsos positivos.

Tendo em vista que poucos laboratoérios dispde de condicdes relacionadas a
infraestrutura, equipamentos e insumos laboratoriais direcionados a implementagao
do EIA-ICC, verificamos caréncia de estudos soroepidemiologicos relacionados ao
OROV. Diante disso, cita-se reduzidos estudos que usaram os testes HI e/ou captura
de anticorpo IgM pelo ensaio de ELISA (MAC-ELISA). Neste contexto, Nunes et al.
(2005) evidenciaram que 5.35% das amostras coletadas no municipio de Trairao,
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estado do Para, tiveram reatividade no teste de HI para o OROV, entretanto apenas
uma amostra (2.8%) apresentou anticorpo IgM anti-OROV. Similarmente em nosso
estudo houve soropositividade para IgM anti-OROV de 2.8% (4/141), sugerindo
infec¢do recente por este arbovirus.

Ainda em relacdo a soropositividade de IgG anti-OROV que foi de 4.2%,
destacamos o carater inédito dos nossos resultados, uma vez que nao existem
relatos na literatura cientifica brasileira realizando um estudo soroepidemiol6gico
para deteccao de IgG em regides distantes da regido amazédnica. Porém pesquisas
em outros paises foram conduzidas como na Regidao Amazdnica no Peru em que os
pesquisadores constataram elevada prevaléncia de IgG anti-OROV pelo ensaio de
ELISA. Neste caso os indices variaram de 18% a 46% para um grupo populacional
qgue residiam em areas de maior risco de infec¢ao viral (WATTS et al., 1997). Em
adicdo, outra pesquisa conduzida no Peru também encontrou soropositividade
elevada de 52% em tropas do exército peruano, mas para as duas pesquisas o
namero de amostras foi pequeno (WATTS et al., 1997). Para uma pesquisa com
maior numero de participantes a soropositividade foi de 33.7% (BAISLEY et al.,
1998).

51 CONCLUSOES

Conclui-se que dentre as amostras clinicamente suspeitas de dengue, houve
consideravel parcela de casos laboratorialmente DENV negativas, tendo vista que
37% (180/484) das amostras foram negativas. Sobre o EIA-ICC, destaca-se que
devido as amostras procederem de fase aguda e associando-as a presenca de
IgM anti-OROQOV é provavel que venha ocorrendo casos de febre do Oropouche na
regiao de estudo. Por fim, os dados epidemiolégicos gerados neste estudo poderao
contribuir na vigilancia epidemiolégica do OROV e também servir de subsidio para
futuros estudos relacionados aos arbovirus dengue-like na presente regiao.
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi
identificar o virus da cinomose canina (CDV) e
0 parvovirus canino (CPV) em casos suspeitos
no hospital veterinario da UFRRJ (HV-UFRRJ).
Amostras de urina e swab retal foram coletados
para a triagem molecular de CDV e CPV,
respectivamente. As técnicas de RT-PCR e PCR
foram realizadas para a amplificagcdo parcial
do genoma de CDV (nucleoproteina, 287pb) e
CPV (helicase, 583pb). Durante o periodo do
estudo, 57 animais suspeitos de infec¢ao pelo
virus da cinomose canina e 33 de infeccao
por parvovirus. Desses, 24/57 (42,11%) foram
positivos para CDV e 15/33 (45,5%) foram
positivos para CPV. Nos meses de marco a
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agosto, que correspondem a época mais amena do ano no estado do Rio de Janeiro,
foi observada uma maior positividade em casos suspeitos de cinomose. No caso de
infecc@o por parvovirus, a distribuicdo de casos por ano nao apresentou diferenca
significativa, exceto no ano de 2016, de marco a agosto, quando 10 dos 20 casos
suspeitos foram confirmados. Dos animais positivos para qualquer uma das doencas,
28 (71,79%) néao tinham historico de vacina e 11 (28,21%), segundo os tutores, foram
vacinados com pelo menos uma dose da vacina polivalente. Todos os animais positivos
para CPV tinham idade inferior a 12 meses. Para infeccédo por CDV, 41,67% estavam
abaixo e 58,33% acima de 12 meses, mostrando ampla distribuicdo nas diferentes
faixas etarias. Das seis amostras de CPV submetidas ao sequenciamento genético,
quatro foram do bi6tipo CPV2b e duas do bi6tipo CPV2c, sendo o ultimo identificado
recentemente no Brasil e ausente na vacina comercializada no pais. Foi constatado
gue animais vacinados desenvolvem infeccdo por CDV e CPV, o que refor¢a a
necessidade de estudos de prevaléncia e vigilancia em hospitais veterinarios.
PALAVRAS-CHAVE: cinomose, parvovirose, diagnostico molecular, epidemiologia

PREVALENCE OF CANINE DISTEMPER VIRUS AND PARVOVIRUS IN DOGS
ATTENDED AT THE VETERINARY HOSPITAL OF UNIVERSIDADE FEDERAL
RURAL DO RIO DE JANEIRO (HV-UFRRJ)

ABSTRACT: The aim of this study was to detect canine distemper virus (CDV) and
canine parvovirus (CPV) in suspected cases at the veterinary hospital of veterinary
school in UFRRJ (HV-UFRRJ). Urine and retal swab samples were collected for
the CDV and CPV molecular screening, respectively. RT-PCR and PCR techniques
were performed for partial genome amplification of CDV (nucleoprotein, 287bp) and
CPV (helicase, 583bp). During the period of the study, 57 animals suspected of
being infected with canine distemper virus and 33 of parvovirus infection. Of these,
24/57 (42.11%) for CDV and 15/33 (45.5%) were positive for CPV. In the months
of March to August, which correspond to the mildest time of the year in the state of
Rio de Janeiro, a higher positivity in suspected cases of distemper was observed.
In the case of parvovirus infection, the distribution of cases per year did not show
significant difference, except in the year 2016, from March to August, when 10
of 20 suspected cases, were confirmed. Of the animals positive for either disease,
28 (71.79%) had no vaccine history and 11 (28.21%), according to owners, were
vaccinated with at least 1 dose of the polyvalent vaccine. All positive animals for CPV
were aged under 12 months old. For CDV infection, 41.67% were under and 58.33%
were over 12 months old, showing a wide distribution in the different age groups.
Of the six CPV samples submitted to genetic sequencing, four were of the CPV2b
biotype and two of the CPV2C biotype, the last being recently identified in Brazil and
absent in the vaccine marketed in the country. Vaccinated animals have been verified




to develop both CDV and CPV infection, which reinforces the necessity of prevalence

and surveillance studies in veterinary hospitals.

KEYWORDS: distemper, parvovirus, molecular diagnosis, epidemiology

INTRODUGCAO

O virus da cinomose (CDV) é um virus envelopado com genoma tipo RNA

pertencente ao género Morbillivirus da familia Paramyxoviridae (Rendon-Marin

et al., 2019). A cinomose canina € uma enfermidade de ocorréncia mundial e a

patogenicidade da infeccdo pode variar de acordo com a espécie (Martinez-

Gutierrez; Ruiz-Saenz, 2016). A espécie mais acometida € a canina doméstica,

porém o virus pode infectar outras espécies canideas selvagens, assim como 0s

procionideos e grandes felideos (Zhang et al., 2017). Na Familia Mustelidae os

furdes sdo altamente sucetiveis a infeccdo e mesmo uma carga viral baixa é letal

para essa espécie (Vries et al., 2017; Wyllie et al., 2016). A infeccao ja foi relatada

em outras espécies como em guaxinins, gambas, hienas e civetas (Rendon-Marin

et al., 2019).

O CDV pode ser transmitido por aerossois oriundos de secrecdes oronasais,

urina e, menos frequentemente, fezes. Também pode ocorrer a infeccdo

transplacentéria (Beineke et al., 2009). No Brasil, alguns relatos clinico-patologicos

e soroldgicos indicam a presenca da infec¢cdo na populacéo canina (Aguiar; Paes,
2012; Dezengrini 2007; Headley et al., 2009; Rosa, 2012). Surtos tém sido relatados
em paises da Europa e Estados Unidos (Kapil et al., 2008; Martella et al., 2004).

A cinomose acomete mais frequentemente cdes em idades de 3 a 6 meses

devido ao decréscimo dos anticorpos maternos neste periodo que favorecem o

periodo de janela imunolégica (Wyllie et al., 2016). Os animais infectados podem

desenvolver inicialmente sinais clinicos sistémicos que podem evoluir para sinais

neurologicos (Sykes, 2013). Variagées na duragao e gravidade da doenca tém sido

reveladas em animais naturalmente infectados e estao associados a viruléncia da

cepa viral, condicbes ambientais, idade e resposta imune individual do hospedeiro

(Beineke et al., 2009). Secrecbes 6culo-nasais mucopurulentas, tosse, prostracao,

febre e anorexia sdo os sinais clinicos mais comumente observados (Wyllie et al.,

2016). Diarreia, vémito, hiperqueratose de coxins e pustulas ventrais também podem

ser observados (Headley et al., 2018; Beineke et al., 2009). O CDV pode migrar

para o sistema nervoso central e causar sinais neurolégicos como convulsodes,

mioclonias, nistagmo, paralisia de membros e progressao para o6bito (Beineke et

al., 2009).

O sucesso no diagnostico laboratorial do CDV depende da amostra coletada,

da fase da infecgdo e da técnica eleita. Amostras de urina séo facilmente coletadas

A Virologia em uma Perspectiva Interdisciplinar: Saude Humana, Animal e do Ambiente Capitulo 4




A Virologia em uma Perspectiva Interdisciplinar: Saude Humana, Animal e do Ambiente Capitulo 4

e possuem alta carga viral, principalmente na fase sistémica, além de encontra-se
o antigeno até semanas pos-infeccdo. Técnicas moleculares, como a RT-PCR e
a qRT-PCR sao mais sensiveis e especificas se comparadas aos testes rapidos
imunocromatograficos de rotina (Budaszewsky et al., 2014).

O parvovirus canino (CPV) é um virus ndo envelopado com genoma tipo DNA
pertencente ao género Protoparvovirus carnivoro da familia Parvoviridae (Kelman
et al., 2020). Dois genétipos de CPV (CPV-1 e CPV-2) ja foram identificados sendo
que um deles apresenta trés bibdtipos ja caracterizados (CPV-2a, CPV-2b e CPV-2c)
que estdo associados a miocardite e gastrenterite em animais com idades entre 6
semanas e 6 meses de idade (de Oliveira et al., 2019; Streak et al., 2009). Desde
os primeiros relatos da doenca no Brasil, o CPV vem se mantendo na populacéao
canina do pais e diversos estudos tém demonstrado a sua presenca em varias
regides, com prevaléncia variando em 60% da populacéo suspeita (Jaune et al.,
2019; Castro et al., 2011; Costa et al., 2005; Pinto et al., 2012). O CPV é altamente
infeccioso e a infeccao geralmente ocorre por exposicao as fezes por contato direto
oronasal ou indireto por intermédio de fébmites ou ambientes contaminados (Kelman
et al., 2020). As fezes de um animal infectado pelo CPV possuem alta carga viral
e por isso é a amostra de eleicdo para a deteccao da infeccao pelos métodos de
identificagcdo de antigeno e de DNA viral (de Oliveira et al., 2018).

A parvovirose canina caracteriza-se por uma enterite grave, com anorexia,
vémitos, diarreia hemorragica sanguinolenta fétida, desidratacao severa, leucopenia
e pode evoluir para quadros de choque hipovolémico e/ou endotéxico. E comum a
infeccdo bacteriana oportunista e se ndo tratado precocemente o animal pode vir a
6bito (de Oliveira et al., 2019; Jaune et al., 2019).

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO

Embora existam vacinas eficazes para o controle de algumas viroses
veterinarias e de potencial zoon6tico, surtos e epidemias em populagdées animais
e humanas ainda representam um problema sanitario e de saude unica. O contato
interespécies é favorecido pela expansao urbana e pode favorecer a emergéncia
de novas variantes virais e 0 seu monitoramento pode contribuir para um maior
conhecimento a respeito da epidemiologia destes virus, assim como auxiliar nas
acdes de prevencao e controle. Nas ultimas décadas, as técnicas moleculares
vém se apresentando como alternativa ao diagnéstico convencional e para
estudos epidemioldgicos de viroses veterinarias, uma vez que, apresentam maior
sensibilidade e especificidade comparadas as técnicas da virologia classica. Além
disso, possibilitam a caracterizagdo molecular de variantes, para fins de vigilancia




epidemiologica e estudos de evolugéo viral.

O Estado do Rio de Janeiro conta apenas com laboratérios particulares para

fins de diagnéstico de viroses que acometem animais domésticos. A padronizacao

de técnicas moleculares contribui ndo somente com o diagndstico propriamente

dito, mas também com o levantamento do perfil epidemiolégico regional o qual

favorecera as estratégias de prevencao e controle de doencgas infecciosas animais,

tais como a cinomose e a parvovirose canina. Devido as falhas vacinais atreladas

ao periodo de janela imunolégica e ao estilo de vida do animal, ambas doencas

ainda sdo muito prevalentes em cées do Brasil, especialmente naqueles que vivem

livremente ou confinados em locais como canis e abrigos de adocéo.

O objetivo do estudo foi detectar mediante técnicas de RT-PCR e PCR os

genomas do CDV e CPV, respectivamente, bem como analisar a prevaléncia destas

viroses em caes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural

do Rio de Janeiro (HV - UFRRJ). Ademais, objetivou-se sequenciar as possiveis

amostras positivas para o CPV de modo a se comparar as cepas virais circulantes

com a cepa vacinal.

MATERIAL E METODOS

Cinquenta e sete amostras de urina e 33 swabs retais foram coletados de caes

atendidos do Hospital Veterinario da UFRRJ com suspeita de infec¢cao pelo CDV

e/ou CPV, respectivamente, durante o periodo de Novembro de 2015 a Julho de

2017. As mesmas foram encaminhadas ao Laboratério de Viroses Veterinarias do

Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria da UFRRJ e armazenadas

resfriadas e/ou congeladas. As amostras foram processadas em suspenséo (10%)

utilizando-se tampéao Tris/Ca++ 0,01 M.

A extracao de rotina de RNA do CDV e do DNA do CPV foi efetuada utilizando-
se 0 QlIAamp viral RNA kit (Qiagen™) de acordo com a recomendacéao do fabricante.

Para amplificacéo parcial dos genomas foram utilizados os protocolos sugeridos por

Frisketal. (1999) parao CDV (RT-PCR para amplificacdo daregido da nucleoproteina,

287bp) e por Buonavoglia et al. (2001) para o CPV (PCR para amplificacdo da regiéo

da helicase, 583bp). Posteriormente, para realizar a confirmacdo de que houve

amplificacao do produto, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%)

corados com SYBR Green (100x) e visualizados em transiluminador de luz UV.

Alguns produtos obtidos da amplificacdo do CPV foram eleitos para a purificacdo

e posterior sequenciamento genético utilizando-se o DYEnamic ET Dye Terminator

Kit (GE Healthcare Life Sciences) de acordo com as instru¢des do fabricante.

Dados referentes a idade, sinais clinicos e status vacinal foram coletados

individualmente em formuléario epidemiolégico.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 57 amostras coletadas de cées suspeitos de infec¢do pelo CDV, 24/57
(42,11%) foram positivas. Ja para o CPV, 15/33 (45,45%) das amostras de fezes
foram positivas. O gel de agarose a 1% com alguns produtos da RT-PCR para o
diagndstico de cinomose canina pode ser visualizado na figura 1.

Figura 1: Produto da amplificacdo por RT- PCR em gel de agarose 1% para o CDV. Canaleta
1: marcador de peso molecular Biorad; Canaletas: 2,4,5,9,10,11: amostras positivas; Canaletas
6,7,8,12: amostras negativas; Canaleta 13: controle positivo; Canaleta 3: controle negativo.

Guedes e et al. (2010) coletaram amostras de 101 caes com suspeita de
cinomose em clinicas particulares na cidade de Belém-PA, durante o periodo de
agosto de 2007 a novembro de 2008. Deste total, 30,6% (31/101) amostras foram
positivas nos testes imunocromatograficos de deteccao do antigeno viral. Fontana
(2012) analisou amostras de caes da regidao metropolitana de Cuiaba - MT para o
diagnostico do parvovirus por PCR e encontrou 54% (27/50) das amostras positivas,
corroborando assim com a frequéncia de amostras positivas encontradas neste
estudo.

Todos os animais suspeitos de infeccdo pelo CPV apresentaram diarreia
sanguinolenta acompanhada ou nao de episédios de vémitos, o que corroborou com
estudo realizado por Kilian et al. (2018). Ja4 os animais suspeitos de infeccao pelo
CDV apresentaram sinais sistémicos e/ou neuroldgicos diversos, como secrecdes
Oculo-nasais, tosse, dispneia, inapeténcia, convulsdes, mioclonias e paralisia de
membros. Estas alterac¢des clinicas também foram observadas em aninais infectados
com o CDV em estudo realizado por Garde et al. (2013).

Nos meses de Marco a Agosto, que correspondem a época de temperaturas
mais amenas do ano no estado do Rio de Janeiro, foi observada uma maior frequéncia
de casos suspeitos de cinomose. Entretanto, para parvovirose a frequéncia de
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casos por ano nao apresentou uma tendéncia para a sazonalidade, exceto no ano
de 2016, onde no periodo de Marco a Agosto, de 20 casos suspeitos, 10 foram
confirmados. Segundo Borba e colaboradores (2002) a ocorréncia da cinomose
canina independe da sazonalidade. Entretanto, algumas pesquisas relataram o
aumento da ocorréncia nos meses de inverno, com o0 maior pico no més de setembro
(Headley; Graga, 2000; Freitas Filho et al., 2014). A predominéncia de casos durante
o inverno pode ser justificada pelas baixas temperaturas e alta umidade as quais
favorecem a sobrevida do virus no ambiente e a sua replicagdo no organismo do
animal, causando principalmente quadros de pneumonia (Headley; Graga, 2000).

Do total de cées positivos para alguma das duas enfermidades, 28 (71,79%)
nao apresentaram histérico vacinal e 11 (28,21%) foram vacinados com pelo menos
uma dose da vacina polivalente. Tudury et al. (1997) demonstraram uma ocorréncia
de 18,52% (15/81) para animais vacinados que adoeceram, contrapondo os 70,37%
(57/81) dos caes nao vacinados e os 11,11% (9/81) dos caes que receberam apenas
uma dose da vacina. Santos et al. (2012) avaliaram 582 fichas de caes atendidos na
clinica médica veterinaria do UNIFOR-MG com o diagnostico de cinomose. Neste
86,4% (19/22) dos caes nao eram vacinados e 13,6% (3/22) eram vacinados. Ja
Budaszewski et al. (2014), observaram que 12,2% dos cées infectado com o CDV
apresentaram protocolo de vacinagao completo, 58,6% protocolo incompleto e em
29,2% dos infectados o tutor ndo soube informar dados sobre o protocolo vacinal.
Desta forma, protocolos vacinais incorretos podem justificar falhas na resposta
imune e, consequentemente, suscetibilidade a infeccao viral. Em estudo realizado
por Battilani et al. (2019), dos 123 cdes com parvovirose, 32,5% (40/123) eram
vacinados, 43,1% (53/123) nao eram vacinados, 3,3% (4/123) tinham falhas no
protocolo de vacinacéo e em 21,1% (26/123) dos casos o tutor n&o soube informar
acerca do status vacinal. A vacinagdo dos suscetiveis ainda é a melhor maneira
de prevencao da cinomose e da parvovirose canina e estudos sobre as cepas
circulantes no Brasil sdo necessarios para se pesquisar a eficacia da cobertura
vacinal e possiveis escapes vacinais.

Dos 24 animais positivos para o CDV deste estudo, 41,67% tinham idade
inferior a 12 meses e 58,33% tinham idade superior a 12 meses, mostrando ampla
distribuicdo nas diferentes faixas etarias. Em estudo realizado por Headly e Graca
(2000), 62,8% (157/250) dos animais positivos para o CDV possuiam idade inferior
a 18 meses. Todos os 15 animais positivos para parvovirose tinham idade inferior a
12 meses de idade, o que condiz com o estudo realizado por Battilani et al. (2019),
onde 82,9% (102/123) dos animais positivos para a parvovirose tinham idade
inferior a 12 meses. Os resultados encontrados por Biezus et al. (2018) também
corroboram com o presente estudo uma vez que identificaram 90,79% de cées com
menos de 12 meses infectados com o CPV.
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O sequenciamento genético de 6/15 amostras de CPV foi realizado e
evidenciaram 4/6 sendo do bibtipo CPV2b e 2/6 do bi6tipo CPV2c. O objetivo da
pesquisa acerca da cepa viral circulante é de se descobrir possiveis escapes vacinais
0s quais podem justificar a infeccdo em animais vacinados. O biétipo CPV2c do foi
descoberto mais recentemente em amostras clinicas brasileiras (de Oliveira et al.,
2018).

CONCLUSAO

A cinomose e parvovirose foram enfermidades de expressiva ocorréncia em
caes atendidos no HV-UFRRJ. Auséncia ou falhas de protocolos vacinais foram
fatores que predisporam a infeccdo. Os bidtipos encontrados na analise molecular
do CPV indicam a presenca de cepa circulante diferente da cepa da vacina comercial
sugerindo assim a ocorréncia de escapes vacinais.
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