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RESUMO

A dengue é uma doencga viral aguda transmitida por mosquitos do género Aedes,
com grande impacto em saude publica global. Além do dengue, os virus Zika e
Chikungunya, também transmitidos pelos mesmos vetores, tém gerado novas
preocupacdes devido a sua rapida disseminacdo e complicagbes graves.
Araraguara, cidade de médio porte, localiza-se na regidao central do estado de Sé&o
Paulo e pode atuar como centro de convergéncia entre diversos municipios,
configurando-se como um importante dispersor e receptor viral. Sendo assim, o
objetivo deste estudo foi analisar molecular, temporal e espacialmente a presenga
de DENV, ZIKV e CHIKV em amostras clinicas de pacientes febris que procuraram
0s Servicos municipais de Saude. Analises moleculares e geoespaciais foram
realizadas entre 2015 e 2016 em pacientes febris que procuraram 0S Servigos
publicos de saude de Araraquara, SP. Durante o periodo analisado, foram coletadas
mais de 420 amostras de pacientes febris atendidos em Araraquara, sem diferenca
significativa entre os géneros. A andlise demografica revelou predominancia de
jovens adultos, com maior concentracdo na faixa etaria de 20 a 30 anos. Quanto a
escolaridade, 34,57% dos pacientes possuiam ensino médio completo, e 72,81%
pertenciam a familias com renda entre 1 a 4 salarios minimos. As manifestacdes
clinicas foram comuns entre as diferentes infeccbes. Laboratorialmente, foram
observadas alteracdes hematoldgicas, como trombocitopenia e leucopenia, em 48%
dos casos de dengue e 75% dos casos de zika. No total, 103 amostram testaram
positivo para DENV, 18 para ZIKV e 1 para CHIKV em 2016. O diagndstico clinico, a
identificacdo dos sorotipos circulantes e a localizacdo geografica dos casos séo
fundamentais para uma vigilancia ativa. Aléem disso, a analise espacial € crucial para
implementar acdes preventivas e mitigar os impactos epidemiologicos. As epidemias
podem se disseminar rapidamente e se tornar endémicas, tornando indispensaveis
ferramentas de analise molecular e geoespacial, que oferecem dados valiosos para

0 monitoramento e controle eficaz das doencas.

Palavras-chave: dengue; zika; chikungunya; RT-PCR.



ABSTRACT

Dengue is an acute viral disease transmitted by mosquitoes of the Aedes genus, with
a significant global public health impact. In addition to dengue, the Zika and
Chikungunya viruses, also transmitted by the same vectors, have raised new
concerns due to their rapid spread and severe complications. Araraquara, a medium-
sized city located in the central region of S&do Paulo state, can act as a convergence
point between several municipalities, making it an important viral disperser and
receptor. Therefore, the aim of this study was to analyze molecularly, temporally, and
spatially the presence of DENV, ZIKV, and CHIKV in clinical samples from febrile
patients who sought Municipal Health Services. Molecular and geospatial analyses
were conducted between 2015 and 2016 on febrile patients attending public health
services in Araraquara, SP. During the study period, more than 420 samples were
collected from febrile patients, with no significant gender differences. Demographic
analysis revealed a predominance of young adults, with the highest concentration in
the 20-30 years age group. Regarding education, 34.57% of patients had completed
high school, and 72.81% came from families with incomes between 1 and 4 minimum
wages. Clinical manifestations were common among the different infections.
Laboratory tests showed hematological alterations, such as thrombocytopenia and
leukopenia, in 48% of dengue cases and 75% of Zika cases. In total, 103 samples
tested positive for DENV, 18 for ZIKV, and 1 for CHIKV in 2016. Clinical diagnosis,
identification of circulating serotypes, and geographic location of cases are essential
for active surveillance. Additionally, spatial analysis is crucial for implementing
preventive actions and mitigating epidemiological impacts. Epidemics can spread
rapidly and become endemic, making molecular and geospatial analysis tools
indispensable, as they provide valuable data for effective disease monitoring and

control.

Keywords: dengue; zika; chikungunya; RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

A dengue € uma doenca viral aguda transmitida por mosquitos hematofagos a
hospedeiros vertebrados. Trata-se de uma das doencas virais de maior impacto em
saude publica global. Nas ultimas décadas, observou-se um aumento expressivo na
sua incidéncia, impulsionado por fatores antropogénicos. Apesar das
subnotificacdes, estimativas indicam que cerca de 390 milhGes de pessoas sejam
infectadas anualmente, das quais aproximadamente 96 milhdes desenvolvem
formas sintométicas da doenca, enquanto cerca de 294 milh6es permanecem
assintomaticas ou com manifestacdes clinicas leves, contribuindo para a circulagéo
viral. (1-4)

Considerada uma doenca negligenciada, a dengue continua sendo um dos
maiores desafios de saude publica mundial, com epidemias significativas ocorrendo
globalmente. Até 2018, foram registrados surtos em mais de 120 paises, sendo
considerada endémica em regides da Asia, América do Sul, Africa e Oceania. Sua
disseminacéao esta diretamente relacionada a fatores ambientais e socioeconémicos,

como o aquecimento global e urbanizagcédo descontrolada. (1)

Nas Ameéricas, a dengue apresenta-se amplamente distribuida, causando
epidemias recorrentes. A circulacdo simultdnea dos quatro sorotipos do virus
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) na regido pode contribuir para o
desenvolvimento de formas graves da doenca, como a dengue hemorragica e
sindrome do choque do dengue (5). A América do Sul apresenta um cenario
particularmente complexo em relacdo a dengue, sendo uma das regibes mais
afetadas no mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a
Organizagdo Pan-Americana de Saude (OPAS), o Brasil, Argentina, Venezuela e
Paraguai foram alguns dos paises que mais registraram casos entre 2015 e 2018. O
Brasil, em particular, tem sido um dos paises com maior incidéncia, responsavel por

mais de 1,5 milhdées de casos de dengue em 2018. (1,5,6)

As epidemias de dengue no Brasil ocorrem em ciclos, com picos de incidéncia
em anos alternados. A alta densidade populacional, falta de politicas publicas
consistentes, infraestrutura deficiente de saneamento basico, urbanizagédo

desordenada e as condicfes ambientais favoraveis a proliferagdo do vetor explicam
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em parte esse cenario. A resisténcia crescente do Aedes aegypti aos inseticidas

também é um fator que impacta o controle da doenca. (6)

A transmissdo do virus do dengue (DENV) ocorre através do repasto
sanguineo de mosquitos do género Aedes a hospedeiros vertebrados. O Aedes
aegypti é considerado o principal vetor, encontrado principalmente em ambientes
urbanos, é amplamente distribuido em cidades de pequeno, médio e grande porte.
Enquanto os mosquitos Aedes albopictus sdo comumente encontrados em areas
semi-urbanas e de matas, aparecendo como um vetor secundario. Porém, sabe-se

gue esta espécie ja expandiu seu territério em mais de 40% em todo o mundo. (7-8)

Figura 1: Aedes aegypti.

Fonte: Agéncia Para — Insituto Oswaldo Cruz, Evandro Chagas e Pasteur.

Figura 2: Aedes albopictus

Fonte: Agéncia Brasil — Cada minuto

O virus do dengue (DENV) é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae,

distribuido em quatro sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1 a DENV-4).
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Possui caracteristicas esféricas com cerca de 50nm de didmetro, com um genoma
de aproximadamente 11kb. E um virus RNA de polaridade positiva que traduz trés
proteinas estruturais, capsideo (C), precursor de membrana (prM) e envelope (E),
além de sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5). (9-11)

O sorotipo DENV-1 foi inicialmente identificado em 1943 na Polinésia
Francesa e no Japdo. A partir do final da década de 1950, sua presenca foi se
tornando mais frequente na Asia. Nas Américas, o DENV-1 s6 foi reportado a partir
de 1977, com deteccdo inicial em diversos paises do Caribe e América do Sul.
Desde entdo, houve um aumento constante na incidéncia, com destaque para a
circulagdo continua em paises como Brasil, México e Porto Rico. O maior nimero de
notificacdes foi realizado nos periodos de 2005 e 2006, em grande parte

impulsionada pela alta incidéncia na regido das Américas. (12-14)

A presenca do sorotipo 2 nas Américas foi identificada inicialmente em 1953,
em Trinidad e Tobago. No entanto, a circulacdo continua do virus sé se estabeleceu
a partir do final dos anos 1960 e inicio da década de 1970, com destaque para Porto
Rico como um dos primeiros focos persistentes. A partir de entdo, a disseminacao
do DENV-2 aumentou progressivamente em diversos paises da América do Sul,
com registros no Brasil desde 1984, que passaram a representar uma proporcao
significativa dos casos globais. Na década de 1990, observou-se um crescimento na
ocorréncia de casos graves de febre hemorragica do dengue (FHD), o que
possivelmente esta relacionado a substituicdo do gendtipo americano do DENV-2
por uma variante asiatica de maior viruléncia. Esse evento pode ter contribuido para

0 aumento dos registros do sorotipo na regido. (15-18)

O sorotipo DENV-3 foi detectado pela primeira vez em 1953 nas Filipinas e na
Tailandia, permanecendo ativo na Asia desde 1962. A Tailandia, em especial,
manteve notificagdes constantes entre 1973 e 2010, com maior disseminagao entre
1999 e 2002. (15-18)

Outros paises asiaticos, como Malasia e Indonésia, também relataram
presenca frequente do DENV-3 desde os anos 1970, e o Sri Lanka a partir da

década seguinte. Desde meados dos anos 1990, a China, Vietnd, Camboja e
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Cingapura registram o sorotipo de maneira relativamente consistente. Nas Américas,
0 primeiro registro ocorreu em Porto Rico em 1963, com notificagbes até 1978 e,
posteriormente, de 1994 a 2008, devido a introducédo de um novo gendtipo originado
da Asia. Outros paises americanos comecaram a notificar casos predominantemente
entre o fim dos anos 1980 e inicio dos 2000, com surtos relevantes no Brasil em
meados da década de 2000. (15-18)

Assim como o DENV-3, o DENV-4 foi inicialmente identificado no mesmo ano
nas Filipinas e na Tailandia. A Tailandia apresentou registros mais constantes,
especialmente entre 1999 e 2002, enquanto o Sri Lanka notificou casos desde 1978
com recorréncia quase que anual. Embora a consisténcia das notificacdes varie
entre os paises, houve maior frequéncia de relatos na Indonésia, india, Mianmar e
Polinésia Francesa em periodos especificos. Nas Américas, 0s primeiros registros
ocorreram apenas em 1981, com casos confirmados no Brasil. Desde entédo, o
DENV-4 tem sido detectado anualmente. (15-18)

Além do DENV, o Zika virus (ZIKV), também pertencente a familia Flaviviridae
ganhou destaque nos ultimos anos. Semelhante a outros Flavivirus, seu genoma
apresenta duas regides nao traduzidas (5’ e 3' — UTR) que flanqueiam uma fase de
leitura aberta (do inglés Open Reading Frame) em que séo codificadas as proteinas
estruturais capsideo (C), pré-membrana (prM), envelope (E) e as proteinas nao
estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Seu genoma apresenta
baixa similaridade com outros Flavivirus humanos patogénicos: 58,1% a 58,9% com
DENV-2 e 68,3% a 69% com Spondweni virus. (19-20)

Identificado pela primeira vez em 1947, em primatas sentinelas na floresta
Zika, em Uganda, circulou por décadas de forma esporadica, com impacto clinico
limitado em regides da Africa e do Sudeste Asiatico. Somente em 2007, foi
registrada a primeira epidemia na Ilha de Yap, Micronésia. A partir de entdo, o ZIKV
demonstrou uma capacidade notavel de expansédo geografica, culminando em sua
introducdo nas Américas a partir de 2014, com transmissao autoctone confirmada no
Brasil em 2015. (21-26)

A rapida disseminacado do virus no territorio brasileiro e em outros paises do

continente resultou em um numero expressivo de casos sintomaticos e
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assintomaticos, afetando principalmente regides tropicais e subtropicais. O Brasil
tornou-se o epicentro da epidemia global de Zika, responsavel por grande parte dos
casos notificados entre 2015 e 2016. Até dezembro de 2015, 18 Unidades da

federacao confirmaram casos autdctones de Zika (Figura 3). (27-28)

Figura 3: Unidades da Federagcdo com casos autoctones de febre pelo virus zika com confirmacao

laboratorial, Brasil, 2015.

Fonte: SINAN (Ministério da Saude, 2016).

Além do impacto clinico classico do ZIKV, caracterizado por quadro febril leve,
exantema, conjuntivite e artralgia, a epidemia no Brasil revelou manifestacdes
neuroldgicas associadas a infecgdo, como a sindrome de Guillain-Barré em adultos
e, de maneira particularmente alarmante, casos de microcefalia e outras
malformacdes congénitas em recém-nascidos de mdes infectadas durante a
gestacdo. Essas evidéncias levaram a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
declarar, em fevereiro de 2016, uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia
mundial. (28-30)

Assim como o ZIKV, o virus Chikungunya (CHIKV) se destacou em meio as
epidemias de dengue nos ultimos anos. Embora transmitido pelo mesmo vetor,
pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus, e possui cerca de 60 a 70 nm de
didmetro. Assim como o DENV, trata-se de um virus de RNA de cadeia simples, com
polaridade positiva e genoma de aproximadamente 11,7 kb (35), que codifica quatro
proteinas ndo estruturais (nsP1 a nsP4) e trés estruturais (C, E1 e E2). (31)

Historicamente, o CHIKV foi identificado pela primeira vez em 1952, durante

um surto na Tanzéania. Durante décadas, sua circulacao esteve restrita a regides da
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Africa e da Asia. No entanto, a partir de 2004, iniciou-se uma expans&o com surtos
recorrentes em diversas regides tropicais e subtropicais, incluindo as Américas, apos
sua introducéo no Caribe em 2013. (32,33)

O Brasil confirmou os primeiros casos autoctones de febre Chikungunya em
2014. Desde entdo, o pais tornou-se uma das regibes mais afetadas pelas
epidemias, contribuindo significativamente com o crescente numero de notificagcdes
na Ameérica do Sul. A ampla distribuicdo do Aedes aegypti, a elevada densidade
populacional urbana e a circulacdo simultdnea de outros arbovirus criaram um

cenario propicio para a rapida disseminacéo do CHIKV. (34-36)

A persisténcia do virus no territorio brasileiro também se reflete em surtos
localizados e em casos de infeccédo cronica, com impactos diretos sobre o sistema
de saude publica, especialmente em regides Norte e Nordeste. Além disso, a
sobreposicdo de epidemias de CHIKV com outras arboviroses impde desafios
diagnosticos e terapéuticos importantes, exigindo vigilancia epidemioldégica continua

e estratégias integradas de controle vetorial. (37 - 39)

Com epidemias cada vez mais intensas e dificuldades persistentes no
controle dos vetores, areas urbanas de médio porte tornam-se imprescindiveis no
estudo epidemiologico do DENV, ZIKV e CHIKV. (39-40)

A emergéncia e disseminagdo de arbovirus, como dengue (DENV), Zika
(ZIKV) e Chikungunya (CHIKV), representam desafios importantes para a saude
publica mundial. A circulagcdo simultdnea desses virus em areas urbanas tem
implicagbes complexas, incluindo aumento da morbidade, sobrecarga dos sistemas
de saude e dificuldades no controle vetorial. Estudos indicam que a circulagdo viral
simultanea pode resultar em viremias mais intensas e outras alteracdes
imunoldgicas, potencializando manifestacfes clinicas graves e complicacdes, como

a sindrome de Guillain-Barré. (39-42)

No contexto brasileiro, as cidades de médio porte desempenham um papel
crucial na dindmica dessas epidemias. Estudos realizados nas cidades de Sao José
do Rio Preto e Araraquara destacam a correlacdo entre o aumento das incidéncias
de dengue e os periodos de maior pluviosidade, bem como as infestacdes pelo vetor

Aedes aegypti. Além disso, foi registrado um pico significativo de notificacdes,
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incluindo casos graves, na cidade de Araraquara em 2015. A compreensao da
epidemiologia da dengue em cidades de médio porte tem impacto significativo em

outras arboviroses transmitidas pelo mesmo vetor. (43-44)

A mobilidade populacional, tanto voluntaria quanto forcada, aumenta o risco
de introducdo e disseminacdo de novos arbovirus ou cepas mais resistentes,
exacerbando os desafios enfrentados por essas cidades. A interacao entre fatores
ambientais, sociais e econémicos contribui para a vulnerabilidade dessas é&reas,
tornando-as focos criticos para a implementacdo de estratégias integradas de

vigilancia, controle vetorial e educagcéo em saude. (45)

Araraquara, por localizar-se na regiao central do estado de Sao Paulo e atuar
como centro de convergéncia entre diversos municipios, pode configurar-se como
um importante dispersor e receptor viral. Além disso, teve um aumento significativo
dos casos de dengue a partir de 2005 (44). Sendo assim, a realizagéo da vigilancia
viral se faz necessaria para compreensao dos fatores associados a dispersao viral e
epidemiologia do DENV, ZIKV e CHIKV.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi analisar molecular, temporal e espacialmente a
presenca de DENV, ZIKV e CHIKV em amostras clinicas de pacientes febris que

procuraram os Servicos de Saude de Araraquara.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar areas criticas para a transmissédo de dengue;
- Identificar o sorotipo de DENV circulando predominantemente na cidade de
Araraquara (SP).

- Avaliar alteracdes hematoldgicas em casos positivos para o DENV, ZIKV e CHIKV.
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi conduzido no municipio de Araraquara, com &rea territorial de
1.003,625 km2 estd localizado na regido central do estado de S&o Paulo, a
aproximadamente 270 km da capital. Em 2015, o municipio apresentava uma
populacdo estimada de 226.508 habitantes e, segundo dados de 2010, um indice de

Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) de 0,815. (Figura 4).

Figura 4: Localizacdo de Araraquara no estado de S&o Paulo
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Fonte: Laboratério de Saude Publica (FCF/UNESP).
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3.2 COLETA DAS AMOSTRAS E DADOS

Pacientes febris que procuraram as Unidades de Saude do municipio de Araraquara,
entre 2015 e 2016, com suspeita clinica de infeccdo pelos virus DENV ou ZIKV

foram encaminhados para coleta de sangue ou urina na Unidade Médica de
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Diagnostico (UMED). As coletas foram realizadas por membros do Laboratério de
Saude Publica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (FCF/UNESP).
Quando o deslocamento até a UMED néo era possivel, a coleta foi efetuada pela
equipe de enfermagem das Unidades de Saude da Familia, sendo as amostras
posteriormente recolhidas por profissionais do referido laboratério. Durante a coleta,
foi aplicado um inquérito epidemiolégico com o objetivo de obter informacfes sobre
a evolucéo clinica da infeccdo, dados sociodemogréaficos e endereco do paciente.
Nos casos em que a coleta foi realizada nas Unidades de Saude da Familia, apenas
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi solicitado e ndo houve

aplicacao do inquérito epidemioldgico.

3.3 EXTRACAO DO RNA VIRAL

O RNA viral foi extraido a partir de 140 uyl das amostras clinicas (soro/urina),
utilizando o Qiamp Viral RNA Kit (QIAGEN, USA), de acordo com as recomendacdes

do fabricante.

3.4 PRIMERS

Os primers utilizados para deteccado do DENV e ZIKV se ligam a regides do gene da

proteina NS5 conforme especificagfes da tabela 1.



Tabela 1: Primers espécie-especificos utilizados no estudo.

Primers espécie-especificos

NDEN1 (-) CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 472pb Bronzoni
NDEN2 (-) | GAACCAGTTTGGTTDRTTTCATCGCTGCC | 316 pb etal., 2005
NDENS3 (-) | TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT | 659 pb

NDEN4 (-) GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 222 pb

NZIKV (+) GGATGACCACTGAGGACATG 315 pb | Metodologia néo publicada

Fonte: elaborado pela propria autora

3.5 RT-PCR PARA DETECCAO DO DENV E ZIKV
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A metodologia de RT-PCR utilizada neste estudo foi descrita por Bronzoni et al.*?,

baseada na amplificacdo do gene da proteina NS5. A reacdo de RT-PCR foi

composta por 8 pL da amostra de RNA, 4 pL de solugdo tampao 5x (250 mM Tris-

HCI, pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCl,), 1,4 yuL de DTT (dithiothreitol) a 0,1 M, 1 uL

de primer FG2 a 15 pmol (para deteccdo de DENV) e do primer R_ziIkNS5 (para

ZIKV), 1,6 pyL de uma mistura contendo 250 pyM de cada dNTP (trifosfato de

desoxirribonucleotideo), 20 U de inibidor de RNase (RNaseOUT - Invitrogen, EUA),

200 U de transcriptase reversa (SuperScript Il Reverse Transcriptase — Invitrogen,

EUA) e agua livre de RNase para completar o volume final de 20 yL. A mistura foi

incubada a 50°C por 50 minutos e a 70°C por 15 minutos. O ciclo térmico foi

realizado em um termociclador Bio-Rad T100.
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3.6 PCR PARA DETECCAO DO DENV E ZIKV

A reacao de PCR foi composta por 8 uL de cDNA obtido na etapa de RT-PCR, 5 pL
de solugao tampéo 10x%, 2 uL de MgCl, a 50 mM, 1 pL do primer FG1 (para detecg¢ao
de DENV) ou 1 yL do iniciador F_zikNS5 (para ZIKV), ambos a 15 pmol, 4 uL da
mistura de dNTPs, 1 U de Tag DNA polimerase e &gua livre de nucleases para
completar o volume final de 50 pL. A reagado foi submetida a um ciclo inicial de
desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto,
53 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos, com uma etapa final de extensédo a 72 °C

por 5 minutos. O ciclo térmico foi realizado em um termociclador Bio-Rad T2100.

3.7 NESTED-PCR

Uma vez realizada a PCR para deteccdo género-especifica, o Nested-PCR foi
utilizado para deteccao espécie-especifica dos quatro sorotipos de dengue (DENV 1-
4), e com o objetivo de aumentar a sensibilidade e especificidade do método

diagndstico utilizado de ambos os virus.

3.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, com
a adicao de 2 pL de carreador de amostra (BlueJduice — Invitrogen, EUA), 2 uL de
corante fluorescente (GelRed™ — Uniscience) e 6 yL do produto amplificado. Para
estimativa do tamanho dos fragmentos, foram utilizados 4 yL de marcador de peso

molecular de 100 pb (Kasvi).
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3.9 GEOPROCESSAMENTO

O geoprocessamento dos enderecos foi realizado com o auxilio das ferramentas do
software ArcGIS 10.3 (ESRI), utilizando-se a base cartografica do municipio de
Araraquara, em projecao Universal Transversa de Mercator (UTM), com eixos Viarios
fornecidos pela Prefeitura Municipal de Araraquara-SP (Figura 5). Os enderecos
foram ajustados a base de dados oficial com o objetivo de minimizar perdas durante
0 processo de geocodificacao.

Assim, os enderecos foram ajustados a base de dados oficiais, de forma a reduzir as

possiveis perdas na geocodificagao.
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Figura 5: Base cartogréafica de Araraquara, Sao Paulo.

Projecéo cartografica de Araraquara, Sao Paulo, 2016
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Fonte: elaborado pela prépria autora.
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3.10 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Os produtos da PCR foram purificados e submetidos ao sequenciamento automatico
no equipamento ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA),
utiizando o kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied
Biosystems, EUA). A metodologia empregada baseia-se no método de terminacdo

de cadeia automatizado descrito por Sanger et al. (1977).

Ap6s o sequenciamento dos fragmentos de DNA, as sequéncias nucleotidicas
obtidas foram comparadas a sequéncias de DENV-1 selecionadas no GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov), por meio do programa BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para a construcao filogenética, foi utilizado o
método de Maxima Verossimilhanca, o qual seleciona o filograma com maior

probabilidade, de acordo com um modelo de evolugéo molecular.

Para a identificacdo dos gendtipos das sequéncias obtidas a partir das amostras
analisadas, foram utilizadas sequéncias com genétipos previamente determinados e
descritos na literatura, também obtidas no GenBank (Quadro 2). O alinhamento
multiplo, com o objetivo de avaliar a homologia entre as sequéncias, foi realizado
com o programa CLUSTAL W, integrado ao editor de sequéncias BioEdit
(https://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). O alinhamento resultante foi
utilizado para a inferéncia filogenética por meio do meétodo Neighbor-Joining,

implementado no software MEGA 6.0 (https://www.megasoftware.net/mega.php).
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3.11 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas do Campus de Araraquara da UNESP (Protocolo

619.669/2014).
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4. RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, mais de 420 amostras foram coletadas (2015 e

2016). Porém, ndo houve diferenca significativa (p>0,99) em relacéo ao género.

A analise da distribuicdo percentual da populacdo por faixa etaria revela um
perfil demogréafico predominantemente jovem-adulto, conforme pode ser observado
na Figura 5. A maior proporcdo concentra-se na faixa de 20 a 30 anos,
representando 21,99% do total. Este grupo é seguido pelas faixas de 30 a 40 anos
(19,58%) e 10 a 20 anos (16,57%), evidenciando uma populacdo majoritariamente
composta por individuos em idade escolar, produtiva e economicamente ativa.

As faixas de 40 a 50 anos e 50 a 60 anos também apresentam participacdo
expressiva, com 14,16% e 13,86%, respectivamente, reforcando o predominio de
adultos. A populacdo com mais de 60 anos representa 9,63%, enquanto as faixas
etarias mais jovens, inferior a 5 anos (0,60%) e 5 a 10 anos (3,61%), somam apenas

4,21%.

Figura 6: Distribuicdo dos pacientes febris de acordo com a faixa etaria em Araraquara, 2016.

Pacientes febris agrupados por faixa etaria em Araraquara, 2016
21.99%

19.58%
20 -

16.57%

-
%

14.16% 13 86%

9.63%

=
=

Percentual (%)

3.61%

Faixa Etaria {(anos)

Fonte: elaborado pela prépria autora.
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A analise da escolaridade (Tabela 1) dos pacientes febris atendidos em
Araraguara no ano de 2016 revela a prevaléncia significativa de individuos com
ensino meédio completo, correspondendo a 34,57% do total. Esse dado é seguido
pela proporcéo de pacientes com ensino superior completo (22,63%) e ensino médio
incompleto (11,11%), indicando que a maioria dos individuos atendidos possui ao
menos o ensino meédio.

As demais faixas de escolaridade apresentam percentuais menores: ensino
superior incompleto (8,64%), 5° ao 9° ano incompleto (9,05%), e completo (6,17%).
As categorias com menor representacdo sdo o0 1° ao 4° ano incompleto (3,71%),
completo (3,30%) e os que declararam nao possuir escolaridade (0,82%).

Os dados evidenciam que os atendimentos febris em 2016 se concentraram

majoritariamente em individuos com formacéo educacional a partir do ensino médio.

Tabela 2: Distribuicdo percentual da escolaridade entre pacientes febris em Araraquara. 2016

Escolaridade Percentual (%)

3,71
12 a0 42 ano incompleto

12 a0 42 ano completo 3,30
52 3o 92 ano incompleto 9,05
52 ao 92 ano completo 6,17
Ensino Médio incompleto 11,11
Ensino Médio completo 34,57

Ensino Superior incompleto 8,64
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Escolaridade Percentual (%)
Ensino Superior completo 22,63
N3o tem escolaridade 0,82
Total 100,00

Fonte: elaborado pela prépria autora.

A distribuicdo da renda familiar indica uma concentracdo significativa de
pacientes nas faixas de 1 a 4 salarios minimos, que, somadas, representam 72,81%
da populacdo analisada. Esse dado evidencia a maior proporcdo de familias de
baixa renda atendidas nas unidades municipais de saude.

A faixa de renda entre 2 a 4 salarios minimos concentra a maior frequéncia
(39,17%), sugerindo que essa € a faixa modal da amostra. J4 a parcela de familias
com renda superior a 7 salarios minimos corresponde a apenas 9,22%, denotando
um estrato mais restrito de alta renda. Assim como, a propor¢cdo minima de familias

com renda inferior a 1 salario minimo (0,46%).
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Tabela 3: Distribuigdo por renda familiar média dos pacientes febris em Araraquara, 2016.

Faixa de Renda Familiar (em salarios minimos) Percentual da Populagao (%)
Abaixo de 1 0,46%

la2 33,64%

2a4 39,17%

4a7 17,51%

Acimade 7 9,22%

Total 100%

Fonte: elaborado pela propria autora.

Em relacdo as manifestagcbes clinicas da coorte analisada, os relatos mais
frequentes incluiram febre, mialgia, prostracdo, cefaleia, artralgia, dor retroorbital,
nausea e astenia. Tais sintomas demonstram um padrdo compativel com quadros
virais agudos. Notavelmente, observou-se uma frequéncia elevada e intensidade
acentuada dessas manifestagbes nos casos confirmados de infecgao pelo ZIKV,

conforme evidenciado na Figura 6.
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Figura 7: Distribuicdo das manifestacfes clinicas em casos febris suspeitos e/ou confirmados para
DENV e ZIKV.
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Fonte: elaborado pela propria autora.

Nos casos de infeccdo por dengue, além das manifestacfes clinicas mais
frequentemente relatadas, observou-se a presenca de sintomas adicionais como
tontura, tosse seca, dor lombar, odinofagia, parestesia em membros superiores,
hipotensao arterial, cefaleia occipital, edema, calafrios, dispneia, hipertensao arterial,
ardéncia ocular, sudorese e episodios de sincope.

Do ponto de vista laboratorial, considerando o hemograma como ferramenta
amplamente utilizada na suspeita clinica de arboviroses, verificaram-se alteracbes
hematolégicas em 48% dos casos de dengue e em 75% dos casos de zika. As
alteracdes mais recorrentes incluiram trombocitopenia, leucopenia e linfocitopenia,
comuns a ambas as infec¢des. No entanto, € importante ressaltar que esse mesmo
perfil hematoldgico foi identificado também em pacientes com resultados negativos
para os arbovirus testados.

Durante os anos de 2015 e 2016, foram analisadas, ao todo, 423 amostras

biologicas para realizacdo da vigilancia viral de infeccbes por arbovirus, conforme
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descrito na Tabela 3. No ano de 2015, foram processadas 43 amostras, das quais
17 apresentaram resultado positivo para o virus da dengue (DENV), e nenhuma
positividade foi observada para Zika virus (ZIKV) ou Chikungunya virus (CHIKV). Ja
em 2016, houve um aumento expressivo no numero de amostras submetidas a
analise, totalizando 380, das quais 103 foram positivas para DENV, 18 para ZIKV e 1
para CHIKV.

Considerando o total do periodo avaliado, foram detectados 120 casos
positivos para DENV. Com isso, é possivel observar a predominancia do virus da

dengue como o principal arbovirus circulante na regido durante o periodo analisado.

Tabela 4: Distribuicdo do nUmero de amostras analisadas e casos positivos para arbovirus (2015—
2016).

Ano N2 de Amostras DENV ZIKV CHIKV
2015 43 17 0 0
2016 380 103 18 1
Total 423 120 18 1

Fonte: elaborado pela propria autora.

Dentre os casos de dengue, 119 correspondem ao sorotipo DENV-1 e apenas
uma amostra foi positiva para o sorotipo DENV-4. A confirmac¢éo do sorotipo DENV-
1 foi obtida por meio de eletroforese em gel, conforme ilustrado na Figura 7, onde as
amostras positivas apresentaram bandas de amplificacdo em aproximadamente 472
pares de bases (pb), correspondentes ao fragmento caracteristico do DENV-1.
Enquanto na Figura 8 € possivel observar o fragmento referente ao DENV-4 com

aproximadamente 222pb.
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Figura 8: Representacdo de um gel de agarose (1%) realizado com marcador molecular de 100
pares de base (pb) representado por “M”. Foi utilizado controle negativo (C-) e controle positivo (C+)

para o sorotipo 1 de dengue (DENV-1) com amplificac&o na altura de 472pb.

472pb Sl 472pb

Fonte: elaborado pela propria autora.

Figura 9: Representacdo de um gel de agarose (1%) realizado com marcador molecular de 100
pares de base (pb) representado por “M”, controle negativo (C-) e controle positivo para DENV-1
(C+). Observa-se que uma amostra apresentou amplificacdo compativel

Fonte: elaborado pela prépria autora.
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Em relacéo ao Zika virus (ZIKV), a infeccéo foi confirmada laboratorialmente
em 18 pacientes. Ressalta-se que a extracdo do material genético foi realizada tanto
em amostras de soro quanto de urina; no entanto, apenas uma amostra de urina
apresentou resultado positivo para ZIKV.

A analise da distribuicdo espacial dos casos febris registrados no municipio
de Araraquara revelou uma dispersdo geografica ampla, com ocorréncia de casos
em diversas regides do territdrio municipal, conforme ilustrado na Figura 9. Os casos
confirmados de infec¢do por virus da dengue (DENV) e Zika virus (ZIKV), embora
também distribuidos de forma relativamente difusa, apresentaram &areas com
indicios de aglomeracao espacial, sugerindo possiveis focos de transmissao ativa.

Observou-se, ainda, a presenca de regidbes com sobreposi¢cado da circulacao

dos dois arbovirus, ZIKV e DENV, conforme evidenciado na Figura 10.
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Figura 10: Representacdo cartografica do municipio de Araraquara - SP apresentando a distribuicao
dos casos febris notificados em 2016.
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Fonte: elaborado pela prépria autora.
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Figura 11: Representacdo cartografica dos casos positivos para DENV e ZIKV no municipio de
Araraquara - SP em 2016.

Casos positivos de DENV e ZIKV em Araraquara, 2016.
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Fonte: elaborado pela prépria autora.

A Figura 14 ilustra a progressao temporal e espacial dos casos confirmados
de infeccdo por Zika virus (ZIKV) e virus da dengue (DENV) ao longo do ano de
2016 no municipio de Araraquara. Em janeiro, os casos confirmados estavam
restritos a algumas regides especificas do territério municipal. Contudo, nos meses
subsequentes — particularmente em fevereiro e marco — observou-se uma
expansdo significativa da area de ocorréncia, com dispersdao dos casos por

praticamente todo o municipio.
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Figura 12: Representacéo cartografica do municipio de Araraquara - SP, 2016 apresentando a

distribuicdo dos casos positivos para DENV de janeiro a abril.
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Fonte: elaborado pela prépria autora.

Os resultados obtidos ao longo deste estudo evidenciam um panorama
abrangente e multifacetado da ocorréncia das arboviroses no municipio de
Araraguara entre os anos de 2015 e 2016. A andlise demografica revelou que a
populacdo acometida foi majoritariamente composta por adultos jovens em idade

produtiva, com distribuicdo equilibrada entre os géneros. Do ponto de vista

socioeconémico, observou-se que a maioria dos pacientes apresentava escolaridade
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a partir do ensino médio completo e renda familiar entre 1 e 4 salarios minimos,
indicando que os casos febris se concentraram em uma parcela da populacdo com
condi¢cBes socioeducacionais medianas.

As manifestacdes clinicas relatadas foram compativeis com quadros virais
agudos, sendo a febre, mialgia, cefaleia, prostracdo e dor retroorbital os sintomas
mais frequentes. Casos de ZIKV, em particular, apresentaram sintomas intensos e
bem definidos, enquanto os casos de DENV se destacaram pela diversidade de
sintomas, incluindo sinais neurolégicos e cardiovasculares. A analise laboratorial
revelou alteracdes hematoldgicas comuns entre os casos de dengue e zika — como
trombocitopenia, leucopenia e linfocitopenia —, embora tais achados também
tenham sido registrados em pacientes com testes negativos para arbovirus, o que
ressalta a necessidade de critérios diagndsticos mais especificos.

Em relacdo a vigilancia viral, foram analisadas 423 amostras. O DENV foi o
arbovirus mais prevalente, com 120 casos confirmados, dos quais 119 foram
atribuidos ao sorotipo DENV-1 e apenas um ao DENV-4. A infeccdo por ZIKV foi
confirmada em 18 pacientes, e CHIKV em apenas um, apontando para a menor
circulagdo destes virus durante o periodo estudado.

A analise geoespacial permitiu visualizar uma ampla dispersdo dos casos
febris por todo o municipio, com areas de aglomeracao especificas para DENV e
ZIKV. Observou-se ainda sobreposicéo da circulacdo desses virus em determinadas
regides, o que reforca a complexidade epidemioldgica. Temporalmente, os meses de
fevereiro e margo de 2016 concentraram o maior numero de infec¢des confirmadas,
com reducao gradual a partir de abril.

De forma geral, os achados apresentados nesta secdo contribuem para a

caracterizacdo epidemioldgica, clinica, laboratorial e espacial das arboviroses na
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populacdo analisada, fornecendo subsidios relevantes para a formulacdo de

estratégias de prevencao, diagnostico e controle.
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5. DISCUSSAO

As notificagbes baseadas exclusivamente em critérios clinicos e alteracdes
hematoldgicas, embora amplamente utilizadas na pratica assistencial, mostraram-se
insuficientes para a elucidacéo etiologica precisa dos quadros febris registrados no
municipio de Araraquara durante o periodo analisado. Tal limitacdo compromete a
acuracia do diagnoéstico e restringe o entendimento sobre a real diversidade de
arbovirus em circulacdo na regiéo.

No presente estudo, foi possivel confirmar laboratorialmente a presenca de
trés importantes arbovirus — DENV, ZIKV e CHIKV —, além de identificar a co-
circulacao de dois sorotipos distintos de dengue (DENV-1 e DENV-4), evidenciando
a complexidade do cenéario epidemiolégico local. A auséncia de associacado
estatisticamente significativa entre género e infeccdo sugere uma distribuicdo
equitativa entre os sexos. No entanto, observou-se maior incidéncia entre individuos
em faixas etarias produtivas e pertencentes a estratos socioecondmicos mais
vulneraveis, refletindo potenciais desigualdades no impacto das arboviroses sobre a
populacdo. Diante do exposto, ressalta-se que o perfil epidemiolégico identificado
neste estudo pode ser representativo de outros municipios brasileiros de meédio
porte, com caracteristicas demogréficas e socioecondmicas semelhantes.

A analise da distribuicdo percentual da populacdo por faixa etaria revela um
perfil demografico predominantemente jovem-adulto, com maior concentracdo nas
faixas etarias de 20 a 40 anos. Esse padrdo também pode ser observado em outros
estudos que identificam a maior incidéncia de casos de dengue entre individuos de
20 a 59 anos, representando 38% dos casos em nivel nacional. Além disso, a

predominéancia de adultos jovens e economicamente ativos pode refletir fatores
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como mobilidade urbana e exposicdo a ambientes propensos a proliferacdo do vetor.
(46)

Quanto a distribuicdo de renda familiar, verificou-se que 72,81% dos
pacientes pertencem as faixas de 1 a 4 salarios minimos, evidenciando uma maior
concentracdo entre familias de baixa renda. Estudos indicam que populacdes com
menor poder aquisitivo tém maior risco de ser acometido por dengue, devido a
fatores como condi¢cdes precarias de saneamento basico e maior exposicdo ao
vetor. Além disso, a baixa renda também pode estar associada a dificuldades no
acesso a servicos de saude e na implementacdo de medidas preventivas eficazes.
(46)

Segundo estudos de Ferreira et al. (2018) e Mondini et al. (2007), areas
caracterizadas por condi¢cdes socioecondmicas menos favorecidas tendem a
apresentar maior numero de notificacbes de casos de dengue. Esse padrdo esta
associado a presenca de fatores estruturais, como deficiéncias no saneamento
basico, que favorecem a proliferacdo do vetor Aedes aegypti. Adicionalmente,
elementos como a elevada densidade populacional e a ocupacdo urbana
desordenada contribuem para a manutencao de ambientes propicios a transmissao
viral. No entanto, os autores destacam que a influéncia desses fatores pode
apresentar variacoes significativas dentro de um mesmo municipio, em funcéo da
heterogeneidade espacial e das particularidades de cada area urbana. (44,46)

Portanto, os dados apresentados ressaltam a importancia de considerar
fatores sociodemograficos, como idade, escolaridade e renda, na compreensédo da
epidemiologia da dengue. Esses elementos podem influenciar tanto a exposicédo ao
vetor quanto o acesso e a adesdo a medidas preventivas e terapéuticas, impactando

diretamente na incidéncia e gravidade da doenca. (44,46,47)
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O diagnostico exclusivo com base nas manifestacdes clinicas e nos
parametros hematoldgicos pode comprometer a acuracidade das estatisticas de
saude. Durante epidemias em diversas regiées mundiais, observa-se uma variacao
nas manifestacdes clinicas entre populacbes com diferentes caracteristicas
genéticas humanas e virais. Essa diversidade pode impactar o potencial epidémico
dos arbovirus, em especial do DENV, além de alterar suas apresentacdes clinicas,
resultando em uma ampla gama de sintomas e aleracbes de parametros
laboratoriais. (48 - 49)

Alteracbes hematolégicas, como trombocitopenia, leucopenia e linfocitopenia,
sdo frequentemente observadas em casos de dengue. Contudo, € importante
ressaltar que casos confirmados podem ocorrer sem alteracbes hematoldgicas, e
tais pacientes ndo devem ser descartados do diagnéstico. (48-51)

A confirmacdo dos casos de dengue requer a utilizacdo de métodos
laboratoriais especificos, como a sorologia, a deteccdo da proteina nao estrutural
NS1 e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A sorologia, baseada na deteccéo
de anticorpos IgM e IgG, € indicada a partir do sétimo dia apds o inicio dos sintomas
clinicos, sendo fundamental para a acuracia diagnostica em estagios mais
avancados da infeccdo. No entanto, essa metodologia ndo permite a identificacéo
dos sorotipos virais circulantes, limitando sua utilidade para a compreensdo da
dindmica epidemiologica da doenca nos municipios. Nesse contexto, técnicas
moleculares, como a RT-PCR, sédo imprescindiveis para a caracterizacdo dos
sorotipos e para a vigilancia epidemiologica mais precisa. (52-54)

A deteccdo da proteina viral NS1 € considerada uma ferramenta rapida e
eficiente para o diagndéstico precoce da dengue, sendo indicada preferencialmente

até o terceiro dia ap0os o inicio dos sintomas clinicos. Contudo, assim como os testes
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sorologicos, essa metodologia ndo permite a diferenciacdo entre os sorotipos do
virus, o que limita sua aplicabilidade no monitoramento da diversidade viral durante
surtos epidémicos. Outro aspecto relevante refere-se a sensibilidade do teste, que
pode variar de acordo com a carga viral e o tempo de coleta da amostra. No
presente estudo, foi observado que alguns pacientes inicialmente testados como
negativos para DENV por meio da deteccdo de NS1 apresentaram confirmacao da
infeccdo viral por meio da amplificacdo do material genético via RT-PCR,
evidenciando a importancia da utilizacdo de métodos moleculares complementares
para aumentar a sensibilidade diagndstica. (52-54)

Considerando a possibilidade de co-circulacdo de diferentes arbovirus
durante epidemias de dengue, bem como a semelhanca entre os quadros clinicos
causados por esses agentes, destaca-se a relevancia da realizacdo de diagndstico
molecular como ferramenta essencial para a elucidacdo etiolégica precisa. A
sobreposicao de sintomas entre infecgdes por dengue, Zika, Chikungunya e outros
arbovirus pode comprometer o diagndstico quando baseado exclusivamente em
critérios clinicos e sorolégicos. Em estudo realizado nos municipios de Sinop (Mato
Grosso) e Sdo José do Rio Preto (Sédo Paulo), foi detectada a presenca do virus
Mayaro durante um periodo epidémico de dengue, evidenciando a circulacdo
simultanea de diferentes arbovirus em regides endémicas. (55,56)

A circulacdo simultanea de dois sorotipos do virus da dengue pode estar
associada ao aumento da gravidade clinica dos casos, uma vez que infeccdes
secundarias por sorotipos diferentes estdo relacionadas a um maior risco de
manifestacbes graves, devido ao fendmeno de amplificacdo dependente de
anticorpos (ADE — antibody-dependent enhancement). No municipio de Araraquara,

desde a ocorréncia da primeira epidemia registrada em 2008, tem-se observado um
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crescimento progressivo tanto na quantidade quanto na severidade dos casos
notificados, acompanhado por epidemias de maior magnitude ao longo dos anos.
(57)

O diagnéstico molecular configura-se como uma ferramenta essencial e
dindmica para a vigilancia viral nos municipios, permitindo a deteccdo do virus da
dengue (DENV) em diferentes fluidos biolégicos. Em pacientes com febre aguda,
observou-se a presenca de RNA viral em amostras de urina mesmo quando 0s
resultados obtidos a partir do soro foram negativos. A deteccdo do genoma viral em
urina tem se mostrado particularmente Util em casos nos quais a viremia ja estd em
declinio, ampliando a janela de deteccdo diagnostica. Estudos demonstram que a
sensibilidade da confirmacao da infeccdo por dengue por meio da técnica de qRT-
PCR aumentou de 79,6% para 82,6% quando a analise foi realizada
simultaneamente em amostras de urina e plasma coletadas apés o quinto dia do
inicio da febre, em comparacdo com a andlise apenas em plasma. (58-60)

De maneira semelhante ao observado no municipio de Araraquara,
aproximadamente 93% dos isolamentos virais realizados no Brasil nos anos de 2015
e 2016 foram positivos para o sorotipo 1 do virus da dengue (DENV-1), evidenciando
sua predominancia no cenario nacional. O segundo sorotipo mais prevalente no
periodo foi o DENV-4, reforcando a co-circulacdo de diferentes sorotipos em
distintas regides do pais. (61)

A incidéncia de casos de dengue no Brasil tende a aumentar no inicio do ano,
com maior concentracdo entre 0os meses de janeiro e maio, periodo que costuma ser
seguido por uma reducdo progressiva. Esses surtos sazonais estdo fortemente
associados ao aumento da densidade populacional do vetor Aedes aegypti,

favorecido por condicfes climaticas tipicas desse periodo, como elevacdo da
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temperatura e maior volume de chuvas. Assim como observado durante o periodo
estudado em Araraquara, dados do Ministério da Saude, informam que os picos de
notificacdes registrados em 2016 ocorreram principalmente nos meses de fevereiro
e marco. (44,61,62,63,64,65)

O virus Zika foi identificado no Brasil em 2015, e a magnitude completa da
doenca ainda permanece desconhecida. O Ministério da Saude estima que o
namero de casos tenha variado entre 400 mil e 1,4 milhdes de ocorréncias no pais.
A infeccdo pelo Zika virus (ZIKV) tem sido associada ao aumento significativo de
casos de microcefalia em recém-nascidos e da sindrome de Guillain-Barré em
adultos. Em virtude das recentes adverténcias sobre a disseminacdo do ZIKV em
territdrio nacional, especialmente em relacdo ao risco para gestantes, € imperativo
que os casos febris sejam minuciosamente investigados para garantir um
diagnéstico adequado e a implementacdo de medidas de controle eficazes.
(29,30,47)

Atualmente, n&o existem vacinas licenciadas para a dengue. Assim, a
principal estratégia de prevencédo continua sendo o controle dos vetores. No entanto,
quando ocorre a circulacdo de mudltiplos sorotipos, as estratégias de bloqueio e
controle do vetor enfrentam consideraveis desafios, devido a complexidade
epidemiologica envolvida. (66-68)

Para a implementacdo eficaz da vigilancia, é fundamental considerar um
conjunto de fatores essenciais, incluindo a notificacdo de casos, investigacao
epidemiologica, vigilancia laboratorial, monitoramento das formas clinicas e
vigilancia entomologica, entre outros. Diversas dificuldades sédo enfrentadas,

comecando pelo diagnostico clinico. A confirmacdo dos primeiros casos, a



46

identificacdo dos sorotipos circulantes e a localizacdo geografica dos casos séo
cruciais para a realizacdo de uma vigilancia ativa e eficaz. (69-71)

Diversos fatores estdo envolvidos no processo de transmissdo de doencas, o
que demanda a realizacdo de avaliagbes mais aprofundadas e precisas. Nesse
contexto, torna-se evidente a importancia do estudo do espaco social organizado na
analise das incidéncias e prevaléncias de doencas. A identificacdo das areas
afetadas possibilita a implementacdo de a¢bes coletivas direcionadas a prevencao,
promovendo a mitigacao dos impactos epidemioldgicos. (71)

As epidemias tém o potencial de se disseminar rapidamente, evoluindo em
um curto periodo, seguidas de uma fase de circulacdo endémica. Diante disso,
destaca-se a importancia do uso de ferramentas de analise molecular e geoespacial,
que fornecem dados cruciais para as atividades de vigilancia epidemiolégica,
permitindo o monitoramento eficaz e a implementacdo de estratégias de controle

direcionadas. (38,39,43,44,72,73)



47

6. CONCLUSOES

O presente estudo forneceu uma andlise detalhada do perfil epidemioldgico
das infeccdes por arbovirus, especificamente o virus do dengue (DENV), o virus
Zika (ZIKV) e o virus Chikungunya (CHIKV), no municipio de Araraquara durante os
anos de 2015 e 2016. A partir da coleta e analise de mais de 420 amostras
biologicas, foi possivel evidenciar a predominancia do DENV, especialmente o
sorotipo DENV-1, como o principal arbovirus circulante na regido, com um aumento
consideravel nos casos notificados ao longo do periodo estudado. A co-circulacéo
de multiplos arbovirus, como o DENV e o ZIKV, destacou a complexidade do cenério
epidemioldgico local, demandando uma vigilancia mais precisa e 0 uso de

ferramentas laboratoriais avancadas para a confirmacao diagnéstica.

A analise demogréfica e socioeconémica da populacao afetada revelou uma
concentragdo significativa de casos nas faixas etarias produtivas e economicamente
ativas, especialmente entre 20 e 40 anos. Além disso, foi observada uma
prevaléncia de individuos socioeconomicamente afetados, o que pode refletir
desigualdades no acesso a servicos de saude e a medidas de prevencao
adequadas. A analise das manifestacbes clinicas e laboratoriais demonstrou
padrées comuns entre as infecgcbes, com febre, dor no corpo e alteracbes

hematoldgicas, como trombocitopenia, leucopenia e linfocitopenia.

Os dados obtidos corroboram a importancia do diagndstico molecular,
especialmente a deteccdo de RNA viral. Amostras de urina, também podem ser
utilizadas como uma estratégia eficaz para a ampliacdo da janela de diagndstico,
contribuindo para a melhoria da precisdo diagnostica em pacientes com viremia ja
em declinio. A auséncia de uma vacina licenciada para a dengue torna a vigilancia
epidemioldgica e o controle do vetor Aedes aegypti essenciais para a reducao dos
surtos e da disseminacdo das arboviroses, sendo necesséario o uso integrado de
metodologias, como a PCR e a analise geoespacial, para monitoramento continuo

da circulacao viral e identificacdo de areas de risco.

Em termos de estratégias de controle e prevencdo, € fundamental a
implementacdo de agOes que considerem 0s aspectos socioecondmicos e

demograficos da populagdo, como o fortalecimento das campanhas educativas nas
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faixas etarias mais vulneraveis e em &reas de maior concentracdo de casos. A
vigilancia viral ativa, a investigacdo de casos e a analise dos dados epidemioldgicos
em tempo real sdo praticas indispensaveis para mitigar o impacto das epidemias e
melhorar a resposta frente a futuras ocorréncias. A complexidade do cenario
evidenciado neste estudo reflete a necessidade de uma abordagem multidisciplinar e
interinstitucional para o enfrentamento das arboviroses no Brasil, com foco na
ampliacdo do acesso ao diagndstico, a informacéo e a medidas de controle eficazes,

adaptadas as caracteristicas locais.
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1. Introduction

The infection by any of the four serotypes of dengue (DENV 1-4) and Zika (ZIKV) viruses usually
presents similar symptoms that make clinical diagnosis difficult. Patients typically suffer from fever,
headache, nausea, vomiting, myalgia, rash, and severearthralgia.Typically, DENV and ZIKV cases
overlap considerably in signs and symptoms, so cases are underreported in sites where laboratory
diagnostics is lacking (Weaver and Reisen, 2009).Brazil has been presenting dengue circulation since
1981, when DENV-1 and DENV-4 were introduced in the country. The other serotypes were
introduced on the following decades, always causing explosive outbreaks.In 2015, 1,6 million cases
were reported in the country, mostly caused by serotype 1, which represents an increase of
approximately 65% in the number of cases compared to the previous year. Dengue with warning
signs increased 58% (n=20,329) and there were 863 deaths (Brazilian Ministry of Health, 2016 (a)).

ZIKV has been detected in Brazil in 2015 (Campos et al 2015) and the magnitude of the disease in the
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country is still unknown. Brazilian Ministry of Health estimated that 400,000 to 1,4 million cases may
have occurred in the country (Brazilian Ministry of Health, 2016 (b)). However, these estimates have
yet to be confirmed.An official bulletin from Brazilian Ministry of Health reported more than 120,000
cases until April 2016 (Brazilian Ministry of Health, 2016 (c)). ZIKV infection has been involved in the
sudden increase of cases of microcephaly in babies (Fauci and Morens, 2016, Schuller-Faccini et al
2016), with strong evidence from a microcephaly case report (Mlakar et al 2016). ZIKV infection has

also been involved inGuillain-Barré Syndrome manifestation (Cao-Lormeau, 2016)

Due to the recent warnings on Zika dispersion throughout Brazil and its possible outcomes for
pregnant women and for general population, febrile cases have been thoroughly investigated. Since
viremiaandviruria have been reported in ZIKV infections, urine andblood samples have been
investigated for the presence of virus (Chang et al 2016). Viremiain ZIKV infection supposedly lasts six
days and the presence of virus in patient’s urine can be detected 10 days after the onset of the

symptoms (Gourinat et al 2016).

As we are conducting an arboviral surveillance study, we were able detect DENV in the urine and in
blood samples of three febrile patients that sought medical attention in Araraquara, central portion

of Sdo Paulo State, Brazil.

2. Case report

We have collectedurineand blood samplesfrom three patients who had presented mild fever,
arthralgia, and myalgia. One of the patients presented thrombocytopenia. Although their
initialclinical diagnosis was dengue, we also collected urine to test for the presence of ZIKV. The
collection was performed eight/nine days after the onset of the disease. Table 1 shows clinical

information of the patients. We were not able to collect blood from the 6-year-old patient, who was



60

at the hospital under medical observation. His platelet count was around 138,000. He was also

presenting abdominal pain and rash.

As DENV is widely circulating in the city, we initially tested samples for the presence of the four-
dengue serotypes. They werealso tested for other flaviviruses and for alphaviruses. We have been
using a highly sensitive and specific RT-PCR (Morais-Bronzoni et al 2005) to detect DENV 1-4 in a daily
base routine. Briefly, viral RNA was extracted from both serum and urine samples using QIAMP Viral
RNA mini kit (QIAGEN, Germany). We used 8uL of the final product to assess viral infection.The
firstRT-PCR was performed using Flavivirus generic primersbased on non-structural protein
(NS5). In the second PCR,nested assays based on multiplex or conventional systemswere used
with species-specific primers for virus identification.Finally, the amplicons were loaded onto a
1%agarose gel and visualized under ultra violet illumination. We used positive and negative
controls to avoid contamination in all reactions. The presence of DENV-1 in urine, known as
viruria, was detected. No traces of viremia were found in serum samples. PCR fragments were
purified and sequenced using the BigDye v3.1 Terminator (Applied Biosystens, Foster City, CA, USA)
and an ABI377 Automatic Sequencer (Applied Biosystens, Foster City, CA, USA). Sequences were
analyzed using the DS Gene 2.0 Software (Accelrys,USA) and were confirmed as DENV-1. We have
performed a simple phylogenetic analysis to using other DENV-1 sequences (Supplementary
material) to understand how this sample has spread (Figure 1). The DENV-1 virus in urine belongs to

genotype V.

The addresses of the patients were geocoded using ARCGIS 10.3(ESRI) (Figure 2). Apparently, no

clusters of transmission were detected.

3. Discussion
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We were able to detect DENV-1 in urine of patients after nine days of the onset of the disease. The
detection of viruriais an important epidemiological finding since urine can be an alternative clinical
specimen for late and less evasive diagnosis. Instead of using aninvasive method to draw blood,
especially in vulnerable groups such as young and elderly patients, the collection of urine can be

harmless and less risky.

According to the World Health Organization (2009), after the onset of illness, the virus can be
detected in serum, plasma, circulating blood cells, and other tissues for up to 5 days. At the end of
the acute phase of infection, serology is the method of choice for diagnosis. Our results, however,

indicate that urine can be used to detect dengue virus.

Previous studies have demonstrated that urine could be used as an alternative to blood for
virological diagnosis of dengue. In a study from RibeirdoPreto, which is located 100 km from
Araraquara, two patients presented DENV-2 and DENV-3 in urine and serum during the acute phase.
However, they were not detected after the 9" post onset of the symptoms (Poloni et al 2010). The
presence of DENV was also detected with the non-structural protein 1 (NS1) antigen test in the urine

of febrile patients (Chuansumrit et al 2011).

The DENV-1, DENV-2 and DENV-3 were recovered in the urine of patients within different days after
the onset of the disease with real-time RT-PCR. Twenty-one patients were followed up for 60 days
and the virus could be detected after 37 days after the first symptoms (Van den Bosche, et al 2015).
Serial plasma, urine and saliva samples were tested at several points in patients from Cambodia and
DENV-1, DENV-2 and DENV-4 were detected in the urine. The viruses could be detected until two

weeks after the onset of the disease (Andries et al 2015).

Urine specimens were appropriate for diagnosing West-Nile virus (WNV) and Zika virus (ZIKV)
infections since viruria can be detected for a longer time than viremia(Barzon et al 2013; Gourinat et

al 2015). Urine is probably thepreferredspecimentypetoidentifyacuteZikavirusdisease (Bingham et al
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2016). Both ZIKV and WNV were infectious when recovered from urine (Fonseca et al 2014; Papa et

al 2014).

Although the presence of DENV and other flaviviruses in the urine has been documented, studies
toexplain the permanence of the virus in the renal system are necessary. Tonry et al 2005 showed
that adult hamsters that survived experimental WNV infection developed persistent viruria for up to
52 days. Immunohistochemistry in kidneys of viruric animals showed foci of WNV antigen in renal
tubular epithelial and vascular endothelial cells. Virus could not be isolated from kidney

homogenates of the animals. The authors also highlight the use of urine as a possible diagnostic tool.

Syndromes related to the renal system have been reported on dengue infection. The acute kidney
injury (AKI) is an important manifestation of dengue albeit poorly studied, according to Oliveira and
Burdmann (2015). In their review, they discuss forms of renal involvement that may lead to AKI, such
as the action of the virus in the renal tissue, rhabdomyolysis, glomerulonephritis, and hemolytic
uremic syndrome. In a study by Kuo et al 2008, renal failure (RF) was described as an important
manifestation in severe dengue. Twenty-one patients were in the RF group, in which mortality was
higher. The authors state that impairment of the renal system is associated with higher percentage

of hemorrhagic manifestations, shock, and death.

Antigenic and genetic differences among DENV serotypes and genotypes can influence disease
outcome, epidemic magnitude, and viral evolution (Chen and Vasilakis, 2011; Martina et al
2009).Katzelnick et al (2015) characterized antigenic diversity of DENV types using antigenic maps
from neutralizing antibody titers. In their data, primary infection antisera could not neutralize viruses
of the same DENV and no improved neutralization to homologous type isolates up to two years after

infection. Differences in genotypes may play an important role on this particular matter.

Genotype V of DENV-1, which was found in the urine of our patients, includes viruses that circulated

in Latin America, Caribbean region, and in the Southern cone (Chen and Vasilakis, 2011). Drumond et
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al (2011) sequenced and analyzed Brazilian DENV-1 genomes and found that all isolates belong to
genotype V and that were subdivided into three lineages. The authors stated that four different
events of introduction increased the genetic diversity and there was recombination of DENV-1
strains. This finding can be involved in disease severity reported lately in Brazil. DENV-1 has been the
major serotype circulating in the country in recent years and an increase in the number of severe

cases and deaths were reported in 2015 (Brazilian Ministry of Health, 2016 (b)).

The spatial distribution of dengue and other viruses seems to be modulated by lineage adaptation
and point of introduction. Modelling of human mobility predicted different geographic patterns of
CHIKV lineage distribution from two different sites of introduction in Brazil (Nunes et al 2015). A
similar pattern seems to have occurred for dengue in Sdo José do Rio Preto, Brazil (Mondini et al
2009).Two lineages of DENV-3 were circulating in very distinct areas of city. The molecular
characterization of the circulating strains identified at least three different viral introductions. Only
two lineages spread throughout the city. Due to the small number of patients in our study, it is not

possible to infer spatial clustering.

Although our number of samples is limited, we highlight the importance of studying the use of urine
as a potential tool in late diagnosis. The mechanisms underlying viruria after viremia must be
understood as well as how the renal system is impacted with DENV presence. In terms of dengue
epidemiology, the ability to recover the virus after nine days of the onset of the disease from urine is
important to confirm clinical diagnosis. It may also help to increase the assertiveness and the figures

of dengue reports where the viruses are actively circulating.

This study was evaluated and approved by the Ethics Review Board of Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas (FCF/UNESP).
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Figure 1.Phylogenetic analysis of DENV-1 recovered from a febrile patient from Araraquara, SP/Brazil

in 2016. We can see the boot strap values in each node of the phylogenetic tree.
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Figure 2. Spatial distribution of DENV-1 detected in the urine of three patients from Araraquara,

SP/Brazil in 2016. The green dots are the patients who had their urine tested for the presence of

dengue.



Table 1. Clinical data of three patients with the presence of DENV-1 in urine, Brazil, 2016.

70

Name Gender Age Test samples DAOD Plateletcount Result in urine Result in serum
A.C. B. F 29 Urine andserum 9 Normal DENV-1 Negative
C.L.V. M 6 Urine 8 Low DENV-1 NT
E.P.R. M 59 Urine andserum 9 Normal DENV-1 Negative

(F) stands for female; (M) stands for male; DAOD = days after the onset of the disease; Reference value for low is under 150,000. NT stands for Not Tested.
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Table 2.Acession numbers of the sequences used in the phylogenetic analysis.

Strain Acession number Year Local
DENV-1/SG AY762084 1993 SINGAPORE
DENV-1/A0 KF184975 2013 ANGOLA
DENV-1/MMR AY713473 1973 MYANMAR
DENV-1/MMR AY722801 1976 MYANMAR
DENV-1/ IVORY AF298807 2000 IVORY COAST -
COAST - ABIDJAN ABIDJAN
DENV-1/NAURU ISLAND NC_001477 1974 NAURU
DENV-1/ID AB189121 1998 INDONESIA
DENV-1/PF F1898448 2001 FRENCH POLINESIA
DENV-1/PH GQ868602 2004 PHILIPPINES
DENV-1/CHILE-EASTER EU863650 2002 CHILE/EASTER ISLAND
ISLAND
DENV-1/TH AY732474 1980 TAILAND
DENV-1/USA-HAWAII EU848545 1944 USA - HAWAII
DENV-1/KH/HM181952 HM181952 2007 CAMBODIA
DENV-1/KH F1744702 2006 CAMBODIA

DENV-1/USA-HAWAII DQ672563 2001 USA - HAWAII
ENV-1/USA-HAWAII DQ672564 2001 USA - HAWAII
DENV-1/CN EF025110 1971 CHINA
DENV-1/BN EU179861 2006 BRUNEI
DENV-1 URINA BR-AQA



