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RESUMO 

 

 

O Zika vírus (ZIKV), pertencente à família Flaviviridae, gênero Flavivirus, é um dos 

arbovírus transmitidos por mosquitos hematófagos do gênero Aedes. Durante a epidemia de 

Zika no Brasil foi observado um aumento de quase 20 vezes nos casos reportados de 

microcefalia em fetos, levando a OMS a declarar estado de emergência global. A expansão do 

Zika vírus (ZIKV) pelas Américas ressalta a importância da vigilância e monitoramento de 

doenças emergentes. Uma vez reportado que cerca de 80% das pessoas infectadas pelo vírus 

não apresentam sintomas, o presente estudo coletou amostras de soro e urina de pacientes 

sintomáticos e de urina de pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses na Unidade de 

Pronto Atendimento do municipio de Mirassol/SP. As amostras de sangue e urina foram 

processadas no Laboratório de Estudos Genômicos (IBILCE/UNESP).  Após a extração do 

RNA viral, elas foram testadas para presença de ZIKV por meio da técnica de RT-qPCR. As 

amostras positivas para ZIKV em soro foram avaliadas para coinfecção por DENV. Por meio 

de questionários, foram avaliados os sintomas apresentados pelos pacientes e construídos 

mapas georreferenciados para avaliar a distribuição do vírus. Dos 141 pacientes sintomáticos 

e dos 447 sem sintomas clínicos, 9,9% e 6,6% foram positivos para ZIKV, respectivamente. 

No total, a presença de ZIKV foi vista em 7,5% dos pacientes coletados, compreendidas em 

32% no grupo de pacientes sintomáticos e 68% no grupo de sem sintomas clínicos. Dos 

pacientes avaliados para possível coinfecção, 8,7% apresentaram coinfecção por 

ZIKV/DENV-2. Os sintomas mais relatados pelos pacientes sintomáticos positivos para 

ZIKV foram dores musculares, dor nos olhos e febre. Os mapas georreferenciados revelaram 

que duas regiões compreenderam 46% dos casos positivos no município de Mirassol. O uso 

concomitante de amostras de soro e urina para diagnósticos de arboviroses são importantes 

para revelar casos positivos subnotificados em pacientes. Destaca-se a importância de um 

diagnóstico específico e laboratorial mais efetivo por meio da utilização de amostras de soro e 

urina de pacientes para revelar casos positivos sub-notificados em pacientes. Ademais, nossos 

dados são importantes para articulação e desenvolvimento de campanhas de vigilância, 

controle de vetores e de possíveis doenças associadas com o objetivo de prever novas 

emergências epidemiológicas no mesmo município e em municípios vizinhos. 

Palavras-chave: Zika vírus, ZIKV, sintomáticos, sem sintomas clínicos, sangue, soro, urina, 

diagnóstico, coinfecção. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

Zika virus (ZIKV), family Flaviviridae, genus Flavivirus, is one of the arboviruses 

transmitted by hematophagous mosquitoes of the genus Aedes. During the Zika epidemic in 

Brazil an almost 20-fold increase was observed in reported cases of microcephaly in fetuses, 

leading to WHO declaring a state of global emergency. The expansion of the Zika virus 

(ZIKV) across the Americas underscores the importance of surveillance and monitoring of 

emerging diseases. Recent studies reported that about 80% of people infected with the virus 

do not present symptoms, thus the present study collected serum and urine samples from 

symptomatic and urine patients from patients with no clinical symptoms for arboviruses at the 

Emergency Care Unit in the municipality of Mirassol/SP. Blood and urine samples were 

processed in the Laboratory of Genomic Studies (IBILCE/UNESP). After extraction of viral 

RNA, they were tested for the presence of ZIKV by RT-qPCR reaction. ZIKV positive serum 

samples were also evaluated for DENV coinfection. Through questionnaires, the symptoms 

presented by the patients were evaluated and georeferenced maps were constructed to 

evaluate the distribution of the virus. Of the 141 symptomatic patients and 447 without 

clinical symptoms, 9.9% and 6.6% were positive for ZIKV, respectively. In total, the presence 

of ZIKV was seen in 7.5% of the patients collected, comprised in 32% of symptomatic 

patients and 68% of those without clinical symptoms. Of the patients evaluated for possible 

coinfection, 8,7% were coinfected with ZIKV/DENV-2. The most reported symptoms by 

symptomatic patients positive for ZIKV were muscle pain, eye pain and fever. The 

georeferenced maps revealed that two regions comprised 46% of the positive cases in the 

municipality of Mirassol. The concomitant use of serum and urine samples for arbovirus 

diagnoses are important to reveal underreported positive cases in patients. The importance of 

a more specific and laboratory diagnosis through the use of serum and urine samples from 

patients to reveal sub-notified positive cases in patients is emphasized. In addition, our data 

are important for articulation and development of surveillance campaigns, vector control and 

possible diseases associated with the objective of predicting new epidemiological 

emergencies in the same municipality and in neighboring municipalities. 

Key words: Zika virus, ZIKV, symptomatic, without clinical symptoms, blood, serum, urine, 

diagnosis, coinfection. 



 
 

 
 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1. Mapa mostrando a distribuição mundial reportada de arboviroses. JEV: Japanese 

encephalitis virus; DENV: Dengue virus; YFV: Yellow fever virus; ZIKV: Zika virus; 

CHIKV: Chikungunya virus; RVFV: Rift Valley fever virus; MAYV: Mayaro virus; OROV: 

Oropouche virus........................................................................................................................16 

 

Figura 2. Estrutura do vírus Zika e seu genoma. O vírus Zika apresenta 7 proteínas não 

estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e três estruturais (C, prM, E).....21 

 

Figura 3. Número de amostras coletadas e amostras positivas por mês dos pacientes 

sintomáticos..............................................................................................................................36 

 

Figura 4. Número de amostras coletadas e amostras positivas por mês dos pacientes sem 

sintomas clínicos para arboviroses............................................................................................40 

 

Figura 5. Número de pacientes positivos e respectiva porcentagem para ZIKV de acordo com 

o mês e com o quadro clínico apresentado no momento da coleta...........................................43 

 

Figura 6. Número de amostras coletadas e amostras positivas por mês de todos os pacientes 

inseridos no estudo....................................................................................................................43 

 

Figura 7. Porcentagem de sintomas declarados no momento da coleta por pacientes 

sintomáticos e sem sintomas clínicos para arboviroses positivos para ZIKV..........................44 

 

Figura 8. Distribuição dos pacientes positivos no interior do Brasil.......................................46  

 

Figura 9. Distribuição dos pacientes positivos no interior do estado de São Paulo.................47  

 

Figura 10. Distribuição dos pacientes positivos no município de Mirassol/SP. Regiões 1 e 2 

correspondidas por um raio de 765m para bairros residenciais do município..........................48 

 

Figura 11. Índices de precipitação, temperaturas máximas, médias e mínimas do ano de 2018 

do município de Mirassol/SP....................................................................................................49 

 

 

 



 
 

 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Avaliação do Índice de Breteau nos anos de 2016, 2017 e 2018 no município de 

Mirassol.....................................................................................................................................28 

 

Tabela 2. Sonda e Oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de OneStep-qPCR 

para detecção de ZIKV.............................................................................................................32 

 

Tabela 3. Etapas da ciclagem da mistura do preparado para PCR em Tempo Real para 

ZIKV.........................................................................................................................................33 

 

Tabela 4. Dados epidemiológicos dos 141 pacientes sintomáticos para arboviroses..............35 

 

Tabela 5. Quantidade de pacientes positivos para ZIKV de acordo com os fluidos................35 

 

Tabela 6. Quantidade de dias de sintomas apresentados pelos pacientes positivos para ZIKV. 

Amarelo: pacientes positivos apenas em urina; Laranja: pacientes positivos apenas em soro; 

Azul: pacientes positivos em soro e urina; d: dias; - : não apresentou sintomas e x : apresentou 

sintomas, mas não se recorda há quantos dias..........................................................................37 

 

Tabela 7. Dados de coinfecção de ZIKV e DENV-2. Cor azul: ZIKV (urina) – DENV-2 (soro 

e urina); laranja: ZIKV (soro) – DENV-2 (soro); roxo: ZIKV (soro) – DENV-2 (soro e urina) 

e amarelo: ZIKV (urina) – DENV-2 (soro)..............................................................................38 

 

Tabela 8. Dados epidemiológicos dos 447 pacientes sintomáticos para arboviroses..............39 

 

Tabela 9. Quantidade de dias de  sintomas apresentados pelos pacientes sem sintomas 

clínicos para arboviroses positivos para ZIKV. d: dias; - : não apresentou sintomas e x : 

apresentou sintomas, mas não se recorda há quantos 

dias............................................................................................................................................41 

 

Tabela 10. Dados epidemiológicos dos 30 pacientes positivos para ZIKV.............................42 

 

Tabela 11. Sinmatologia dos pacientes positivos para arboviroses inseridos no 

estudo........................................................................................................................................45



 
 

 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

ADE - Aprimoramento dependente de anticorpos 

ADL – Avaliação de Densidade Larvária 

C – Proteína de capsídeo 

CHIKV – Chikungunya virus 

CZS – Síndromes Congênitas do Zika 

DENV – Dengue virus 

DENV-1 – Dengue sorotipo 1 

DENV-2 – Dengue sorotipo 2 

DENV-3 – Dengue sorotipo 3 

DENV-4 – Dengue sorotipo 4 

E – Proteína de envelope 

ELISA – Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ensaio de imunoabsorção enzimática) 

G/RCF – G/Relative Centrifugal Force 

IBGE – Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística  

IBILCE – Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas 

JEV – Japanese encephalitis virus 

LIRAa – Levantamento Rápido do Índice de Infestação por Aedes aegypti 

MAYV – Mayaro virus 

OMS – Organização Mundial da Saúde 

ORF – Matriz de leitura aberta 

OROV – Oropouche virus 

prM – Pré membrana/membrana 

PRNT – Teste de neutralização de redução de placa 



 

 

 
 

qPCR – Reação em cadeia da polimerase em tempo real ou quantitativo 

RT-PCR – Reverse transcription polymerase chain reaction (transcriptase reversa reação em 

cadeia da polimerase) 

RVFV – Rift Valley fever virus 

SE – Semana epidemiológica 

SGB – Síndrome de Guillain-Barré 

TCLE – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

UNESP – Universidade Estadual Paulista 

UPA – Unidade de Pronto Atendimento 

UTR – Regiões não traduzíveis 

WNV – West Nile virus 

YFV – Yellow fever virus 

ZIKV – Zika virus 



 
 

 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................................... 16 

1.1. Arbovírus ...................................................................................................................... 16 

1.2. Epidemiologia: histórico e epidemias do Zika virus .................................................. 17 

1.3. ZIKV no Brasil ............................................................................................................. 18 

1.4. Sinais Clínicos .............................................................................................................. 20 

1.5. O vírus ........................................................................................................................... 21 

1.6 Interação vírus-célula hospedeira ............................................................................... 22 

1.7 Patogênese ...................................................................................................................... 23 

1.8. Transmissão do ZIKV ................................................................................................. 24 

1.8.1. Vetorial ................................................................................................................... 24 

1.8.2. Independente de vetor ........................................................................................... 24 

1.9. Diagnóstico e monitoramento ..................................................................................... 26 

1.10 Epidemiologia de arboviroses no município de Mirassol ........................................ 27 

2. OBJETIVOS ....................................................................................................................... 31 

2.1 Objetivo geral ................................................................................................................ 31 

2.2 Objetivos específicos ..................................................................................................... 31 

3. MATERIAIS E MÉTODOS .............................................................................................. 31 

3.1 Comitê de Ética em Pesquisa ....................................................................................... 31 

3.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ............................................. 31 

3.3 Casuística e processamento das amostras .................................................................. 32 

3.4 Processamentos das amostras ...................................................................................... 32 

3.5 Extrações de RNA ......................................................................................................... 33 

3.6 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) ...................................... 34 

3.7 Acompanhamentos de pacientes positivos .................................................................. 35 

3.8 Confecções de mapas georreferenciados para avaliação da distribuição de ZIKV 

no município ........................................................................................................................ 35 

3.9 Análises Estatísticas ...................................................................................................... 36 

4. RESULTADOS ................................................................................................................... 37 

4.1 Pacientes sintomáticos .................................................................................................. 37 

4.2 Pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses ..................................................... 41 

4.3 Análises dos pacientes positivos para ZIKV ............................................................... 44 

4.4 Acompanhamentos de pacientes positivos .................................................................. 47 

4.5 Distribuição temporal e espacial de ZIKV ................................................................. 48 

4.6 Medições climáticas e pluviométricas ......................................................................... 51 



 

 

 
 

5. DISCUSSÃO ....................................................................................................................... 52 

6. CONCLUSÕES ................................................................................................................... 58 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................. 60 

ANEXOS ................................................................................................................................. 75 



16 
 

 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Arbovírus  

Os arbovírus (Arthropod-borne virus) são vírus transmitidos por artrópodes 

hematófagos a hospedeiros vertebrados (Weaver e Reisen, 2010).  A rápida urbanização 

tropical associada a precarização das condições sanitárias está diretamente relacionada a 

emergência dos arbovírus, uma vez que a criação de ilhas de calor urbana favorece a 

expansão dos insetos vetores e a transmissão viral (Weaver e Reisen, 2010; Hubalek et 

al., 2014). São considerados os principais responsáveis por problemas de saúde pública, 

econômica e social em todo o mundo, causando epidemias e surtos esporádicos de 

doenças, afetando populações humanas e, também, outros animais (Cleton et al., 2012; 

Bolling et al., 2015). 

 Alguns dos principais arbovírus, causadores dos surtos, são os transmitidos por 

mosquitos, como os Zika vírus (ZIKV), Dengue vírus (DENV), Chikungunya vírus 

(CHIKV), Yellow fever virus (YFV), Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus 

(WNV), e Rift Valley fever virus (RVFV) (Bolling et al., 2015). Eles estão distruibuidos 

em escala mundial concentrados nas limitações dos trópicos devido as condições 

climáticas favoráveis a manutenção do ciclo viral (Figura 1). Das 545 espécies de 

arbovírus, mais de 150 foram documentadas causando doenças em humanos, sendo a 

maioria distribuída em cinco famílias: Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, 

Reoviridae e Orthomyxoviridae (Cleton et al., 2012).  

O Brasil apresenta grande número de arbovírus já identificados (Donalisio et al., 

2017). Sua extensão territorial, a presença de florestas tropicais e outros ecossistemas 

naturais proporcionam um ambiente favorável para o desenvolvimento de vetores como 

mosquitos dos gêneros Culex e Aedes e consequentemente circulação dos arbovírus 

(Figueiredo, 2007) (Figura 1). 
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Figura 1. Mapa mostrando a distribuição mundial reportada de arboviroses. JEV: 

Japanese encephalitis virus; DENV: Dengue virus; YFV: Yellow fever virus; ZIKV: 

Zika virus; CHIKV: Chikungunya virus; RVFV: Rift Valley fever virus; MAYV: 

Mayaro virus; OROV: Oropouche virus. 

 

Fonte: (Weaver et al., 2018). 

 

As principais manifestações clínicas das arboviroses podem ser classificadas em 

doenças febris (com apresentação de sintomas como febre e dores de cabeça), erupções 

cutâneas e artralgia, síndromes neurológicas (as quais podem desencadear mielite, 

meningite e encefalite, assim como alterações comportamentais), síndromes 

hemorrágicas associadas a sangramentos espontâneos ou persistentes e choque 

combinado com uma contagem de plaquetas severamente baixa (Cleton et al., 2012; De 

Andrade et al., 2017; Mayer et al., 2017). A similaridade dos sintomas derivados das 

infecções por arbovírus, bem como reatividade cruzada entre sorogrupos da mesma 

família, em testes sorológicos podem desencadear dificuldade na identificação viral 

assim como na definição do diagnóstico clínico (Ozkurt e Tanriverdi, 2017).  

 

1.2. Epidemiologia: histórico e epidemias do Zika virus 

O Zika virus (ZIKV), causador da febre Zika, foi identificado inicialmente em 1947 

ao ser isolado de um macaco-rhesus (Macaca mulata) sentinela na floresta Zika em 

Uganda (Dick et al., 1952). Posteriormente, o segundo isolamento do Zika foi feito a 

partir de espécimes de Aedes africanus capturados, na mesma floresta, em 1948 

(Weinbren e Williams, 1958; Haddow et al., 1964). Em 1954, três casos humanos foram 

relatados como positivos para a infecção por ZIKV durante uma investigação de um 

surto de icterícia suspeita de Febre Amarela no Leste da Nigéria (Macnamara, 1954). O 
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vírus foi isolado a partir de uma amostra de soro de uma menina de 10 anos com 

histórico sintomático de dores de cabeça, enquanto que em outros dois pacientes foi 

detectado aumento de anticorpos contra o ZIKV (Macnamara, 1954). No entanto, uma 

investigação posterior mostrou que o patógeno infeccioso era, na verdade, o vírus 

Spondweni, intimamente relacionado ao ZIKV (Wikan e Smith, 2016).   

O primeiro caso de infecção natural por ZIKV foi relatado por Simpson (1964), o 

qual descreveu o curso da doença em si mesmo, adquirida durante uma pesquisa com o 

propósito de isolar novas cepas do vírus a partir de Aedes africanus na floresta Zika 

(Simpson, 1964). Em seus relatos, Simpson (1964) declara ter apresentado erupção 

maculopapular no rosto, pescoço, tronco e braços, bem como um mal-estar ligeiro e 

resposta febril ao vírus.  

Desde sua identificação, o ZIKV apresentou baixa circulação, uma vez que 

pesquisas sorológicas apontaram, por meio da detecção de anticorpos específicos em 

várias espécies de mamíferos e roedores, que a circulação do ZIKV era caracterizada 

como silenciosa, apresentando uma distribuição geográfica restrita aos países da África 

e Sudeste Asiático (Singh et al., 2016). Esse quadro mudou em 2007, quando 73% da 

população de Yap (Estados Federados da Micronésia) foi infectada pelo vírus. Desde 

então, o ZIKV apresenta uma rápida dispersão mundial (Duffy et al., 2009; Perkasa et 

al., 2016). Embora não tenha sido registrado casos severos de sintomas relacionados 

com complicações decorrentes da infecção pelo vírus durante o surto em 2007, uma 

epidemia dessa magnitude chamou atenção dos pesquisadores ao redor do mundo uma 

vez que até a época poucos casos de febre Zika haviam sido registrados (Duffy et al., 

2009). Em 2013, a Polinésia Francesa e demais ilhas vizinhas, durante uma nova 

epidemia de ZIKV, registraram um aumento na frequência de casos reportados de 

Síndrome de Guillain-Barré (SGB), uma doença caracterizada pelo ataque ao sistema 

nervoso periférico pelo próprio sistema imunológico do paciente, podendo levar a 

paralisação dos membros superiores e inferiores, com complicações que podem levar a 

dificuldades respiratórias (Musso et al., 2015; Nascimento e Da Silva, 2017).  

 

1.3. ZIKV no Brasil  

Estudos filogenéticos sugerem que o ZIKV tenha sido introduzido no Brasil durante 

a realização de um campeonato mundial de canoagem (International Va’a Federation 

World Sprint Championship), em Agosto de 2014, que contou com a participação da 

Polinésia Francesa e mais outros 3 países endêmicos da região Pacífica (Musso et al., 
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2015). Isso foi proposto porque a variante viral mais próxima a circulante do Brasil foi 

isolada de um paciente franco-polinésio durante a epidemia de 2014 (Campos et al., 

2015; Calvet et al., 2016). No entanto, novos estudos sugerem que a entrada tenha 

ocorrido anteriormente, em Fevereiro de 2014 (Faria et al., 2017). Faria et al. (2017)  

destacaram o impacto da epidemia de Zika vírus no Brasil por meio de análises 

filogenéticas de genomas completos do patógeno, apontando o país como a origem dos 

novos surtos de Zika que ocorreram, posteriormente, em diferentes localidades das 

Américas do Sul e Central chegando ao México em novembro de 2015 (Zanluca et al., 

2015; Metsky et al., 2017). Ademais, Faria et al. (2017) apontou a região Nordeste 

como ponto inicial da introdução do vírus no país, levando posteriormente a uma rápida 

disseminação em toda a América do Sul e Central.  

Posteriormente, Massad et al. (2017) apontaram a partir do uso de modelos 

matemáticos que a introdução do ZIKV no Brasil provavelmente tenha ocorrido por 

meio do retorno de viajantes infectados ao país entre os meses de Outubro de 2013 – 

Março de 2014 (Massad et al., 2017) Porém, Passos et al. (2017) por meio da análise de 

soro de pacientes coletados durante uma epidemia de DENV na cidade do Rio de 

Janeiro apresentaram dados que sugerem que a circulação do ZIKV já ocorre desde 

Abril de 2013 no município (Passos et al., 2017). Esses dados são consistentes com o 

relatório de (Metsky et al., 2017) que atentou ao fato de que o vírus tenha circulado em 

diversas regiões por muitos meses de forma indetectadas antes dos relatos iniciais dos 

casos. 

O primeiro caso autóctone do ZIKV no Brasil foi confirmado em Maio de 2015 

(Zanluca et al., 2015). Durante a epidemia de Zika vírus no Brasil foi observado um 

aumento de quase 20 vezes nos casos reportados de microcefalia em fetos (Fauci e 

Morens, 2016). Em Outubro de 2015, foi proposta por neurologistas do Estado do 

Pernambuco uma possível relação entre o desencadeamento de síndromes congênitas e a 

infecção pelo vírus (Kleber De Oliveira et al., 2016). Além disso, também foi observado 

um aumento de casos de Síndrome de Guillain-Barré (GBS) no Brasil, Colômbia, El 

Salvador, Martinica e Suriname (Campos et al., 2015), levando o Ministério da Saúde a 

declarar estado de emergência em saúde pública nacional em Novembro de 2015 (Fauci 

e Morens, 2016). Posteriormente, em Fevereiro de 2016, a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) estabeleceu quadro de emergência em saúde pública global devido ao 

aumento de casos confirmados de microcefalia e doenças neurológicas como 

consequência da infecção pelo ZIKV (Baud et al., 2017). No ano de 2016 foram 
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registrados cerca de 211.487 casos prováveis do ZIKV em 102,6/100 mil habitantes no 

Brasil (BRASIL, 2017). Em Novembro do mesmo ano, a OMS declarou a febre Zika 

não mais um quadro de emergência em saúde pública global em decorrência da 

diminuição dos casos reportados de microcefalia associados a infecção por ZIKV (Baud 

et al., 2017). 

  Em relação aos índices de alterações no crescimento e desenvolvimento no feto 

relacionadas a infecção pelo ZIKV, da 32º semana epidemiológica de 2015 até a 40º 

semana epidemiológica (SE) de 2018, 16.735 casos suspeitos foram notificados, nos 

quais 3.267 casos foram confirmados e associados a infecção por Zika vírus (BRASIL, 

2018). Foram notificados 4.121 casos em 2015, 8.609 em 2016, 2.651 em 2017 e 1.354 

em 2018 (BRASIL, 2018). Dos casos notificados no ano de 2015, 23,4% (966 casos) 

dos casos foram confirmados com relação à infecção por ZIKV até a SE 40/2018 

(BRASIL, 2018). Esse percentual foi de 22,2%, 11,8% e 5,8% para os anos de 2016, 

2017 e 2018, respectivamente (BRASIL, 2018).  

Até o momento, 27 estados da federação já confirmaram sua circulação de ZIKV.  

Em todo o país o número de casos prováveis, com incidência de febre pelo ZIKV foi de 

15.586, destes 3.308 (43,8%) casos foram confirmados até a 42º semana epidemiológica 

de 2018 (BRASIL, 2018).  No ano de 2018, a região sudeste apresenta-se como a de 

maior prevalência, com 2.779 casos prováveis (36.8% dos casos registrados), seguido 

pelas regiões nordeste (2.184 casos; 29%), Centro-Oeste (1.596 casos; 21,2%), Norte 

(944 casos; 12,5%) e Sul (41 casos; 0,5%) (BRASIL, 2018). 

 

1.4. Sinais Clínicos 

Os sinais clínicos em casos sintomáticos tendem a aparecer após o período de 

incubação de 3 a 12 dias (Gabaglia, 2017; Sharma e Lal, 2017). Os sinais clínicos 

incluem febre aguda, erupções cutâneas maculopapulares, conjuntivite não purulenta, 

artralgia, dor de cabeça, mialgia, astenia, edema de mão e pés e sinais menos evidentes 

como anorexia, dor abdominal, vômitos, diarreia, vertigem, sensação de queimação da 

sola do pé e da palma da mão (Singh et al., 2016). Além dos sintomas característicos de 

uma arbovirose, a infecção também pode desencadear sintomas urogenitários, como 

hematospermia e hipotensão em casos raros (Musso et al., 2015). Os sintomas são 

geralmente autolimitados e podem durar de 4 a 7 dias (Barrera-Cruz et al., 2016). Estes 

sinais clínicos sobrepoem com os sintomas da Dengue e Chikungunya, embora os 

induzidos pelo vírus Zika sejam mais brandos. O início abrupto da febre e a aparência 
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de erupções cutâneas, que desaparecem rapidamente com o tempo, são as principais 

características para a febre Zika (Carneiro e Travassos, 2016). 

 

1.5. O vírus  

O ZIKV, pertencente a família Flaviviridae, gênero Flavivirus, é um dos arbovírus 

transmitidos por mosquitos hematófagos majoritariamente do gênero Aedes (Kuno e 

Chang, 2007; Chang et al., 2016) e apresenta-se como um vírion envelopado, 

icosaédrico de 40 a 50 nm de diâmetro (White et al., 2016). Do ponto de vista genético, 

o ZIKV possui um genoma de RNA, fita simples, de polaridade positiva, com 

aproximadamente 11 kb e uma única matriz de leitura aberta (ORF) flanqueadas por 

regiões não traduzíveis (UTR) nas porções 5’ e 3’ (Zhu et al., 2016; Sevvana et al., 

2018). As regiões 5’UTR e 3’UTR apresentam elementos regulatórios importantes para 

a síntese do RNA viral (Kuno e Chang, 2007). A organização do genoma do ZIKV 

segue o padrão de outros Flavivirus: 5’UTR – C – prM – E – NS1 – NS2a – NS2b – 

NS3 – NS4a – NS4a – NS5 – 3’UTR (Kuno e Chang, 2007) (Figura 2). O RNA 

genômico é traduzido em uma única poliproteína de 3423 aminoácidos que quando 

clivada da origem a três proteínas estruturais: envelope (E), pré membrana/membrana 

(prM) e capsídeo (C) e sete proteínas não estruturais (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, 

NS4A, NS4B e NS5) (Cunha et al., 2016; White et al., 2016). As proteínas estruturais 

compõem a partícula viral, empacotando o genoma do vírus em um invólucro e 

apresentam importante papel na interação do vírus com a célula hospedeira. As 

proteínas não estruturais são requeridas em sua morfogênese assim como em etapas de 

replicação (Blitvich e Firth, 2015) (Figura 2). 
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Figura 2. Estrutura do vírus Zika e seu genoma. O vírus Zika apresenta 7 proteínas 

não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) e três estruturais (C, 

prM, E). 

 

Fonte: (Singh et al., 2016) 

 

1.6 Interação vírus-célula hospedeira 

Assim como outros arbovírus, a replicação do ZIKV ocorre em células dendríticas e 

em seguida se dispersa pelos linfonodos e corrente sanguínea (Diamond et al., 2003). 

ZIKV isolados da Polinésia Francesa exibiram alta afinidade com células dendríticas 

imaturas humanas, fibroblastos dérmicos e queratinócitos epidérmicos (Hamel et al., 

2015). Nos vetores do gênero Aedes, o vírus pode se replicar no intestino médio, 

enquanto se alimentam de sangue, e em seguida nas glândulas salivares (Chan et al., 

2016). A transmissão vertical do ZIKV por via transovariana também já foi reportada 

(Da Costa et al., 2018). 

A transmissão do ZIKV do mosquito Aedes para o ser humano ocorre durante o 

repasto sanguíneo. Nesse momento, o vírus entra nas células por meio de receptores 

AXL, DC-SIGN, TYRO3 e TIM-1, que são encontrados na superfície da pele e das 

células nervosas (Hamel et al., 2015). Dentro das células, o vírus utiliza a maquinaria 

do hospedeiro para replicar-se, e apesar da replicação ocorrer no citoplasma, antígenos 

do ZIKV já foram observados no núcleo de células hospedeiras (Buckley e Gould, 

1988).  Finalmente, o vírus causa apoptose e autofagia das células, facilitando a sua 

entrada em outras células (Hamel et al., 2015). O ZIKV estimula a transcrição de TLR-
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3, MDA5, RIG-I e também de genes de interferon como OAS2, ISG15 e MX1 que são 

responsáveis pelo desenvolvimento do quadro sintomático em pacientes infectados 

(Hamel et al., 2015). É por meio da indução da autofagia das células do hospedeiro que 

sua replicação é aumentada, assim, agentes que inibem a autofagia podem diminuir sua 

carga viral (Carneiro e Travassos, 2016). Após a replicação local, o vírus pode ser 

distribuído a diferentes regiões do organismo como músculos, coração, sistema nervoso 

central e também ao feto, através da barreira placentária por meios dos vasos sanguíneos 

e linfáticos (Chan et al., 2016). Estudos que apresentam o ZIKV isolado a partir de 

tecido cerebral fetal, placenta (Mlakar et al., 2016), tecido ocular, vagina, testículo e 

diversos fluídos corporais demonstram um amplo tropismo celular e tecidual do vírus 

(Miner e Diamond, 2017). 

 

1.7 Patogênese 

A infecção por ZIKV durante a gravidez pode levar ao desenvolvimento de 

Síndromes Congênitas do Zika (Congenital Zika Syndrome – CZS) (Moore et al., 2017). 

As características clínicas da CZS estão associadas a danos neurológicos diretos e perda 

grave de volume intracraniano (Moore et al., 2017). Sua definição pode estar associada  

por cinco características: microcefalia grave com parcial colapso do crânio; redução do 

tecido cerebral; danos na parte de trás do olho, como cicatrizes maculares e manchas na 

retina; contraturas congênitas, como artrogripose (limitação de movimentos) e pés 

tortos; limitações do movimento do corpo (Moore et al., 2017). Além disso, as CZS 

também podem estar relacionadas com outras anormalidades, como atrofia e assimetria 

cerebral, estruturas cerebrais anormalmente formadas ou ausentes, distúrbios da 

hidrocefalia e migração neuronal (Moore et al., 2017).  

O desenvolvimento da microcefalia e SGB associados às recentes epidemias 

ocorridas no sul do Pacífico e nas Américas levaram os pesquisadores a desenvolverem 

hipóteses para explicar essa emergência de síndromes associadas ao ZIKV sem 

precedentes. Dentre elas, podemos destacar as consequências derivadas das diferenças 

genéticas adquiridas pela cepa asiática ao longo da história evolutiva do vírus. Em 

comparação com a cepa africana, a cepa asiática que está intimamente relacionada as 

recentes epidemias, apresenta-se mais adaptada aos seres humanos, levando a infecções 

com maiores índices de viremia, aparecimento de trasmissão transplacentária e 

modificações no tropismo celular do vírus (Weaver et al., 2016). Além disso, um dos 

motivos dos surtos recentes do ZIKV terem causado maior alarde do que os anteriores, 
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pode estar relacionado a sua ocorrência em regiões hiperendêmicas do vírus da dengue 

(Dejnirattisai et al., 2016).  

A ocorrência de formas hemorrágicas da dengue tem sido associada à presença de 

anticorpos derivada de infecções sequenciais por sorotipos diferentes do mesmo vírus 

(Halstead, 1981). Diante disso, explica-se que a presença de anticorpos contra um 

sorotipo específico poderia sensibilizar a resposta imunológica do indivíduo a uma 

segunda infecção (Halstead, 1981). O aprimoramento dependente de anticorpos 

(Antibody-dependent enhancement, ADE) da infecção é comum entre os sorotipos do 

DENV (Halstead, 1981; Bardina et al., 2017). Assim, foi levantada a hipótese de que o 

ADE, derivados de uma exposição anterior ao DENV, pode ter causado o aumento da 

infecção por Zika (Lazear e Diamond, 2016; Bardina et al., 2017). Dessa forma, as 

adaptabilidades adquiridas ao longo do tempo evolutivo pelo vírus, tanto ao vetor 

quanto ao hospedeiro, juntamente com a distribuição de mosquitos do gênero Aedes em 

regiões endêmicas para outros Flavivirus pode ser uma das razões levantadas para 

explicar o repentino surgimento desses surtos nas Américas (Fajardo et al., 2016).  

 

1.8. Transmissão do ZIKV  

1.8.1. Vetorial  

A principal forma de transmissão do ZIKV ocorre por insetos vetores 

principalmente mosquitos do gênero Aedes, que também disseminam o DENV, CHIKV 

e YFV. Aproximadamente, 2,6 bilhões de pessoas estão localizadas em áreas tropicais e 

subtropicais que apresentam vetores como Aedes aegypti, Aedes albopictus, Aedes 

africanus entre outros (Bogoch et al., 2016). Estudos sugerem que mosquitos 

pertencentes a outros gêneros, como o Culex, que transmite o West Nile virus (WEV) e 

Japanese encephalitis virus (JEV), podem estar envolvidos na transmissão do ZIKV, 

visto que foi relatada a capacidade replicativa do ZIKV no mosquito Culex 

quinquefasciatus no Brasil (Guedes et al., 2017). Importante ressaltar que a transmissão 

vertical do ZIKV já foi encontrada em mosquitos Aedes aegypti (Thangamani et al., 

2016). 

 

1.8.2. Independente de vetor 

Relatos de transmissão perinatal foram registrados pela primeira vez durante o surto 

epidêmico de ZIKV na Polinésia Francesa (Besnard et al., 2014). Durante a epidemia 

registrada no Brasil, grupos de pesquisas demonstraram a presença do vírus em tecido 
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cerebral e em líquido amniótico de fetos abortados (BRASIL, 2017). Este fato reforça a 

relação do ZIKV com casos de microcefalia, registrando os primeiros eventos de 

transmissão via intrauterina, concomitantemente confirmando a possibilidade de 

transmissão vertical humana do arbovírus (Calvet et al., 2016; Mlakar et al., 2016; 

Rasmussen et al., 2016). No entanto, a transmissão vertical não ocorre em todas as 

mulheres grávidas infectadas com o ZIKV, assim como nem todos os fetos expostos 

apresentam infecção congênita sintomática, comportamento semelhante a infecção por 

citomegalovírus e toxoplasmose (Baud et al., 2017). Partículas virais infecciosas foram 

detectadas no leite materno de três mães, mas a transmissão neonatal pela amamentação 

até agora não foi descrita (Colt et al., 2017). 

Recentemente, os pesquisadores elevaram os esforços a fim de estudar a 

transmissão sexual do vírus (Atkinson et al., 2016; Zhang et al., 2016). Esses estudos 

revelaram pacientes infectados com o ZIKV em regiões onde não há registros da 

circulação do vetor, constatando a capacidade do vírus disseminar-se por meio da 

relação sexual (Musso et al., 2015; Freour et al., 2016). Moreira e colaboradores (2017) 

avaliaram que a possibilidade de transmissão sexual foi documentada em 18 estudos 

dentre 27 episódios prováveis ou confirmados de transmissão, as quais foram adquirida 

por relação sexual em mais de 10 países sem a presença do vetor (Moreira et al., 2017). 

Em sua maioria, os casos relataram o aparecimento de sintomas e a confirmação da 

infecção por ZIKV em pacientes que realizaram relação sexual com indivíduos com 

histórico de viagens para países tropicais, sendo diagnosticada em apenas um estudo a 

presença do vírus em paciente assintomático (Foy et al., 2011; Frank et al., 2016; 

Mccarthy, 2016). Os tipos de relações sexuais avaliados por Moreira (2017) foram 

vaginais, orais e anais, e embora a maioria dos relatos tenha sido comprovada por meio 

da detecção de ZIKV em amostras de sêmen (Nicastri et al., 2016) e urina (Gourinat et 

al., 2015; Abd El Wahed et al., 2017) de pacientes masculinos, também foi 

documentado a detecção do vírus em urina (Terzian et al., 2017) e fluídos vaginais 

(Murray et al., 2017) de pacientes femininos, sugerindo que a mulher pode 

desempenhar papel importante na transmissão sexual. A documentação de casos de 

transmissão sexual onde o paciente index não apresentou sintomas da febre Zika é 

preocupante uma vez que casos assintomáticos relacionados com a infecção por ZIKV é 

mensurado em até 80%, favorecendo assim a transmissão sexual. Além disso, a 

detecção de vírus em mulheres eleva a problemática da transmissão vertical em 



26 
 

 
 

pacientes em período gestacional (Moreira et al., 2017; Terzian et al., 2017; Colombo et 

al., 2018).  

Também foi demonstrada a possibilidade da transmissão por transfusão sanguínea e 

hemoderivados uma vez que sua disseminação ocorre via corrente sanguínea (Musso et 

al., 2015; Hassan et al., 2017). O potencial de transmissão via transfusão foi relatada na 

Polinésia Francesa quando cerca de 8% de doadores assintomáticos apresentaram 

detecção de RNA do Zika vírus (Musso et al., 2014; Magnus et al., 2018). Assim como 

a transmissão sexual, a transmissão via transfusão de sangue é difícil de ser confirmada 

em áreas endêmicas. Tais relatos demonstram a capacidade do vírus em ser transmitido 

na ausência de vetores (Baud et al., 2017). 

 

1.9. Diagnóstico e monitoramento 

A infecção por ZIKV pode ser diagnosticada com base em sintomas clínicos, 

prevalência de vetor na região e por testes de detecção sorológica e molecular 

(Adebanjo et al., 2017). O diagnóstico sorológico envolve a detecção de anticorpos IgG 

e IgM no soro de pacientes por ensaio de imunoabsorção enzimática (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay, ELISA) (Staples et al., 2016; Adebanjo et al., 2017). No 

entanto, a reação cruzada com outros membros do gênero Flavivirus dificulta o uso de 

técnicas como ELISA, sendo o teste de neutralização de redução de placa (PRNT) o 

mais indicado para identificar a presença de anticorpos para o ZIKV (Petersen et al., 

2016).  

O diagnóstico molecular envolve a detecção de RNA viral por RT-PCR a partir de 

diferentes fluidos, tais como, soro, saliva, sêmen, amostra de cordão umbilical, urina, 

cotonete nasofaríngeo, líquido amniótico, secreções vaginais (Paz-Bailey et al., 2018). 

Paz‑Bailey e colaboradores (2018) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a 

persistência do vírus em soro, urina, sêmen, saliva e secreções vaginais. Foi verificado 

que a média de detecção do vírus em urina foi de oito dias enquanto que em sêmen foi 

de 34 dias. Amostras de saliva e secreções vaginais apresentaram baixa detecção 

quando comparada com outros fluidos (Paz-Bailey et al., 2018).  

A viremia do ZIKV, caracterizada pela presença do vírus no sangue, é baixa em 

humanos (Ozkurt e Tanriverdi, 2017). Em amostras de sangue, a detecção do RNA viral 

por PCR pode ser realizada em até 10 dias após o aparecimento dos sintomas, enquanto 

que em urina e sêmen a detecção do vírus apresenta-se com um tempo maior, como 

pode ser visto em três semanas (Ozkurt e Tanriverdi, 2017), podendo chegar a seis 
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meses após o início dos sintomas (Nicastri et al., 2016). O ZIKV demonstra capacidade 

de transmissão via sexual (Arsuaga et al., 2016; Nicastri et al., 2016). Estudos 

evidenciaram que o vírus apresentou suscetibilidade de replicação em diferentes 

linhagens celulares do trato urogenital (Way et al., 1976; Digoutte et al., 1992; Chan et 

al., 2016). A persistência do ZIKV em diferentes fluidos corporais, como a urina, deve 

ser esclarecida a fim de entender sua validade como teste diagnóstico (Moulin et al., 

2016).  

Amostras de urina e saliva de pacientes sintomáticos foram isoladas com sucesso 

em linhagem celular Vero, células de rim de macaco verde africano (Cercopithecus 

aethiops) (Bonaldo et al., 2016). Após métodos de detecção e quantificação do RNA 

viral, foi observado que os títulos presentes em urina foram superiores (Bonaldo et al., 

2016). No entanto, é importante a ressalva de que a sua detecção no fluido não está 

diretamente relacionada a capacidade infecciosa do vírus no fluido. Detecção de RNA 

viral em amostras de urina mostrou ser mais eficiente no diagnóstico de pacientes que 

retornavam de local endêmico, uma vez que o vírus se mostrou presente por mais tempo 

do que em sangue (Shinohara et al., 2016). Um relatório sugere que a virúria (presença 

do vírus na urina) pode ser observada em mais de 15 dias após o início dos sintomas 

(Roze et al., 2016). Dessa forma, amostras de urina são frequentemente utilizadas para 

diagnóstico por ser um método não invasivo e por apresentarem um tempo de circulação 

do vírus superior ao verificado em soro (Paz-Bailey et al., 2018).  

 

1.10 Epidemiologia de arboviroses no município de Mirassol 

Mirassol é um município brasileiro localizado na região noroeste do estado de São 

Paulo a 453 km da capital São Paulo e a 15 km de São José do Rio Preto (IBGE/2018). 

Localiza-se a uma latitude 20º49'07" sul e a uma longitude 49º30'30" oeste, estando a 

uma altitude de 587 metros (IBGE/2018). Estima-se que a cidade apresente no ano de 

2018 uma população de 59.333 habitantes (IBGE/2018). Em seu último censo, a cidade 

apresentava a quantidade de 53.792 habitantes localizados em uma área de 

aproximadamente 245 km², apresentando, assim, uma densidade demográfica de 221,10 

hab/km² (IBGE/2010). Além disso, da área do município de Mirassol, 19% (47,07 km²) 

apresenta-se como área urbana com 97% da população residentes, enquanto que 3% da 

população residem na área rural, que corresponde a 81% (197,93 km²) do território. No 

ano de 2018, o município ainda é constituído por dois distritos: Mirassol e Ruilândia 

(IBGE). 
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Apresenta 97.7% de domicílios com esgotamento sanitário adequado, 97.9% de 

domicílios urbanos em vias públicas com arborização e 11% de domicílios urbanos em 

vias públicas com urbanização adequada (presença de bueiro, calçada, pavimentação e 

meio-fio) (IBGE/2018).  

Atualmente na plataforma PubMed, encontram-se apenas três estudos a respeito da 

circulação de arboviroses no município de Mirassol, sendo o mais atual datado do ano 

de 2008. Deles, dois apresentam métodos de captura de mosquitos do gênero Aedes 

como forma de controle da circulação do vetor, enquanto que apenas um avaliou a 

relação de casos de Dengue com a presença dos vetores. O primeiro ressalta que o 

município apresentou infestação por mosquitos do gênero Aedes pela primeira vez em 

1987 (Dibo et al., 2005). A primeira trasmissão de Dengue reportada no município foi 

em 1993, com um índice de 67/100.000 casos no mesmo ano (Dibo et al., 2005). Além 

disso, Dibo e colaboradores (2005) apresentam dados que mostram que locais ao ar 

livre apresentam-se como melhores sítios para instalação de armadilhas para captura de 

mosquitos do gênero Aedes comparado com locais internos em residências do município 

(Dibo et al., 2005). Contudo, Fávaro e colaboradores (2006) apontam não haver 

diferença significativa acerca do local de instalação de MosquiTRAPs comparando 

locais internos e ao ar livre. Os pesquisadores acentuam a importância da utilização de 

armadilhas contra os vetores como ferramenta de vigilância epidemiológica (Favaro et 

al., 2006). O terceiro mostrou por meio de coletas semanais de ovos, larvas e adultos de 

mosquitos no município de Mirassol nos anos de 2004 e 2005, que o número de coletas 

foi mais frequente em períodos de temperatura e índices pluviométricos mais elevados, 

correspondendo aos meses de Dezembro a Fevereiro apresentando relação com os casos 

de Dengue relatados no mesmo período (Dibo et al., 2008).  

A coleta de exemplares de Aedes aegypti e Aedes albopictus pelo Centro de 

Vigilância Epidemiológica (2018) do município permite avaliar os níveis de infestação 

do município mostraram um índice de Breteau (o número de recipientes reprodutores 

com larvas de Aedes aegypti e/ou Aedes albopictus dividido pelo número total de casas 

inspecionadas multiplicadas por 100) (PAHO, 1994) como indicados na Tabela 1. Tais 

medições são realizadas por meio das atividades de Avaliação de Densidade Larvária 

(ADL) e Levantamento Rápido do Índice de Infestação por Aedes aegypti (LIRAa) que 

tem por objetivo a medição do Índice de Breteau.  

De acordo com o índice de Breteau, valores inferiores a 1% apresentam grau 

satisfatório de avaliação, entre 1 – 3,9% coloca o municipio em condição de alerta a 



29 
 

 
 

infestação de vetores do gênero Aedes, quando superior a 4% é indicado como risco de 

surto (Brasil, 2013). Dessa forma, a investigação de arboviroses na cidade de Mirassol 

apresenta grande importância devido a sua alta exposição à circulação do vetor como 

atestado  pelos índices de Breteau calculados nos anos de 2016 a 2018 (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Avaliação do Índice de Breteau nos anos de 2016, 2017 e 2018 no município 

de Mirassol.  

Ano Atividade Mês Índice de Breteau (%) 

 

 

2016 

LIRAa Janeiro 4,5 

ADL Março  2,7 

ADL Julho 0,5 

LIRAa Novembro 4,1 

 

 

2017 

LIRAa Janeiro 11,2 

ADL Junho 2 

ADL Agosto 0,9 

LIRAa Outubro 2,3 

 

 

2018 

LIRAa Janeiro 7,3 

ADL Abril 4 

ADL Julho 1,1 

LIRAa Outubro 4 

Fonte: Centro de Vigilância Epidemiológica de Mirassol (dados não publicados) 

Mirassol é uma cidade endêmica para Dengue, assim como outras cidades vizinhas 

no noroeste paulista (Centro de Vigilância Epidemiológico/2018). A presença de casos 

de Dengue já confirmados no passado apresenta-se como um dado importante a fim de 

avaliar os riscos que uma população já exposta a outros arbovírus pode apresentar em 

um novo surto de ZIKV ainda não registrado na localidade. 

O vírus Zika se espalhou rapidamente pelo mundo (Baud et al., 2017). Seu quadro 

sintomático auto-limitante, a apresentação de sinais clínicos similares a outros arbovírus 

somados a uma infecção com sintomas brandos ou muitas vezes com pacientes 

assintomáticos geram dados de prevalência subestimados (Villa, 2016; Braga et al., 

2017). Por outro lado, testes sorológicos podem produzir resultados falso-positivos 

devido à reatividade cruzada com outros flavivírus, podendo gerar uma superestimação 

de casos (Zimmerman et al., 2018). Devido a essas complicações, novos estudos devem 

focar na elucidação de possíveis formas de monitoramento e diagnóstico em fluídos que 

apresentem prevalência superior quando comparadas com outros locais. Aumentando 

assim, a possibilidade de identificar e gerar dados de vigilância da saúde. 
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Somado a esses fatores, os estudos realizados até o momento majoritariamente 

focada na detecção de ZIKV em pacientes sintomáticos (Moreira et al., 2017). Uma vez 

reportado que cerca de 80% das pessoas infectadas pelo vírus não apresentam sintomas, 

o presente estudo previu também a coleta de amostras de urina de pacientes sem 

sintomas clínicos na cidade de Mirassol/SP como forma de oferecer um prognóstico 

mais eficaz aos pacientes e fornecer dados epidemiológicos à região.
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Analisar molecular, temporal e espacialmente a presença de ZIKV em amostras 

de pacientes sintomáticos e sem sintomas clínicos para arboviroses. 

  

2.2 Objetivos específicos 

 Investigar a presença de ZIKV em amostras de soro e urina de pacientes 

sintomáticos; 

 Investigar a presença de ZIKV vírus em amostras de urina de pacientes 

sem sintomas clínicos para arboviroses; 

 Analisar o quadro de sintomas dos pacientes com a presença do ZIKV 

por meio de questionários; 

 Analisar a distribuição temporal do ZIKV por meio de coletas mensais; 

 Analisar a distribuição espacial do ZIKV no município de Mirassol por 

meio de geoprocessamento em bairros dos municípios dos pacientes inseridos no 

estudo. 

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Comitê de Ética em Pesquisa 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto de 

Biociências, Letras e Ciências Exatas (IBILCE – UNESP) de São José do Rio Preto – 

SP (CAAE: 66489617.4.0000.5466). 

 

3.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)  

Foi entregue a todos os pacientes incluídos no estudo o TCLE (Anexo A), 

documento através do qual os pacientes puderam esclarecer qualquer dúvida acerca dos 

riscos e benefícios da pesquisa diretamente com o pesquisador responsável.  

A coleta das amostras de urina e sangue total ocorreu após a assinatura do TCLE 

pelos participantes. Foram tomados todos os cuidados éticos como proteção ao sigilo, 

preservação do constrangimento, prevenção dos riscos que pudessem ter sido gerados 

pelos procedimentos da pesquisa durante a coleta do material. Também foi questionado 

no momento da coleta aos pacientes se eles apresentaram algum dos sintomas 
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apresentados no questionário e há quanto tempo (dias) os sintomas se iniciaram, 

levando em consideração o dia da coleta (Anexo B.). 

 

3.3 Casuística e processamento das amostras 

Para o presente estudo, os pacientes foram separados para posterior análise em 

dois grupos, sendo o primeiro composto por pacientes sintomáticos para arbovirose. O 

critério de inclusão para este grupo foi determinado por análise clínica realizada por 

médicos da Unidade de Pronto Atendimento de Mirassol/SP (UPA – Mirassol) por meio 

de exames de sangue realizados no momento da coleta. Os pacientes sintomáticos foram 

notificados para Dengue na UPA segundo instrução da Secretaria de Saúde do 

município e amostras de sangue total e urina foram coletadas. As coletas para o grupo 

de pacientes sintomáticos foram realizadas no período de 26 de fevereiro de 2018 a 18 

de dezembro de 2018. 

O segundo grupo foi composto por pacientes presentes na UPA – Mirassol, que 

segundo avaliação médica, não apresentaram evidência clínica de infecção por 

arbovírus ou acompanhantes de pacientes. Foram coletadas apenas amostras de urina 

dos indivíduos incluídos neste grupo no período de 26 de março de 2018 a 19 de 

novembro de 2018. Foram tomadas todas as medidas cabíveis a fim de evitar 

constrangimento ao voluntário durante a coleta. A codificação  do pacientes ocorreu no 

momento da entrada no estudo com a numeração dos pacientes por meio das iniciais 

MXXX para os sintomáticos e MAXXX para os sem sintomas clínicos. 

 

3.4 Processamentos das amostras 

Após as coletas, as amostras de sangue e urina foram direcionadas ao 

Laboratório de Estudos Genômicos do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas 

– Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” Campus de São José do Rio 

Preto/SP (IBILCE/UNESP), onde foram processadas de acordo com o descrito abaixo.  

 

Urina 

No laboratório, foram adicionados 40 mL de amostra de urina em tubos estéreis 

e identificados com a numeração do respectivo voluntário. Os tubos foram 

centrifugados a 448 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. Após a centrifugação 

foram descartados os sobrenadantes e reservados 2 mL de urina concentrada com o 

pellet formado. A urina concentrada foi filtrada em filtros de malha de 45 nm com a 
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utilização de seringas de 5 mL com o propósito de eliminar qualquer possível 

contaminação e separação de bactérias no fluido estocado. O processamento teve como 

finalidade obter a maior quantidade de material suspenso na urina em uma amostra 

concentrada, que foi direcionada a extração de RNA. Posteriormente, as amostras foram 

armazenadas a -150°C. 

 

Soro 

As amostras de sangue foram coletadas em tubos de coleta com gel separador 

ativador de coágulo (tampa amarela). Ao chegar ao laboratório, esses tubos foram 

submetidos à centrifugação a 1008 x g por 15 minutos para separação do soro 

(sobrenadante), que foi armazenado em tubos próprios a fim de realizar extração de 

cada porção. As alíquotas foram estocadas em freezer -150 ºC. 

 

3.5 Extrações de RNA 

Para extração do RNA, 250 μL de amostras de urina concentrada e de soro 

foram adicionadas em 750 μL de solução monofásica de tiocianato de guanidina e fenol 

(TRIzol - Life Technologies®). Em seguida foram adicionados 200μL de clorofórmio 

as amostras, sendo misturadas com auxílio de um agitador para tubos do tipo vórtex por 

alguns segundos, e posteriormente incubadas a temperatura ambiente por três minutos. 

As amostras foram então centrifugadas a 4°C por 15 minutos a 21952 x g. Em 

seguida, a fase superior formada foi transferida para um novo tubo, no qual foram 

adicionados 500μL de isopropanol absoluto (Merck Millipore®). Os tubos foram 

invertidos 15 vezes, incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugados a 

21952 x g durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi então removido, de forma a 

não descolar o pellet de RNA formado. Para a lavagem do RNA, foi adicionado 1mL de 

etanol 75% (Merck Millipore®), sendo então centrifugado a 4°C por 5 minutos a 11200 

x g. Em seguida o sobrenadante foi descartado e o tubo contendo o RNA foi inserido no 

equipamento Concentrator 5301 (Eppendorf AG, Hamburg, Germany) para secagem a 

vácuo por aproximadamente 5 minutos. Por fim, os RNAs extraídos foram 

ressuspendido em 20μL de água tratada com o reagente dietil pirocarbonato (DEPC - 

Sigma Aldrich®) e armazenado a -150°C. 
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3.6 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) 

Para investigação da presença ou ausência de RNA de ZIKV, foram realizados 

ensaios de PCR em Tempo Real (qPCR, ou PCR quantitativo) a partir das amostras de 

RNA extraídos segundo Laciotti e colaboradores (2008) com protocolo OneStep 

utilizandoo kit GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega Corporation, 

Madison, EUA). A sonda e os primers utilizados estão descritos na Tabela 2. Foi 

preparada uma mistura contendo o volume e a concentração final de cada reagente 

indicado na Tabela 3 para um volume final de 15µL. 

Tabela 2. Sonda e Oligonucleotídeos iniciadores utilizados nas reações de 

OneStep-qPCR para detecção de ZIKV. 

Nome Sequência 5’-3’ 

ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 

ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 

ZIKV 1107-SONDA [6FAM]AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA[BHQ1] 

Fonte: (Lanciotti et al., 2008).  

 

Para isso, inicialmente preparou-se o mix, utilizando o kit GoTaq ® Probe 1-

Step RT-qPCR System (Promega Corporation, Madison, EUA), em capela de fluxo 

laminar previamente esterilizada por luz ultravioleta. Para cada amostra, foi montada 

uma reação com volume final de 20 μL contendo: 10 μL de GoTaq ® Probe qPCR 

Master Mix, CXR Reference Dye (33,4 μL para cada 1 mL do reagente anterior), 0,5 μL 

de Nuclease-Free Water, 0,25 μM de sonda (ZIKV 1107), 0,9 μM de cada primer 

(forward e reverse) e 0,4 μL de GoScript ™ Reverse Transcription Mix. Além disso, em 

um pocinho foi colocado apenas o mix, servindo como controle negativo da reação e, 

outro, adicionou-se RNA viral extraído de uma cepa de ZIKV brasileiro em cultura de 

células como controle positivo, com a finalidade de validar tal experimento.  

Em seguida, 15 μL deste mix foram distribuídos nos pocinhos da placa Applied 

Biosystems ™ 96-Well e, ainda, acrescentou-se 5 μL da amostra de RNA nos 

respectivos pocinhos (anteriormente definidos). A placa foi vedada com um adesivo 

próprio e centrifugada por 1 minuto a 11200 x g para homogeneizar o preparo. Por fim, 

a reação foi submetida ao equipamento QuantStudio™ 12K Flex Real Time PCR System 

(Applied Biosystems™, Foster City, EUA), de acordo com a ciclagem estabelecida na 

Tabela 3.  
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Tabela 3. Etapas da ciclagem da mistura do preparado para PCR em Tempo 

Real para ZIKV. 

 

Etapa Ciclos Temperatura Tempo 

Transcriptase reversa 1 45°C 15 minutos 

Inativação da transcriptase reversa e 

ativação da GoTaq® DNA Polymerase 

 

1 

 

95°C 

 

2 minutos 

Desnaturação  

45 

95°C 15 segundos 

Anelamento e extensão  60°C 1 minuto 

Fonte: GoTaq ® Probe 1-Step RT-qPCR System (Promega Corporation, Madison, 

EUA) 

Para as amostras de soro e urina que apresentaram resultados positivos para 

presença de RNA de ZIKV no grupo de pacientes sintomáticos, foram realizados 

ensaios de PCR em Tempo Real Multiplex (Fourplex) para detecção de possíveis 

coinfecções por DENV segundo (Johnson et al., 2005).  

 

3.7 Acompanhamentos de pacientes positivos  

Depois de realizada a detecção da presença do ZIKV, os pacientes foram 

informados acerca do seu diagnóstico positivo. O procedimento se deu por meio da 

reconvocação do paciente a UPA de Mirassol, onde os pacientes receberam explanação 

sobre o quadro clínico da doença e esclarecimento de dúvidas sobre possíveis danos 

futuros. Para nova interpretação dos resultados, o presente estudo se preocupou em 

reavaliar o diagnóstico dos pacientes em período futuro a data da primeira coleta. Para 

isso, foi solicitado aos pacientes interessados em continuar no nosso plano de estudo 

que coletassem novas amostras de urina, sangue e sêmen (para os pacientes do sexo 

masculino).  

3.8 Confecções de mapas georreferenciados para avaliação da distribuição 

de ZIKV no município 

As coordenadas geográficas das residências dos pacientes positivos para ZIKV 

foram obtidas a partir do seu registro de endereço contido no TCLE assinado durante a 

coleta das amostras na UPA. Os limites geográficos do município foram plotados em 

um mapa georreferenciado digital do município de Mirassol e demais localidades 

apontadas como residência dos pacientes positivos para ZIKV, baseado no mapa obtido 

junto a plataforma OpenLayers. As atividades de plotagem e tratamento dos mapas 

digitais foram efetuados utilizando o programa QGIS Bonn versão 3.2 (Qgis, 2018).  
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3.9 Análises Estatísticas 

 

Os dados categóricos de sintomas apresentados no momento da coleta foram 

analisados por meio de Teste Exato de Fisher onde foi adotado p<0,5 para verificar se 

havia alguma associação entre as manifestações clínicas e laboratoriais dos pacientes 

com a presença do ZIKV entre os grupos de pacientes analisados. 

Todos os dados foram tabulados e analisados no programa R (versão 3.5.2). 
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4. RESULTADOS  

4.1 Pacientes sintomáticos  

Foram coletadas amostras de sangue e urina de 141 pacientes sintomáticos para 

arboviroses na UPA de Mirassol/SP, sendo 87 (61,7%) pacientes do sexo feminino e 54 

(38,3%) do sexo masculino.  Em relação à idade dos pacientes sintomáticos, a maioria 

do sexo feminino (51,8%) encontrou-se na faixa de 30 a 59 anos, enquanto que para o 

sexo masculino 55,6% dos pacientes encontra-se na faixa de 0 a 30 anos (Tabela 4). A 

média de idade para o sexo feminino foi 31,1 anos, para o sexo masculino a média foi 

de 33,9 anos (Tabela 4.). 

Tabela 4. Dados epidemiológicos dos 141 pacientes sintomáticos para arboviroses. 

 

Feminino (n=87) Masculino (n=54) Total (n=141) 

0 > 30 anos 32 (36,8%) 30 (55,6%) 62 (44%) 

30 > 60 anos 45 (51,8%) 15 (27,8%) 60 (42,5%) 

> 60 anos 5 (5,7%) 7 (13%) 12 (8,5%) 

Sem dados 5 (5,7%) 2 (3,6%) 7 (5%) 

Média de idade 31,1 anos 33,9 anos  32,8 anos 

Fonte: Do autor. 

 

Dos 141 pacientes analisados, 124 (87,9%) coletaram amostras de sangue e 

urina, 11 (7,8%) pacientes coletaram apenas sangue e seis (4,3%) coletaram apenas 

urina. 

Das 135 amostras de sangue coletadas, dez amostras (7,4%) foram positivas para 

ZIKV. Enquanto que das 130 amostras de urinas testadas, seis (4,6%) apresentaram-se 

positivas para ZIKV. 

As 16 amostras de soro e/ou urina positivas para ZIKV foram proveniente de 14 

pacientes sintomáticos. Desses, oito pacientes apresentaram-se positivos apenas no soro, 

enquanto quatro foram positivos apenas na urina. Além disso, dois pacientes foram 

positivos em ambos os fluídos (Tabela 5). Embora tenha sido destacado que houve 

pacientes que coletaram apenas sangue ou urina, todos os pacientes positivos para ZIKV 

coletaram ambos os fluidos.   

Tabela 5. Quantidade de pacientes positivos para ZIKV de acordo com os fluidos. 

 

Fluido Quantidade de pacientes 

Sangue e urina 2 (14,3%) 

Soro 8 (57,1%) 

Urina 4 (28,6%) 

Fonte: Do autor. 
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Dessa forma, dos 141 pacientes sintomáticos para arboviroses, 14 foram 

positivos para ZIKV, representando 9,9% dos pacientes inseridos no grupo de pacientes 

sintomáticos. Dos pacientes positivos, 10 (71,4%) foram do sexo feminino e quatro 

(28,6%) do sexo masculino. 

A Figura 3 apresenta a quantidade de amostras coletadas e positivas para cada 

mês. Os meses com maior números de coletas foram os meses de Março (n=45), Abril 

(n=27) e Maio (n=26). Em seguida, houve uma diminuição do número de coletas no 

mês de Junho (n=10), Julho (n=7), Agosto (n=4), Setembro (n=4), Outubro (n=3), 

Novembro (n=5) e Dezembro (n=5). A quantidade de amostras positivas para ZIKV 

permaneceu constante durante Abril a Junho, três casos positivos em cada mês. O mês 

de Julho não apresentou nenhum caso positivo para o vírus. O mês de Agosto 

apresentou 50% de casos positivos dentre os quatro pacientes coletados. Setembro e 

Outubro apresentaram apenas um caso positivo em cada mês. Os meses de Novembro e 

Dezembro não apresentaram nenhum caso positivo (Figura 3). 

 

Figura 3. Número de amostras coletadas e amostras positivas por mês dos pacientes 

sintomáticos. 

 

 

Fonte: Do autor. 

 

Na Tabela 6 estão apresentados os sintomas reportados pelos pacientes positivos 

para ZIKV. É possível verificar que os sintomas mais prevalentes foram os de dores 

musculares (71%, n=10), febre (64%, n=9) e dor nos olhos (57%, n=8) como os 

principais sintomas no momento da coleta.  

0 
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Tabela 6. Quantidade de dias de sintomas apresentados pelos pacientes positivos para ZIKV. Amarelo: pacientes positivos apenas em urina; rosa: pacientes positivos apenas 

em soro; azul: pacientes positivos em soro e urina; d: dias; - : não apresentou sintomas e x : apresentou sintomas, mas não se recorda há quantos dias. 

 

 

Fonte: Do autor. 

 

 

 

 

 

 

Referência 

Sintomas 

Febre Enjoo Vômito Olhos vermelhos Dor nos olhos Intolerência a luz Coceira Manchas na pele Dores musculares Dores nas juntas 

M048 - - - - - - 3d - 3d - 

M062 - - - - - - - - - - 

M073 2d - - - 2d - 2d 2d 2d 2d 

M128 2d x - - 2d - - 2d - - 

M078 3d 3d - - 1d - - - 3d - 

M089 1d - - - 1d - - - 1d - 

M093 x - - - - - - - x x 

M098 2d - - - 2d 2d - 1d - - 

M107 5d 5d 5d - 2d 2d 1d - 5d 5d 

M110 5d - - 7d 7d 7d 5d 7d 7d 7d 

M111 4d - - - 4d - 4d 4d 4d - 

M133 - - - - - - 4d - - - 

M124 - 1d 1d - - - - - 2d 2d 

M125 - - - - - - - - 5d 5d 
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Análises de possível coinfecção foram realizadas em 126 pacientes sintomáticos. 

Desses, 8,7% (11) apresentaram coinfecctados por ZIKV/DENV-2.  

Das 14 amostras positivas para ZIKV de pacientes sintomáticos avaliadas para 

possível coinfecção, 11 (78,6%) apresentaram-se coinfectadas com DENV-2, sendo 

detectados três casos de coinfecção na urina e sete casos de coinfecção no soro (Tabela 

7).  

 

Tabela 7. Dados de coinfecção de ZIKV e DENV-2. Cor azul: ZIKV (urina) – DENV-2 

(soro e urina); rosa: ZIKV (soro) – DENV-2 (soro); roxo: ZIKV (soro) – DENV-2 (soro 

e urina) e amarelo: ZIKV (urina) – DENV-2 (soro). 

 

 ZIKV DENV2 

Referência Soro Urina Soro Urina 

M0048 - + + + 

M0062 - + + + 

M0073 - + + + 

M0078 + - + - 

M0089 + - + - 

M0093 + - + - 

M0098 + - + + 

M0107 + - + - 

M0110 + - + - 

M0111 + - + - 

M0124 + + - - 

M0125 + + - - 

M0128 - + + - 

M0133 + - - - 

Fonte: Do autor. 
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4.2 Pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses  

Foram coletadas 457 amostras de urina de 447 pacientes sem sintomas clínicos 

para arboviroses na UPA de Mirassol/SP do período de 26/03/2018 a 19/11/2018 

(alguns pacientes coletaram mais de uma vez). Dos pacientes coletados, 308 pacientes 

eram do sexo feminino (68,9%), enquanto 139 eram do sexo masculino (31,1%).  

Em relação à idade dos pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses, a maioria 

dos pacientes do sexo feminino (51,3%) e masculino (41,7%) encontra-se na faixa de 30 

a 59 anos (Tabela 8). A média de idade para o sexo feminino foi 40,7 anos, para o sexo 

masculino a média foi de 42,5 anos (Tabela 8.). 

 

Tabela 8. Dados epidemiológicos dos 447 pacientes sintomáticos para arboviroses. 

 

Feminino (n=308) Masculino (n=139) Total (n=447) 

0 > 30 anos 82 (26,6%) 46 (33,1%) 128 (28,6%) 

30 > 60 anos 158 (51,3%) 58 (41,7%) 216 (48,3%) 

> 60 anos 61 (19,8%) 30 (21,6%) 91 (20,4%) 

Sem dados 7 (2,3%) 5 (3,6%) 12 (2,7%) 

Média de idade 40,7 anos 42,5 anos 41,9 anos 

Fonte: Do autor. 

 

Depois de realizado qPCR para ZIKV das 457 amostras, foi verificado que 30 

foram positivas, representando 6,6% das amostras coletadas. Dos pacientes positivos, 

20 (66,7%) foram do sexo feminino e 10 (33,3%) do sexo masculino. 

O número de coletas para o grupo de pacientes sem sintomas clínicos também 

foi analisada (Figura 4).  

 Foi possível verificar uma média de 50,8 pacientes coletados por mês no período 

de Abril a Novembro de 2018 (Figura 4). O número de pacientes positivos permaneceu 

constante entre o período de Abril a Setembro, apresentando uma média de 4,8 

pacientes positivos por mês, no entanto, foram nos meses de Agosto e Setembro que a 

porcentagem de pacientes positivos apresentou-se maior, com uma média de 11,5% de 

pacientes positivos dentre os coletados. 

Foi possível averiguar uma diminuição de casos positivos no mês de Outubro, 

onde apenas 2% dos pacientes coletados apresentaram-se positivos, seguido pelo mês de 

Novembro que nenhum dos pacientes foi positivo para ZIKV (Figura 4). No que se 
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referem aos sintomas apresentados pelos pacientes sem diagnóstico clínico para 

arboviroses no momento da coleta das urinas, verificou-se que 16 (66.7%) dos 30 

pacientes positivos não apresentaram nenhum dos sintomas listados (Tabela 9). Os 

sintomas mais relatados por esse grupo de pacientes foram os de dores musculares 

(30%, n=9), enjoo (20%, n=6), febre (3%, n=5) (Tabela 9). Os sintomas de olhos 

vermelhos e intolerância a luz não foram listados por nenhum dos pacientes inseridos no 

estudo (Tabela 9). 

 

Figura 4. Número de amostras coletadas e amostras positivas por mês dos pacientes 

sem sintomas clínicos para arboviroses. 

 

 

Fonte: Do autor. 
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Tabela 9. Quantidade de dias de  sintomas apresentados pelos pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses positivos para ZIKV. d: dias; - : não apresentou sintomas e x : 

apresentou sintomas, mas não se recorda há quantos dias. 

 

Referência 

Sintomas 

Febre Enjoo Vômito Olhos vermelhos Dor nos olhos Intolerência a luz Coceira Manchas na pele Dores musculares Dores nas juntas 

MA016 - - - - - - - - - - 

MA018 - - - - - - - - - - 

MA025 - - - - - - - - x - 

MA036 - - - - - - - - 6d - 

MA065 2d - - - - - - - 2d - 

MA076 4d - - - - - - - 4d - 

MA083 2d 2d - - 2d - 2d 2d 2d 2d 

MA089 - - - - - - - - - - 

MA098 - - - - x x - - - - 

MA157 2d 2d - - - - - - - - 

MA158 - 2d 2d - 5d - - - 5d 5d 

MA159 5d - 2d - 5d - - - - - 

MA195 - - - - - - - - - - 

MA218 - 2d - - - - - - 2d - 

MA221 - - - - - - - - - - 

MA229 - - - - - - - - - - 

MA230 - - - - - - - - - - 

MA264 - - - - - - - - 3d - 

MA300 - - - - - - - - - - 

MA302 - - - - - - - - - - 

MA303 - - - - - - - - - - 

MA308 - - - - - - - - - - 

MA317 - 2d - - - - - - 7d - 

MA328 - - - - - - - - - - 

MA329 - 1d 2d - - - - - - - 

MA332 - - - - - - - - - - 

MA344 - - - - - - - - - - 

MA 364 - - - - - - - - - - 

MA372 - - - - - - - - - - 

MA205B - - - - - - - - - - 

Fonte: Do autor. 
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4.3 Análises dos pacientes positivos para ZIKV 

Levando em consideração a somatória das 141 pacientes sintomáticos e das 447 

pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses inseridos neste trabalho, obtivemos 

um total de 588 indivíduos analisados. Destes, 44 (7,5%) foram positivos para ZIKV. A 

respeito do sexo dos pacientes, 30 (68%) foram do sexo feminino e 14 do sexo 

masculino (32%). 

Em relação à idade dos pacientes positivos para ZIKV, a maior porcentagem 

(53,4%) das mulheres encontrou-se na faixa de 30 a 60 anos, enquanto que para os 

homens foi de 0 a 30 anos (42,8%) (Tabela 10 ). A média de idade registrada para todos 

os pacientes positivos foi de 36,6 anos (Tabela 10). 

Tabela 10. Dados epidemiológicos dos 30 pacientes positivos para ZIKV. 

  Feminino (n=30) Masculino (n=14) Total (n=44) 

0 > 30 9 (30%) 6 (42,8%) 15 (34,1%) 

30 > 60 16 (53,4%) 5 (35,7%) 21 (47,7%) 

> 60 2 (6,6%) 3 (21,5%) 5 (11,4%) 

Sem dados 3 (10%) 0 (0%) 3 (6,8%) 

Média 35,1 anos 39,2 anos 36,6 anos 

Fonte: Do autor. 

 Dos pacientes positivos (n=44), 14 (32%) pertenciam ao grupo de pacientes 

sintomáticos e 30 (68%) do grupo de pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses. 

 É possível analisar por meio da Figura 5 a quantidade de pacientes positivos 

sintomáticos e sem sintomas clínicos por mês e suas respectivas porcentagens em 

relação ao número de coletas mensais. Podemos visualizar que durante o período de 

Abril a Setembro, o número de pacientes positivos sem sintomas clínicos para 

arboviroses foi maior (n= 29) do que o número de sintomáticos (n=12). Essa diferença 

aumentou nos meses de Julho a Setembro comparado ao periodo de Abril a Junho 

(Figura 5). No entanto, em relação ao valor de porcentagem em relação ao número de 

coletas, o grupo de pacientes sintomáticos mostra-se superior aos de sem sintomas 

clínicos em todos os meses, menos no mês de Julho (Figura 5). 
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Figura 5. Número de pacientes positivos e respectiva porcentagem para ZIKV de 

acordo com o mês e com o quadro clínico apresentado no momento da coleta. 

 

Fonte: Do autor. 

 A Figura 6 apresenta a quantidade de amostras coletadas e positivas para ZIKV 

dentre as 588 analisadas. É possível assim, avaliar que o número de amostras infectadas 

por ZIKV apresentou-se constante entre os meses de Abril a Setembro, variando entre 6 

a 8 amostras positivas com uma média de 6,8 pacientes infectados pelo vírus por mês 

durante esses meses. Somados os números de coletas dos grupos de pacientes 

sintomáticos e sem sintomas clínicos para arboviroses, o mês de Agosto e Setembro 

foram os que apresentaram maior frequência de casos positivos em relação ao número 

de coletas no mês (Figura 6). 

Figura 6. Número de amostras coletadas e amostras positivas por mês de todos os 

pacientes inseridos no estudo. 

 

Fonte: Do autor. 
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 É possível visualizar na Figura 7 a diferença dos sintomas declarados pelos 

pacientes no momento da coleta de acordo com o seu grupo de quadro sintomático. 

Dores musculares, febre e dores nos olhos foram os mais declarados pelos pacientes 

sintomáticos: 71%, 64% e 57%, respectivamente, enquanto que apenas 30%, 17% e 

13%, respectivamente, dos pacientes sem sintomas clínicos apresentaram os mesmos 

sintomas (Figura 7). Além disso, todos os sintomas apresentados no questionário 

obtiveram no máximo 30% de incidência nos pacientes sem sintomas clínicos. Dentre 

os 10 sintomas questionados, seis foram declarados por 10% ou menos no grupo de 

pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses (vômito, olhos vermelhos, intolerância 

a luz, coceira, manchas na pele e dores nas juntas). Enquanto que cinco dos sintomas 

presentes no questionário apresentaram pelo menos 43% de incidência nos pacientes 

sintomáticos (febre, dor nos olhos, coceira, dores musculares e dores nas juntas) (Figura 

7). 

 

Figura 7. Porcentagem de sintomas declarados no momento da coleta por pacientes 

sintomáticos e sem sintomas clínicos para arboviroses positivos para ZIKV. 

 

 Fonte: Do autor 

   

  Por meio do teste exato de Fisher, pode-se avaliar que os sintomas que foram 

estatisticamente mais prevalentes nos pacientes positivos sintomáticos para ZIKV foram 

os de febre (64% vs. 17%, valor de p <0,05%), dor nos olhos (57% vs. 13%, valor de p 

<0,05%), coceira (43% vs. 3%, valor de p <0,05%), manchas na pele (36% vs. 3%, 

valor de p <0,05%), dores musculares (71% vs. 30%, valor de p <0,05%) e dores nas 

juntas (4% vs. 7%, valor de p <0,05%) (Tabela 11). 
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Tabela 11. Sinmatologia dos pacientes positivos para arboviroses inseridos no estudo. 

Sintomas Total n=44 ZIKV positivo 

(sintomáticos) 

n=14 

ZIKV positivo 

(sem sintomas 

clínicos) n=30 

valor de 

p 

 n % n % n %  

Febre 14 47 9/14 64 5/30 17 <0,05 

Enjoo 10 33 4/14 29 6/30 20 0,7013 

Vômito 5 17 2/14 14 3/30 10 0,6467 

Olhos vermelhos 1 3 1/14 7 0/30 0 0,3182 

Dor nos olhos 12 40 8/14 57 4/30 13 <0,05 

Intolerância a luz 4 13 3/14 21 1/30 3 0,0878 

Coceira 7 23 6/14 43 1/30 3 <0,05 

Manchas vermelhas 6 20 5/14 36 1/30 3 <0,05 

Dores musculares 19 63 10/14 71 9/30 30 <0,05 

Dores nas juntas 8 27 6/14 43 2/30 7 <0,05 

 O valor de p foi calculado utilizando teste exato de Fisher. 

 Fonte: Do autor. 

 4.4 Acompanhamentos de pacientes positivos  

Dentre os 14 pacientes sintomáticos positivos para ZIKV reconvocados, apenas 

um do sexo masculino e um do sexo feminino compareceram, os dois coletaram apenas 

novas amostras de sangue. Os dois pacientes apresentaram-se negativos em novo 

exame. O paciente M62 realizou a nova coleta três meses e 23 dias após a primeira, 

enquanto que o paciente M78 realizou três meses depois. 

Dos 30 pacientes positivos sem sintomas clínicos da UPA Mirassol, quando 

reconvocados e apenas um paciente esteve presente, obtivemos a presença de um 

paciente do sexo masculino que coletou apenas amostra de urina três meses e 22 dias 

depois, sendo reavaliado como negativo para ZIKV e um do sexo feminino cuja amostra 

de urina coletada ainda não foi testada. 

Durante os períodos de coleta na UPA, pacientes já ingressos no grupo de estudo 

que apresentassem interesse em coletar novas amostras foram incluídos como o 

Referencial de MA***B (indicando segunda coleta e MA devido a assintomacidade no 

momento da coleta). Destacamos o caso excepcional do paciente MA205. No dia 

02/07/2018 o paciente coletou amostra de urina alegando aparecimento de febre há 15 

dias. Sua amostra de urina foi apontada como negativa para RNA de ZIKV nessa data. 

Na semana seguinte, no dia 10/07/2018, o mesmo paciente retornou a UPA para nova 

consulta. Nessa data foi coletada nova amostra de urina, dessa vez ele não alegou a 
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presença de nenhum dos sintomas citados no questionário. No entanto, para a sua 

segunda coleta, a urina apresentou-se positiva para ZIKV.  

  

4.5 Distribuição temporal e espacial de ZIKV  

 Com auxílio de mapas georreferenciados, foi possível analisar a distribuição do 

ZIKV de acordo com as coordenadas geográficas da residência dos pacientes positivos. 

Ao todo foi possível localizar 41 dos 44 pacientes positivos para ZIKV. Dos 41 

pacientes positivos para ZIKV localizados, 39 eram residentes do município de 

Mirassol/SP, um paciente do município de São José do Rio Preto/SP e um paciente 

residente do estado de Minas Gerais (Figura 8 e 9). 

 

Figura 8. Distribuição dos pacientes positivos no interior do Brasil. 

 

Fonte: Do autor 
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Figura 9. Distribuição dos pacientes positivos no interior do estado de São Paulo. 

 

Fonte: Do autor. 

Dos 39 residentes do município de Mirassol/SP, a Figura 10 apresenta 38 pontos 

representando as residências dos pacientes no interior da cidade. Ao todo, 21 bairros 

apresentaram a presença de ZIKV. Os bairros que apresentaram a maior incidência de 

ZIKV foram Vila Moreira (6), Regissol (4) e Centro (4).  

Os círculos representados pelos números 1 e 2 na Figura 10 apresentam as 

localidades que demonstraram maiores incidências no período analisado. Ambos 

círculos apresentam raio de 765 metros, com 1,53 quilometros de diâmetro. O círculo 1 

compreende 12 pontos residenciais positivos para ZIKV, localizados nos bairros Vila 

Moreira (6), Loteamento Jardim São José (2), Vila Maria (1), Loteamento São Bernardo 

(1), Residencial Reynaldo Trovo (1) e São Pedro (1). O círculo dois apresentou oito 

casos positivos para ZIKV, sendo eles encontrados nos bairros Regissol (4), Portal 

Cidade Amiga (3) e Jardim Laguna (1). Somados, os dois círculos apresentaram 20 

casos positivos, representando aproximadamente 46% de todos os casos positivos 

inseridos no estudo e 53% dos pontos localizados no interior do município de Mirassol 

por meio das coordenadas geográficas. 
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           Figura 10. Distribuição dos pacientes positivos no município de Mirassol/SP. Regiões 1 e 2 correspondidas por um raio de 765m 

para bairros residenciais do município. 

 

Fonte: Do autor.
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 4.6 Medições climáticas e pluviométricas 

Dados da média de temperatura e preciptação foram medidos pelo instituto 

CIIAGRO. O clima da região apresenta-se como subtropical, de forma quente e úmida 

nas estações chuvosas e invernos secos e amenos com temperaturas oscilando, nas 

ocasiões mais frias, em torno de 16 °C a 18 °C (IBGE/2018). O clima nos meses de 

Junho a Setembro se apresenta seco, com temperaturas abaixo de 18 °C (IBGE/2018). A 

cidade obteve uma temperatura média anual de 23,9 ºC e uma pluviosidade anual de 

975,4 mm no período de Janeiro a Novembro no ano de 2018(Ciiagro, 2018) (Figura 

11).  

 

Figura 11. Índices de precipitação, temperaturas máximas, médias e mínimas do ano de 

2018 do município de Mirassol/SP. 

 

Fonte: adaptado de CIIAGRO ONLINE/2018 
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5. DISCUSSÃO  

 A expansão do ZIKV pelas Américas ressalta a importância da vigilância e 

monitoramento de doenças emergentes. Após sua introdução no Brasil, o vírus levantou 

outra problemática, os efeitos que poderiam causar em gestantes de todo o país. 

Relatou-se um crescimento abrupto de casos de microcefalia e hoje se sabe a estreita 

relação que o ZIKV possui com deformidades neurológicas (Armstrong et al., 2017; 

Holbrook, 2017; Saiz et al., 2017). 

 Uma diversidade de estudos reportam os diferentes e evidentes sinais clínicos da 

febre Zika, descrevendo os principais sintomas associados à infecção como forma de 

diagnóstico. No entanto, a sobreposição de sintomas com outras doenças causadas por 

vírus do gênero Flavivirus, somada as evidências de que, aproximadamente, 80% dos 

infectados pelo vírus não manifestam sintomas, apresenta-se como uma falha no 

monitoramento da real circulação do vírus pelo mundo. Outro grande problema 

encontrado é o de que a maioria dos estudos epidemiológicos realizados para a infecção 

por ZIKV focam em infecções sintomáticas (Daudens-Vaysse et al., 2016). O Zika vírus 

desde seu descobrimento foi descrito como uma doença auto-limitante e assintomática 

(Daudens-Vaysse et al., 2016). Diante da importância de um monitoramento mais 

efetivo da infecção do ZIKV em um parâmetro mundial, o atual estudo coletou amostras 

de urina de pacientes assintomáticos localizados em um município com histórico de 

diversas arboviroses. A necessidade de apresentar dados atualizados da circulação do 

vírus na região foi um dos critérios estabelecidos durante a idealização do projeto de 

estudo.  

 Flamand e colaboradores (2016) realizaram um estudo de monitoramento da 

infecção por ZIKV em 3050 gestantes, na Guiana Francesa, no primeiro semestre de 

2016. Foram realizados ensaios de RT-PCR para ZIKV a partir de amostras de soro e 

urina coletadas. Ao final do estudo foi possível diagnosticar que 77% das mulheres 

grávidas infectadas por ZIKV eram assintomáticas (Flamand et al., 2017). Os dados 

verificados por Flamand e colaboradores corroboram com os dados descritos na 

literatura de que 80% dos pacientes não apresentam sintomas para a infecção por ZIKV 

(Daudens-Vaysse et al., 2016; Moreira et al., 2017). Nosso estudo dividiu os pacientes 

em grupos de sintomáticos e sem sintomas clínicos para arboviroses a fim de averiguar 

a circulação do vírus em indivíduos com diferentes características clinicas. Nosso 

estudo apresentou dados de 447 pacientes sem sintomas clínicos para arboviroses no 
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período de nove meses, correspondendo a aproximadamente 76% dos pacientes 

inseridos no estudo. Aproximadamente 6,6% dos pacientes sem sintomas clínicos 

analisados apresentaram-se positivos para ZIKV, o que corresponde a 68% de todos os 

casos positivos. Os dados analisados até o presente momento são concordantes com a 

literatura que caracterizam a febre Zika caracteriza como uma doença marjoritariamente 

assintomática (Flamand et al., 2017). No entanto, é importante a ressalva de que o 

número de coletas no grupo de pacientes sintomáticos foi inferior ao de sem sintomas 

clínicos. Dessa forma, ao analisar a porcentagem de pacientes positivos para ZIKV nos 

diferentes grupos, verificamos que no grupo de sintomáticos, 9,9% (n=14) dos pacientes 

apresentaram-se positivos, contra 6,6% (n=30) dos pacientes inclusos no grupo sem 

sintomas clínicos. Assim, embora na avaliação final dos positivos para ambos os grupos 

os sem sintomas clínicos obtiveram maior quantidade de pacientes infectados, foi no 

grupo de sintomáticos que o vírus esteve presente em porcentagem maior de pacientes 

pertencentes ao grupo analisado. Porém, é importante ressaltar que a coleta realizada no 

grupo de pacientes sem sintomas clínicos foi restrista apenas a amostras de urina. Dessa 

forma, esse valor poderia ser maior se fosse coletado amostras de soro também deste 

grupo. 

 Os sintomas, quando presentes, são descritos pela presença de febre média (38,5 

ºC), manchas vermelhas na pele, conjutivite não purulenta (olhos vermelhos), dores 

musculares e dores de cabeça (Karkhah et al., 2018). Em alguns casos também já foi 

verificado a presença de tosse, dores de garganta, enjoos e vômitos (Colombo et al., 

2017; Karkhah et al., 2018). Esses estudos concordam com os dados apresentados, uma 

vez que os sintomas mais relatados pelos 14 pacientes sintomáticos positivos para ZIKV 

foram dores musculares, dor nos olhos e febre. Embora o grupo de pacientes sem 

sintomas clínicos apresentaram sintomas de forma inferior ao de sintomáticos, ainda 

houve pacientes que declararam a presença de sintomas no momento da coleta. Desses 

sintomas, dores musculares, enjoo, febre e dor nos olhos foram, também, os mais 

aparentes. Por outro lado, olhos vermelhos, intolerância a luz, manchas na pele, coceira 

e dores nas juntas foram os sintomas menos presentes. No entanto, é importante relatar 

que tais pacientes estavam na UPA devido a diversos motivos, que poderiam explicar a 

presença desses sintomas, não sendo estritamente a infecção por vírus. 

 Em relação ao número de coletas e casos positivos verificados pelo presente 

estudo, outra informação relevante extraída a respeito de sua análise relaciona-se ao 

número reduzido de coletas de pacientes sintomáticos a partir do mês de Junho (Figura 
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3.). Isso pode ser explicado devido ao início dos meses referentes à estação de inverno, 

período em que outras doenças apresentam uma intensificação em seu interesse 

epidemiológico, como doenças respiratórias que são intensificadas na exposição ao frio. 

No entanto, nossos dados são importantes ao destacar que mesmo nesses períodos, a 

circulação e a infecção pelo ZIKV foram confirmadas em pacientes que não 

apresentavam sintomas para arboviroses (Figura 5.). Demonstrando que campanhas 

contra o vetor e o controle da circulação da infecção por arboviroses não devem ser 

restristas apenas a meses com altas taxas de infectividade pelos vírus.  

 Diversos estudos comprovam que a persistência do ZIKV em amostras de urina 

é superior comparado com a de fluidos como o plasma e soro (Joguet et al., 2017; 

Barzon et al., 2018; Oliveira et al., 2018; Paz-Bailey et al., 2018). Dessa forma, 

esperávamos que os pacientes que fossem positivos apenas em urina para ZIKV 

apresentassem um tempo superior do aparecimento de sintomas do que os positivos 

apenas em soro ou em ambos os fluidos. No entanto, até o momento não foi o 

encontrado por esse estudo, uma vez que alguns pacientes positivos apenas em soro 

relataram período de sintomas superior ao dos grupos de positivos apenas em urina. Tal 

fato pode ser explicado devido à presença de coinfecção por ZIKV/DENV-2 em 11 

(78,6%) dos 14 pacientes sintomáticos avaliados para ambos os vírus. Atenta-se, assim, 

ao fato de que tais pacientes poderiam estar apresentando sintomas dos dois vírus 

conjuntamente, tendo em vista que todos os pacientes coinfectados apresentaram a 

presença de DENV-2 em amostras de soro, apontando para o período de detectável 

viremia representado pelo ínicio de infecção (Neumayr et al., 2017; Massad et al., 

2018).  

 A cocirculação e coinfecção de Zika, Dengue e Chikungunya já foi descrita na 

literatura, uma vez que mosquitos do gênero Aedes servem como vetores para as três 

doenças (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015; Cherabuddi et al., 2016; Carrillo-Hernandez et 

al., 2018). Recente estudo demonstrou que Aedes aegypti da cidade de Manaus, Brasil, 

apresentaram-se suscetíveis a coinfecção por ZIKV e DENV com capacidade infecciosa 

em ratos dos dois vírus ao mesmo tempo (Chaves et al., 2018). Além disso, também 

mostrou que há uma transmissão preferencial do ZIKV em relação à DENV por picados 

de vetores mono-infectados e coinfectados em hospedeiros vertebrados (Chaves et al., 

2018). Nosso estudo apresentou uma prevalência alta de 8,7% de coinfecção de 

ZIKV/DENV-2 quando comparados com estudos similares que reportaram coinfecçao 

por ZIKV/DENV em Pernambuco, Brasil (2,6%) (Pessoa et al., 2016), Nicaraguá 



55 
 

 

(1,7%) (Waggoner et al., 2016) e São José do Rio Preto, Brasil (0,9%) (Estofolete et al., 

2018), mas similar com estudo realizado na fronteira da Colombia e da Venezuela 

(6,37%) (Carrillo-Hernandez et al., 2018).  

 Pessoa e colaboradores (2016) analisaram amostras de plasma de 77 pacientes 

suspeitos de infecção por DENV, tendo encontrado a presença de ZIKV em 31 

pacientes (40,2%). Waggoner e colaboradores (2016) apresentaram em seu estudo 

análises de 346 amostras de soro de pacientes com suspeita de infecção por arboviroses, 

onde dentre todos os pacientes, 47 (13,6%) apresentaram-se infectados por ZIKV. Para 

o estudo realizado na fronteira entre a Colombia e a Venezuela, foram utilizadas 

amostras de soro de 157 pacientes, tendo sido encontrado 29 (18,47%) de ZIKV em 

todos os pacientes (Carrillo-Hernandez et al., 2018). Em São José do Rio Preto/SP, 

cidade vizinha a Mirassol/SP, Estofolete e colaboradores (2018) obtiveram acesso aos 

dados de infecção por arboviroses de 1254 pacientes, onde 139 (11%) dos pacientes 

inseridos no estudo estavam infectados por ZIKV. Quando analisados apenas os 

pacientes sintomáticos, o presente estudo apresentou um quadro de 14 pacientes 

infectados por ZIKV, correspondendo a 9,9% dos 141 pacientes inseridos nas análises. 

Esse valor é similar aos verificados nos estudos de Waggoner e colaboradores (2016), 

Carrillo-Hernandez colaboradores (2018) e Estofolete colaboradores (2018), porém, 

inferior aos 40,2% visto por Pessoa e colaboradores (2016). Esse fato pode ser 

explicado devido ao período em que foram realizados os estudos. Pessoa e 

colaboradores (2016) analisaram amostras de pacientes no mês de Maio de 2015, no 

Nordeste do Brasil, período em que foram identificados os primeiros casos autoctones 

no país, o que pode representar o ínicio da emergente circulação do ZIKV. Embora os 

estudos apresentados ocorressem em localidades diferentes sob eventuais condições 

climáticas e temporais específicas, é importante citar que o presente estudo apresenta 

dados mais atualizados do ano de 2018 coletados a partir do dia 26 de Fevereiro de 

2018, período em que se inicia o decaimento de índices pluviométricos e da temperatura 

para o município de Mirassol (Figura 11) (Ciiagro, 2018). Dessa forma, é importante 

analisar pacientes compreendidos no período quente e de chuvas compreendidos pelos 

meses de Dezembro a Fevereiro para melhores comparações, uma vez que essas 

condições apresentam-se mais favoráveis à proliferação dos vetores.  

 Ademais, ressaltamos a importância das análises realizadas em amostras de urina 

no presente estudo. A maioria dos estudos que se preocupam em analisar dados de 

coinfecções por arbovírus focam suas análises apenas em amostras de sangue. Nosso 
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estudo avaliou a infecção por ZIKV em soro e em amostras de urina de pacientes 

sintomáticos para arboviroses. Foram descritos dois estudos que realizaram detecção de 

coinfecção por ZIKV e DENV na urina. Em um deles, foi descrito a presença dos dois 

vírus a partir de um paciente retornando do Haiti para os Estados Unidos no ano de 

2016 (Iovine et al., 2017). No segundo, similar ao apresentado por este estudo, foi 

investigada infecção pelos dois vírus em 163 pacientes do perído de Agosto/16 – 

Setembro/2016 (Chia et al., 2017). Nele, foram verificado cinco casos de pacientes 

coinfectados (3%). Dos cinco pacientes, dois foram diagnosticados para infecção por 

ZIKV apenas na urina, dessa forma, a não utilização da urina no mesmo estudo afetaria 

a taxa de coinfecção, decaindo de 3% para 1,8% dos pacientes (Chia et al., 2017). A 

análise concomitante de soro e urina evidenciou que 9,9% dos pacientes sintomáticos 

apresentavam infecção por ZIKV. No entanto, se fosse priorizado as análises apenas em 

amostras de soro, como feito por outros estudos (Pessoa et al., 2016; Waggoner et al., 

2016; Carrillo-Hernandez et al., 2018; Estofolete et al., 2018), nossa taxa de infecção 

por ZIKV decairia para 7,4%. Além disso, os valores de coinfecção também decairiam 

de 8,7% para 5,7% dos pacientes analisados, uma vez que foi observada a presença de 

ZIKV apenas em amostras de urina em quatro pacientes. A não utilização de outros 

fluidos para o diagnóstico de ZIKV pode contribuir para os altos índices de 

subnotificação de pacientes infectados por arboviroses. Dessa forma, nosso estudo 

comprova a importância da utilização de urina, além do soro, para estudos que visam 

avaliar a circulação do vírus.   

 Um estudo realizado por Cherabuddi e colaboradores (2016) analisou o caso de 

uma paciente coinfectada por ZIKV/DENV-2 retornando do Haiti que apresentou 

inchaço nas articulações das extremidades inferiores, classificado como sintomas mais 

aparentes em infecção por ZIKV do que por DENV. No entanto, o paciente apresentou 

manifestações sintomáticas mais agressivas ao final do quadro clínico do que já fora 

descrito na literatura por infecção de ZIKV, incluindo dores musculares mais severas. 

Aparentando que a coinfecção de ZIKV/DENV-2 tornou os sintomas mais aparentes 

(Cherabuddi et al., 2016). Destaca-se, assim, importância de estudos que configurem 

como objetivo a averiguação de possíveis coinfecções para arbovírus. Também foi de 

interesse do presente estudo averiguar diferentes sintomas declarados por pacientes 

coinfectados por ZIKV/DENV e por monoinfectados apenas por ZIKV, no entanto, de 

todos os pacientes sintomáticos testados para ambos arbovírus, todos se apresentaram 

coinfectados, o que não permitiu que tal análise fosse realizada. 
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 A cidade de Mirassol torna-se um sítio de interesse epidemiológico visto seu 

histórico de endemia por Dengue em anos prévios ao presente estudo. Embora tenha 

sido verificado em testes in vivo e in vitro que o aprimoramento dependente de 

anticorpos (ADE) pode ocorrer em pacientes com anticorpos anti-DENV que 

adquirirem ZIKV (Dejnirattisai et al., 2016; Priyamvada et al., 2016) e vice-versa 

(Kawiecki e Christofferson, 2016), novos estudos focados em análises de infecção 

sequencial DENV – ZIKV in vivo tem mostrado dados contrários aos observados em 

ensaios anteriores. Recentes estudos realizados em macacos do gênero Rhesus 

infectados por DENV e depois infectados por ZIKV demonstraram que a sequencial 

infecção não apresentou proteção nem aumento do título de ZIKV nesse modelo de 

animais não humanos (Mccracken et al., 2017; Pantoja et al., 2017). Estudos focados no 

efeito da ADE em humanos apresentaram dados também conflitantes. Estudos in vitro 

utilizando sangue de humanos mostraram que a imunidade prévia a DENV apresentou 

respostas imunes melhoradas contra o ZIKV, com ressalvas a uma pequena fração de 

indivíduos infectados pelo ZIKV que demonstrou expressar anticorpos com atividade 

estimulante contra o DENV-4 (Delgado et al., 2018). No entanto, outro estudo mostrou 

que monócitos de sangue periféricos em humanos são as principais células alvo que 

mediam a infectividade aumentada do ZIKV na presença de soros imunes do DENV (Li 

et al., 2018). Além disso, é importante a ressalva de que atividade medida in vitro não 

reflete necessariamente a situação in vivo. Recentemente, Rodriguez-Barraquer e 

colaboradores (2019) apresentaram dados que suportam a hipótese de que uma prévia 

exposição por DENV poderia estar associados à redução do risco de infecção e sintomas 

por ZIKV por meio da análise de 1453 residentes do município de Salvador/BA, 

Brasil(Rodriguez-Barraquer et al., 2019). Ademais, Masel e colaboradores (2019) 

realizaram um levantamento bibliográfico com o objetivo de avaliar se uma exposição 

prévia de DENV poderia agravar resultados clínicos da infecção por ZIKV e concluiram 

que limitados estudos humanos indicaram um pequeno, porém não estatisticamente 

significativo aumento da viremia por ZIKV em hospedeiros que experienciaram DENV 

comparado com pacientes que não foram infectados previamente (Masel et al., 2019). 

Dessa forma, não houve nenhuma evidência que um possível aumento na viremia do 

ZIKV estivesse correlacionado com uma mudança fenotípica clínica (Masel et al., 

2019). Assim, é crucial olhar para estudos que se preocupam em elucidar possíveis 

características associadas ao papel da ADE em populações endêmicas para arboviroses. 
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 Era do nosso interesse o acompanhamento da presença e capacidade de 

persistência do vírus em diferentes fluídos, incluindo amostras de sêmen dos pacientes 

masculinos quando positivos, visto que a presença do ZIKV em sêmen mostrou-se mais 

persistente quando comparado com o sangue e a urina (Nicastri et al., 2016). Dessa 

forma, realizamos a convocação dos pacientes positivos para uma segunda coleta, onde 

presenciamos a resistência da coleta de sêmen por parte dos pacientes masculinos, não 

sendo possível analisar a persitência do vírus neste fluido. No entanto, foram coletados 

sangue e urina, onde todos os pacientes apresentaram-se negativos. Uma das razões para 

tal acontecimento é o fato da segunda coleta ter sido realizada depois de três meses para 

esses pacientes, período superior a média verificada da persistência do vírus nos fluídos 

analisados. No entanto, ressaltamos a importância da realização de seriadas coletas, 

mesmo para pacientes negativos para o vírus, uma vez que o paciente MA205, 

diagnosticado como negativo para a infecção por ZIKV, apresentou-se positivo em um 

intervalo de apenas uma semana após a realização de uma segunda coleta.  

 Com a construção dos mapas georreferenciados verificou-se que a distribuição 

da presença de ZIKV a partir dos pacientes coletados na UPA Mirassol em três 

principais localidades. Sendo elas, uma no estado de Minas Gerais e duas em diferentes 

cidades no estado de São Paulo. No interior do municipio de Mirassol foi possível 

verificar a distribuição dos pacientes positivos para ZIKV de forma ampla na região 

urbana que pode ser explicado pelo efeito de ilhas de calor urbana que favorecem a 

expansão e a transmissão do vírus pelos vetores (Weaver e Reisen, 2010; Hubalek et al., 

2014).  A partir dos mapas, também foi possível analisar que a UPA registrou 

atendimento a pacientes de diversas localidades do município, monstrando como uma 

importante unidade de saúde para os residentes de Mirassol. 

 

6. CONCLUSÕES  

Conclui-se que o ZIKV foi encontrado em amostras de soro de pacientes 

sintomáticos, assim como em amostras de urina de pacientes sintomáticos e sem 

sintomas clínicos para arboviroses coletadas na UPA-Mirassol. Dentre os sintomas 

analisados, febre, dores musculares e dores nos olhos foram os mais prevalentes. Além 

disso, dos pacientes avaliados para possível coinfecção, 8,7% apresentaram coinfecção 

por ZIKV/DENV-2. Embora a presença de sintomas específicos da infecção por ZIKV 

seja uma forma adotada de diagnóstico para a doença, a baixa viremia e concentração de 
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genoma viral nas amostras apresenta-se como um desafio para a diagnose da febre Zika. 

Dessa forma, destaca-se a importância de um diagnóstico específico e laboratorial mais 

efetivo por meio da utilização de amostras de soro e urina de pacientes para revelar 

casos positivos sub-notificados em pacientes. Ademais, nossos dados são importantes 

para articulação e desenvolvimento de campanhas de vigilância, controle de vetores e de 

possíveis doenças associadas com o objetivo de prever novas emergências 

epidemiológicas no mesmo município e em municípios vizinhos.  
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ANEXOS 

ANEXO A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentado aos 

pacientes no momento da coleta. 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE 

(Conselho Nacional de Saúde, Resolução 466/2012/Resolução 510/2016) 

 
Você está sendo convidado a participar como voluntário do projeto de pesquisa 

“Análise da presença de Arbovírus em pacientes sintomáticos e assintomáticos” sob 

responsabilidade do pesquisador Lucas Rodrigues de Carvalho. O estudo será realizado com 

amostras de urina, sêmen e sangue total coletadas em procedimentos de rotina clínica de 

pacientes voluntários do sexo masculino e feminino da Uroclínica Dr. Germano em 

Mirassol/SP, na Unidade de Pronto Atendimento (UPA) em Mirassol/SP e no Laboratório de 

Estudos Genômicos em São José do Rio Preto/SP com o objetivo de investigar a presença de 

arbovírus, com enfoque nas doenças com alto interesse epidemiológico (Zika, Dengue, 

Chikungunya e Febre Amarela) e ampliar o conhecimento sobre a forma de infecção e 

permanência desses vírus em urina, sêmen e sangue humano. A sua participação na pesquisa 

poderá apresentar riscos como constrangimento nas abordagens no momento da coleta, danos 

físicos e/ou emocional já que envolve a coleta de sangue. Entretanto, medidas serão tomadas 

para minimizar o máximo possível os riscos para a saúde física e/ou emocional, como o uso de 

material estéril (seringas e agulhas estéreis e descartáveis), profissional qualificado para a coleta 

e codificação do paciente no momento da entrada no estudo. Para interpretação dos resultados, 

os dados dos prontuários médicos serão consultados, e a sua assinatura também autoriza 

consulta ao seu prontuário médico. Você poderá consultar o pesquisador responsável em 

qualquer época, pessoalmente ou pelo telefone da instituição, para esclarecimento de qualquer 

dúvida. Você está livre para, a qualquer momento, deixar de participar da pesquisa. Todas as 

informações por você fornecidas e os resultados obtidos serão mantidos em sigilo, e estes 

últimos só serão utilizados para divulgação em reuniões e revistas científicas. Você será 

informado de todos os resultados obtidos, independentemente do fato de estes poderem mudar 

seu consentimento em participar da pesquisa. Você não terá quaisquer benefícios ou direitos 

financeiros sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Este estudo é importante 

porque seus resultados fornecerão informações para desenvolvimento de pesquisas que 

analisarão a capacidade de infecção e replicação de arbovírus em fluídos corporais de pacientes 

sintomáticos e assintomáticos. 

Diante das explicações, se você concorda em participar deste projeto, forneça os dados 

solicitados e coloque sua assinatura a seguir. 

 

Nome:______________________________________________R.G._____________________ 

Endereço:___________________________________________Fone:____________________      

                                       _____________________,______de________________de 20__ 
 

   

Assinatura do Participante  Assinatura do Pesquisador(a) responsável 
 

 

OBS.: Termo apresenta duas vias, uma destinada ao participante e a outra ao 

pesquisador. 

Nome Pesquisador(a): Lucas Rodrigues de Carvalho Cargo/Função: Mestrando 

Instituição: Laboratório de Estudos Genômicos – IBILCE/UNESP  

Endereço: Rua Cristóvão Colombo, 2265 – Jardim Nazareth. CEP: 15054-210 

Telefone: (17) 98185-5894 

Projeto submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa do IBILCE/UNESP 

Rua Cristóvão Colombo, 2265. Bairro: Jardim Nazareth. CEP: 15054-000 

São José do Rio Preto/SP – Fone (17) 3221.2200 (ramal 2776) e (17) 3221.2379 
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ANEXO B. Questionário de sintomas apresentado aos pacientes no momento da coleta. 

 

QUESTIONÁRIO  

 

Data da coleta: |__|__| / |__|__| / |__|__|__|__|       

 

Dados do paciente: 

1.Nome: ______________________________________________________________ 

2.Endereço Residencial 

 Rua/Avenida:_______________________________________Número:_____________  

 Bairro:_________________________Município:___________________________ 

  Estado: ___ Telefones:(    )______________/(   )_____________/(  ) ______________ 

  CEP: _______________    Zona: (  ) urbana   (  ) rural          

 

Sintomas apresentados 

 

Sintomas   Duração (dias) 

Febre    

Enjoo    

Vômito    

Olhos vermelhos    

Dor nos olhos    

Intolerância a luz    

Coceira    

Manchas na pele     

Dores musculares    

Dores nas juntas    

 

 

 


