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RESUMO

As Ultimas décadas foram marcadas por grandes epidemias causadas por flavivirus,
associados a casos assintomaticos e oligossitomaticos até graves, com
comprometimento do sistema nervoso. Ainda assim, o diagndstico das doencas
neuroinvasivas continua desafiador, pela dificuldade em detectar o agente viral ou
anticorpos especificos. Dessa maneira, 0 objetivo desse trabalho foi padronizar
protocolos virolégicos e sorologico para a investigacao de flavivirus em amostras de
liguido cefalorraquidiano (LCR), visando aumentar a sensibilidade do diagndstico de
doenca neuroinvasiva (DNI). Para isso, foram padronizados protocolos de RT-qPCR,
sendo um duplex de virus do Nilo Ocidental (WNV) e virus da encefalite de Saint
Louis (SLEV), e outro quadriplex de virus llheus (ILHV), virus Rocio (ROCV), virus
da Encefalite Japonesa (JEV) e virus da Encefalite Transmitida por Carrapatos
(TBEV); bem como foi realizado a avaliacgdo de desempenho de Teste de
Neutralizacdo utilizando virus Reporter (RVNT®) para os virus Dengue (DENV) e
virus Zika (ZIKV), nas plataformas Cytation™ 5.0 BioTek® e GloMax® Promega,
utilizando amostras de soro com diagnostico prévio que apresentavam padrao de
resposta imune secundaria para flavivirus. Outrossim, amostras de LCRs coletadas
no hospital de referéncia para o diagnéstico de meningites no estado do Para
(HUJBB/UFPA/EBSERH), foram submetidas a analises bioquimicas e citologicas, e,
agueles gue apresentaram resultados negativos para infec¢do bacteriana e flngica,
foram enviados para a SAARB/IEC/SVSA/MS e submetidos a técnicas de RT-gPCR,
InibicAo da Hemagluitinagéo (IH) e ELISA para captura de IgM para o diagnéstico de
flavivirus. Soros também foram analisados. Quanto a padronizacdo do protocolo
duplex de RT-qPCR de WNV/SLEV, este apresentou 6timo desempenho com: LD =
2,8 copias/pL (WNV) / 12,4 coépias/uL (SLEV); LQ =102 cépias/uL (ambos); EF% =
97,3% (WNV)/ 97,9% (SLEV); e Esp Analitica = 100% para o painel de flavivirus. O
quadriplex para ILHV/ROCV/TBEV/JEV apresentou avaliacdo in silico satisfatoria e
Esp Analitica = 100% para o painel de flavivirus, porém seu desempenho precisa
ainda ser calculado. O RVNT®° utilizando a plataforma Cytation™ 5.0 apresentou
desempenho superior ao PRNT®® convencional, entretanto, aquele nédo foi capaz de
diferenciar as infec¢cdes causadas por ZIKV e DENV. Na avaliacdo da plataforma
GloMax®, embora tenha conseguido captar luminescéncia produzida apos
transfeccdo de RNA viral de DENV e ZIKV Rluc, ele ndo foi capaz de manter
captacdo, durante a execuc¢do do RVNT® de DENV e ZIKV Rluc. Quanto a
investigacdo de flavivirus em amostras de LCR (n=85), ndo foram detectados os
genomas dos flavivirus WNV/SLEV e ILHV/ROCV/TBEV/JEV. Nove LCRs
apresentam deteccdo de anticorpos hemaglutinantes anti-flavivirus, porém o ELISA
IgM néo foi reagente. Por fim, este trabalho contribuiu com a avaliacdo de dois
protocolos moleculares (RT-qPCR) para o diagnéstico de flavivirus em casos de
DNI; muito embora o RVNT® tenha melhor desempenho do que as técnicas
sorologicas convencionais, nao foi eficiente para solucionar a questdo das reacoes
cruzadas entre os flavivirus; além disso, observou-se um baixo percentual de
positividade para flavivirus na investigagdo de DNI entre as amostras analisadas.

Palavras-chave: Flavivirus; liquido cefalorraquidiano; diagnostico molecular;
diagndstico sorologico
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ABSTRACT

The last decades have witnessed large flaviviruses epidemics, with cases ranging
from asymptomatic, oligosymptomatic to severe, with impairment of the nervous
system. Even so, diagnosing neuroinvasive diseases remains a challenge, given the
difficulty in detecting either the viral agent or specific antibodies. Thus, this study
aims to develop new virological and immunological protocols for the diagnostics and
investigation of neuroinvasive diseases caused by flaviviruses with increased
sensitivity. For this, two new real-time reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RT-gPCR) protocols were developed. One is a duplex protocol for West
Nile virus (WNV) and Saint Louis virus (SLEV), and the other is a quadruplex protocol
for the detection of Ilheus virus (ILHV), Rocio virus (ROCV), Japanese encephalitis
virus (JEV) and Tick-borne encephalitis virus (TBEV). In addition, a new Reporter
Virus Neutralization Test (RVNT) protocol for the detection of DENV and ZIKV
antibodies in cerebrospinal fluid (CSF) was developed, using Cytation™ 5.0
(BioTek®) and GloMax® (Promega) detection platforms. Furthermore, CSF and
serum samples diagnosed in a reference hospital for meningitis diagnostics from
Para state (HUJBB/UFPA/EBSERH) were submitted to RT-gPCR, HI, ELISA assays
for flavivirus diagnosis in SAARB/IEC/SVSA/MS. Those samples were previously
submitted to biochemical and cytological analysis and presented negative results for
bacterial and fungal infection. The WNV/SLEV duplex RT-gPCR protocol showed
good diagnostic performance with LoD of 2,8 copies/uL (WNV)/ 12,4 copies/uL
(SLEV); LoQ of 102 copies/yL (both); reaction efficiency of 97,3% (WNV) / 97,9%
(SLEV) and analytical specificity of 100% using a flavivirus panel. As for the
ILHV/ROCV/TBEV/JEV quadriplex RT-gPCR protocol, it showed good specificity in
silico and 100% specificity with the flavivirus panel but its application in a diagnostic
setting still needs to be better evaluated. The RVNT® evaluated in Cytation™ 5.0
showed sensitivity, specificity, and performance superior to the conventional PRNT®,
However, RVNT® showed difficulty in differentiating antibody titers produced
between ZIKV and DENV infections. As for the evaluation of the RVNT® in the
GloMax® platform, although it was able to capture luminescence produced after
transfection of DENV and ZIKV Rluc viral RNA, it was not able to reliably sustain
luminescence detection throughout the RVNT®° procedure. Moving on to the CSF
(n=85) screening tests, there was no genome detection of WNV/SLEV or
IHLV/ROCV/TBEV/JEV by RT-gPCR. Nine CSF samples presented anti-flavivirus
antibodies by HI albeit with no IgM-ELISA reaction. Finally, this work contributed to
the evaluation of two molecular protocols (RT-gPCR) for the diagnosis of flaviviruses
in cases of NID. Although RVNT®° performed better than conventional serological
techniques, it was not efficient in solving the issue of cross-reactions between
flaviviruses. In Para, a low percentage of positivity for flavivirus was observed in the
investigation of DNI.

Keywords: Flavivirus; cerebrospinal fluid; molecular diagnosis; serological diagnosis
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

As doencas emergentes e reemergentes transmitidas por vetores
representam um importante problema de salde publica em paises tropicais e
subtropicais (WHO, 2020; Araujo et al., 2021; Chala & Hamde, 2021; Yu & Cheng,
2022; WHO, 2022). Juntas, elas sao responsaveis por 17% das doencas
transmissiveis em todo o mundo, resultando em cerca de 700.000 mortes (WHO,
2020).

Os mosquitos, moscas, triatomineos, flebotomineos, carrapatos, acaros,
caramujos e piolhos sé@o conhecidos como vetores de virus, bactérias e parasitas ao
homem (WHO, 2020; Backer et al., 2021; Chala & Hamde, 2021; Mubemba et al.,
2022). Os virus transmitidos por mosquitos destacam-se por causarem grandes
epidemias urbanas. Estima-se que o virus Dengue (DENV) e o virus Zika (ZIKV) -
principais membros do género Flavivirus - infectam, anualmente, mais de 96 milhGes
de pessoas (Ali et al., 2017; Araujo et al., 2021).

No Brasil, essas epidemias podem ser justificadas pelas condi¢bes ambientais
e sociais encontradas, que garantem a transmissdo vetorial e manutencdo desses
arbovirus (Lima-Camara, 2016; Possas et al., 2017; Medeiros & Vasconcelos, 2019).
A diversidade bioldgica de artrépodes hematdéfagos e de hospedeiros vertebrados
suscetiveis, especialmente, devido a exploracdo do potencial econémico associado
as acdes antropicas, como urbanizacdo acelerada e desmatamento em regides de
floresta, acompanhada da falta de saneamento basico e abastecimento irregular de
agua, estdo em destague nessa problematica (Lima-Camara, 2016; Medeiros &
Vasconcelos, 2019; Viglieta et al., 2021; Yu & Cheng, 2022).

Embora menos incidentes, o virus Oropouche (OROQOV), o virus da Encefalite
Saint Louis (SLEV), o virus Rocio (ROCV), o virus do Nilo Ocidental (WNV), o virus
da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV) e o virus da Encefalite Equina do Oeste
(WEEV) sao arbovirus com potencial de causar surtos, incluindo de infec¢des que
comprometem o sistema nervoso de humanos (Lima-Camara, 2016; Mubemba et al.,
2022). Os relatos envolvem meningite asséptica, encefalite, meningoencefalite,

mielite transversa aguda, encefalomielite e polirradiculoneurite (sindrome de Guillain-
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Barré), além de paralisia flacida aguda e de nervos cranianos (WHO, 2016; Vieira et
al., 2017; Lyons, 2018; Vieira et al., 2018; Brasil, 2020).

Quando comparada a atencdo voltada aos arbovirus, a rede de vigilancia
epidemioldgica das suspeitas clinicas de doenca neuroinvasiva por enterovirus, HIV,
herpes virus, varicela-zéster e citomegalovirus parece ser mais bem estabelecida
(Séo Paulo, 2006; Brasil, 2019; Vieira, 2020; Tavakolian et al., 2021). Segundo Mello
et al. (2021), cerca de 8,03% dos casos suspeitos de doenca neuroinvasiva por
DENV, ZIKV e CHIKV sao diagnosticados.

De modo geral, os sinais e sintomas variam de cefaleia, fotofobia, febre,
rigidez de nuca, nauseas, vomitos e irritabilidade a alteracdo da marcha e de nivel
de consciéncia. Tais manifestacdes clinicas podem desaparecer espontaneamente
ou trazer sequelas neuroldgicas diversas, com comprometimento de forca muscular,
de movimento de membros inferiores e de equilibrio do paciente, trazendo
implicacbes econdémicas e sociais ao individuo e ao grupo familiar dos acometidos
(Vieira, 2020; Clé et al., 2020Db).

O acesso ao tratamento e ao diagnostico precoce podem minimizar o impacto
ou, até o desfecho dos casos graves. Todavia, o diagnéstico das doencas
neuroinvasivas (DNI) por arbovirus € ladeado de obstaculos, sobretudo no que tange
as caracteristicas do tipo amostral utilizado para o diagnostico: o LCR (Vieira et al.,
2018). E comum, nas infeccdes por flavivirus, observarem baixos titulos de
anticorpos e carga viral reduzida no LCR, além do desafio de equilibrar o volume da
amostra disponibilizada com o leque de técnicas necessarias para o diagndéstico de
virus, bactérias e fungos causadores das DNI. Ndo obstante, a fim de aperfeicoar
esse diagnostico, os ensaios existentes necessitam ser adaptados, bem como novos
protocolos moleculares e sorolégicos necessitam ser desenvolvidos, visando ao
aumento de sensibilidade/especificidade, emprego de mudltiplos alvos (Santiago et
al., 2018), reducéo do tempo de execucdo e otimizacdo de recursos empregados

nos testes que devem ser priorizados (Shan et al., 2017a; Shan et al., 2017b).
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1.2. GENERALIDADE SOBRE FLAVIVIRUS

1.2.1. Taxonomia e Filogenia

O termo arbovirus tem origem da expressdo arthropod-borne virus, que
significa “virus transmitidos por artrépodes” (Gubler et al., 2001; Go et al., 2014). Os
arbovirus sdo mantidos na natureza em ciclos complexos que envolvem hospedeiros
vertebrados e vetores primarios que podem ser carrapatos, flebotomineos e
mosquitos. Antes de serem veiculados por artropodes hematdfagos a seres
humanos e ndo humanos, os arbovirus possuem parte do ciclo replicativo concluido
nos insetos (Go et al., 2014; Lopes et al., 2014). Os arbovirus sédo classificados
dentro de cinco familias virais: Peribunyaviridae, Flaviviridae, Togaviridae,
Rhabdoviridae, Reoviridae (Karabatso 1985; Gubler et al., 2001).

Os flavivirus pertencem a familia Flaviviridae. Além do género Flavivirus, a
familia Flaviviridae € composta pelos géneros Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus. O
termo “flavi” vem do latim “flavus”, que significa amarelo, em referéncia ao prototipo
da familia: o virus da Febre Amarela (YFV) (Stapleton et al., 2011).

O género Flavivirus € composto por mais de 50 espécies, dentre as quais,
destacam-se, quanto a sua importancia em saude publica, DENV, ZIKV, YFV, WNV,
virus da Encefalite Japonesa (JEV), SLEV, ROCV, virus llheus (ILHV) e virus da
Encefalite Transmitida por Carrapatos (TBEV) (Lindenbach et al.,, 2003).
Filogeneticamente, o género Flavivirus organiza-se em uma arvore monofilética, com
dois ramos maiores emergindo a partir de um ancestral comum. Um ramo contém
virus ndo transmitidos por vetor e, o outro, virus transmitidos por vetor. Deste Ultimo
ramo, emergiram dois clusters, um de virus transmitidos por mosquitos e outro de

virus transmitidos por carrapatos (Kuno et al., 1998; Lanciotti et al., 2008) (Figura 1).
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Figura 1 - Arvore filogenética de maxima verossimilhanca do género Flavivirus
construida a partir da sequéncia completa de aminoacidos da poliproteina dos

flavivirus listados. Dentro do cluster de virus transmitidos por mosquitos, observam-

se nove clados.
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1.2.2. Morfologia e Ciclo Replicativo

Quanto as caracteristicas morfologicas, os flavivirus séo virus envelopados,
apresentando nucleocapsideo icosaédrico que protege o genoma de RNA de fita
simples de sentidopositivo (+ssRNA), com, aproximadamente, 11 kb de
comprimento. O genoma viral € linear codifica trés proteinas estruturais, proteina do
capsideo (C), pré-proteina de membrana (prM) e proteina de envelope (E) e sete
ndo estruturais proteinas (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Rice et al.,
1985; Gubler et al., 2007; Neufeldt et al., 2018, Cordero-Rivera et al., 2021) (Figura
2). O nucleocapsideo é formado pela associagcédo entre as proteinas C e 0 genoma
viral, e estd inserido no interior de uma bicamada lipidica derivada da célula
hospedeira, onde estdo dispostos dimeros da proteina E, e copias da proteina prM.
A prM compde a particula viral imatura, enquanto, que a proteina M, integra a

particula viral madura apoés a liberacéo da célula (Lindenbach et al., 2003) (Figura 2).

Figura 2 - Organizacéo e estrutura do genoma dos flavivirus.

Membrana viral

Fonte: Adaptado de Pierson & Diamond, 2020.
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O ciclo infeccioso envolve etapas de ligacdo e entrada do virus na célula,
seguidas de traducéo, replicacdo, montagem e liberacdo que garantem a geracao de
novos virus (Fishburn et al., 2022). O virion é internalizado por endocitose apo6s a
ligacdo da proteina E a receptores, por heparana-sulfato inespecifico (Chen et al.,
1997; Germi et al., 2002; Fishburn et al., 2022), incluindo lectinas do tipo C (Miller et
al.,, 2008), DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-
grabbing non-integrin) da célula hospedeira (Pereira et al.,, 2019; Carbaugh &
Lazear, 2020). No endossomo, em um ambiente levemente &cido, a membrana
endossomal se funde ao envelope viral liberando o nucleocapsidio no citoplasma,
em uma reacdo também guiada pela proteina E. O RNA viral é, entdo, traduzido em
uma poliproteina pela maquinaria de traducdo da célula hospedeira e inserida na
membrana do reticulo endoplasmatico (Morita et al., 2021; Fishburn et al., 2022).

A poliproteina é, posteriormente, clivada por proteases do hospedeiro e
proteases virais para gerar as trés proteinas estruturais e as sete proteinas nao
estruturais supracitadas. Essas proteinas ndo estruturais formam o complexo de
replicacdo viral. Apdés a replicacdo viral inicial, as proteinas virais auxiliam na
geracdo de organelas de replicacio em vesiculas associadas ao reticulo
endoplasmatico, protegendo os virions imaturos do citosol (Knyazhanskaya et al.,
2021; Morita et al., 2021).

O +ssRNA sera replicado a partir de um intermediario de polaridade negativa,
e transportado para o sitio de montagem de novos nucleocapsidios em uma vesicula
de invaginacdo no reticulo endoplasmatico (RE). A proteina C se acumula e
complexa em goticulas lipidicas, e esse complexo, € entdo recrutado, para tal
vesicula juntamente com o +ssRNA (Fishburn et al., 2022). Logo, os heterodimeros
de prM e E séo recrutados e trimerizados na membrana, formando um virion imaturo
(Hasan et al., 2018; Carbaugh et al., 2020). Os virions se acumulam nas cisternas do
RE antes do transporte para maturacdo, através da via secretora do hospedeiro
dependente de GBF1 (fator 1 de brefeldina A do complexo Golgi) ou através da
autofagia secretora, e sdo, entdo, transportados para o complexo de Golgi (CG) e
liberados por exocitose (Ferlin et al., 2018).

As particulas seguem no tréfico de vesiculas no CG, onde sofrem maturagéo

em duas etapas: primeiro, mudancgas conformacionais irreversiveis nas proteinas E e
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prM sdo desencadeadas pelo pH baixo da rede trans-Golgi. Essa mudanca
conformacional entdo expde o sitio de clivagem da proteina prM que € entéo clivada
por furina dando origem a proteina M. As particulas maduras sdo entdo secretadas
na superficie da célula via rota de secrecdo celular (Mukhopadhyay et al., 2005).
Finalmente, os virions livres sdo liberados em membranas derivadas de
autofagossomos e do conteudo lipidico, como de ésteres de colesterol, derivado da
bicamada da membrana celular do hospedeiro (Echavarria-Consuegra et al., 2019;
van Leur et al., 2021).

1.2.3. Manifestacdes clinicas e Imunopatogénese

Mesmo que a maioria dos casos de infec¢cdes por flavivirus sejam
assintomaticos, os sintométicos variam de apresentacfes leves, que incluem febre,
cefaleia, exantema, artralgia, mialgia e dor retro orbital, a sintomas moderados e
graves. As manifestacdes clinicas graves tipicas podem se apresentar categorizadas
em febre hemorragica, com aumento da permeabilidade e extravasamento vascular,

e complicacBes neuroldgicas (Van Leur et al., 2021).

A replicacdo de virus induz, primeiramente, a resposta imune inata, com
producdo de interferon e outras citocinas que irdo induzir a resposta imune
adaptativa (Seth et al., 2006; Van Leur et al., 2021). A célula hospedeira apresenta
receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) distribuidos nos compartimentos
endossomais e no citoplasma, que sdo capazes de detectar e responder ao +ssRNA
e a células infectadas por flavivirus. Trés classes de PRRs participam nesse
processo de deteccédo: receptor toll-like (TLR), gene induzivel por acido retinoico |
(RIG-I) e sintase GMP-AMP ciclica (cGAS). Os PRRs ativam, ainda, as cascatas de
sinalizacdo de proteinas que regulam a sintese e a secrecao de interferons (IFN) do
tipo | (Echavarria-Consuegra et al., 2019).

Notadamente, os IFN-I ocupam um papel importante na resposta antiviral a
flavivirus (Garcia-Sastre, 2017). O tratamento com IFN-I pode inibir a infeccéo por
DENV e por ZIKV. Entretanto, esses virus desenvolveram estratégias para superar

as barreiras imunologicas do individuo e estabelecer a infec¢do. A inibicdo do sinal
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de IFN-I se dar através do bloqueio de NS4B a IRF3 (fator regulador de interferon 3)
e da proteina serina-treonina-quinase ligadora de TANK 1 (TBK1) (Mufoz-Jordan et
al., 2005; Dalrymple et al., 2015; Pan et al., 2022), enquanto, que a NS5 se liga e
degrada STAT2 através da via do proteassoma (Ashour et al., 2009; Bowen et al.,
2017; Parisien et al., 2022). NS1 tanto pode inibir IFN-a em resposta mediada por
CD303 (Bos et al., 2020) como inibir a ativacdo de IFN-B mediada pela via RIG-I, em
infecgao por ZIKV (Xia et al., 2018).

Quanto a resposta celular a partir da infeccdo natural ou por imuniza¢éo por
vacina de DENV, NS3, NS5 e NS4B estimulam, preferencialmente, resposta pelas
células T CD8*, enquanto proteinas estruturais e NS1 estimulam resposta T CD4*
(Duangchinda et al., 2010; Weiskopf et al., 2015; Van Leur et al., 2021). A produgéo
de anticorpos pelas células B é crucial para desenvolvimento de imunidade viral e a
participacdo dos anticorpos neutralizantes, que tém papel importante tanto na
protecdo vacinal como no diagndéstico confirmatério da infeccéo por flavivirus (Xia et
al., 2018).

Os flavivirus compartilham sequéncias antigénicas semelhantes, por isso,
muitas vezes levam a reatividade cruzada de anticorpos direcionada as contra
proteinas E (determinante imunogénico principal do virion), prM e NS1, sobretudo
entre DENV e ZIKV, o que pode aumentar a protecdo ou exacerbar a doenca
durante uma infec¢do secundéria por uma cepa relacionada, mecanismo conhecido
como ADE (antibody-dependent enhancement) (Mongkolsapaya et al., 2003;
Duangchinda et al., 2010; Culshaw et al., 2017; Van Leur et al., 2021).

A imunopatologia classica das infeccbes € dependente de células T e B,
conferindo, as infeccdes secunddarias, uma montagem de resposta imune mais
rapida que a infeccdo primaria e com altos titulos de anticorpos da classe IgG.
Todavia, a resposta do sistema imune do hospedeiro ao virus também pode vir
acompanhada de um processo conhecido como original antigenic sin, ou pecado
antigénico original, caracterizado como infec¢des sequenciais por virus relacionados
que geram ativacdo de células de memodria e uma resposta de anticorpos e de
células T menos potentes que a exposicado primaria (Mongkolsapaya et al., 2003). O
evento pode ser observado em casos graves de Dengue, nos quais a resposta

imune parece ser ineficaz, acompanhado de producdo de clones de baixa avidez,
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ativagao de células T aberrantes e “tempestade de citocinas” (Mongkolsapaya et al.,
2003; Duangchinda et al., 2010; Culshaw et al., 2017; Van Leur et al., 2021). O
fendbmeno ndo é observado apenas entre os flavivirus e foi, primeiramente,
observado em criangas na resposta produzida a vacina do virus influenza, como

relatado por Vatti et al. (2017) e Henry et al. (2018).

1.2.4. Infeccao por flavivirus no sistema nervoso

Comparada as etiologias bacterianas, fungicas e por outros virus, a
mortalidade das doencas neuroldgicas por flavivirus ainda é considerada baixa,
inferior a 1% (Lyons, 2018). Entretanto, a morbidade associada a essas infec¢des
pode persistir mesmo apds alta hospitalar, com sequelas motoras de paresia,
paralisia, fraqueza muscular, dificuldade para deambular, ataxia, dor neuropatica e
doenca autoimune (Bentes, 2020).

A ocorréncia de encefalite viral aguda pode variar entre 1-13 casos/100.000
habitantes, e estimar a incidéncia exata desse agravo é muito dificil, porque muitos
casos sao diagnosticados como meningite indeterminada com complicacfes
neurolégicas ou podem ser confundidos como encefalopatias metabdlicas,
vasculares ou transtornos psiquiatricos agudos (Vieira, 2020).

Ao invadir o sistema nervoso do hospedeiro por disseminacdo hematogénica
ou a partir de terminacdes nervosas, os flavivirus atingem regibes anatébmicas
distintas, como as meninges (levando a meningite), o cortex cerebral (provocando
encefalite) e a medula espinhal (causando mielite), ou, até, simultaneamente em
multiplas regides, tal como na meningoencefalite e na encefalomielite (Sousa Jr et
al., 2021).

Estudos neuroldgicos de infeccdo por DENV, em camundongos,
demonstraram infiltracdo leucocitaria no interior da pia-mater e replicacdo do virus
em células endoteliais do SNC, astrdcitos, micrdglia e oligodendrdcitos (Lee et al.,
2016; Amorim et al., 2019). A replicacdo e montagem do virus podem aumentar a
apoptose do tecido cerebral infectado. Outrossim, estudos in vivo utilizando modelo
murino, mostraram que mutacdes de trés aminoacidos nas proteinas E e no dominio
da helicase NS3 do DENV-1 foram associadas ao aumento da neuroviruléncia e

causando danos extensos com leptomeningite e encefalite (Bordignon et al., 2007)
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Esse perfil de resposta do DENV, também foi observado em infec¢cdo por
ZIKV, levando a prejuizos de nutricdo e diferenciacdo de neurdnios, resposta pro-
inflamatoria no tecido cerebral e perda de forca ou paralisia nos membros inferiores
e superiores em modelo animal (Shao et al., 2017; Amorim et al., 2019; Alcantara et
al., 2021). Além disso. O ZIKV exibe um tropismo por células progenitoras neuronais
e, por esse motivo, pode trazer prejuizos permanentes no neurodesenvolvimento do
individuo (Azevedo et al., 2018; Alcantara et al., 2021).

As alteracdes neurologicas deixadas por WNV sdo consonantes para a
presenca de vacuolizacdo e inflamacao do parénquima cerebral com degeneracéo e
morte neuronal (Sejvar & Marfin, 2006; Peng & Wang, 2019). A morte dos neurénios,
ocorre, predominantemente, via apoptose apds a ativacdo de vias das caspase-9,
caspase-3, pela indugcéo da resposta ao estresse no RE, e pela ubiquitinizagdo de
proteinas durante a replicacdo do WNV (Peng & Wang, 2019). Além do dominio
helicase e protease de NS3, o aminoacido na posi¢cao 30 da proteina NS2A aumenta
o efeito citopatico de WNV em cultura de célula (Rossi et al., 2007; Clarke et al.,
2021).

Como efeito, a infeccdo pode vir acompanhada de ataxia cerebelar,
instabilidade troncular e distarbios extrapiramidais, que, inicialmente, manifesta-se
como alteracdo de estado mental, e posteriormente, culminam em distarbios da
marcha levando a quedas, instabilidade postural, tremores de membros superiores,
e movimentos anormais que se assemelham a sinais parkinsonianos. Quando casos
de paralisia sdo observados, é provavel o envolvimento de WNV com 0s neurdnios
motores inferiores na regido que compreendem as células do corno anterior da
medula espinhal, como visto na poliomielite, infeccdo causada pelo poliovirus (Sejvar
& Marfin, 2006; Donadieu et al., 2013, Santini et al., 2022).

Embora sejam escassos estudos sobre imunopatologia dos flavivirus, nas
infeccbes do SNC pelo ZIKV, o virus invade esse sistema, primariamente, ao
penetrar as células endoteliais do cérebro e, entdo, infectar astrocitos, sem romper a
integridade da barreira hematoencefalica (BHE) (Papa et al., 2017; Mustafa et al.,
2019; Clé et al., 2020a). Entretanto, Kim et al. (2020), com experimentos em
camundongos, sugere que héa participagdo da barreira hematoliquérica (BHL) em

estagio anterior a chegada do virus a BHE, uma vez que as células infectadas pelo
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ZIKV apareceram, inicialmente, nas regides periventriculares do cérebro, incluindo o
plexo coroide e as meninges, antes da infeccdo do cortex, e que a infec¢ao cerebral
pode ser atenuada pela neutralizacdo do virus no LCR (Mustafa et al., 2019; Clé et
al., 2020a).

O WNV tem tropismo pelo cortex, corpo estriado, tronco cerebral, cerebelo,
e hipocampo, a depender da cepa infectante (Donadieu et al., 2013), com presenca,
nessas regides, de neuroniofagia, uma destruicdo de neurbnios por células
microgliais. Mesmo entendendo que as células-alvo para infeccdo de WNV no SNC
sejam o0s neurbnios e as células gliais, esse virus pode chegar a essas areas por
diversas maneiras, seja por uma infeccdo direta do endotélio vascular, ou
atravessando a barreira hematoencefalica, ou pelo mecanismo de “cavalo de Troia”
por um transporte por células imunes infectadas, ou pela infeccdo dos neur6nios
olfativos, ou transporte retrégrado axonal direto (Peng & Wang, 2019). Esses
mecanismos, embora conhecidos e compartilhados em outras infeccdes por

flavivirus, ainda precisam de melhor compreenséo.

1.2.5. Flavivirus Neurotrépicos

1.2.5.1. Virus Dengue (Orthoflavivirus denguei)

Os relatos de infec¢do pelo DENV vém desde o século XVII, porém néo ha
consenso quanto & origem geogréafica do virus. A hipétese de origem na Africa
sugere gque o comeércio maritimo e o trafico negreiro foram os caminhos para a
chegada do DENV as Américas. No Brasil, os primeiros casos registrados
aconteceram por volta de 1845, no Rio de Janeiro, acompanhados de sucessivas
epidemias de 1851 a 1853 e 1916 a 1923 (Gubler, 1997; Holmes & Twiddy, 2003).

Em 1981, uma grande epidemia foi documentada no estado de Roraima, onde
foram identificados os sorotipos DENV-1 e DENV-4. Posteriormente, em 1990, o
sorotipo DENV-2 e, em 2000, o DENV-3 foi detectado no Rio de Janeiro (Camara et
al., 2007; Figueiredo, 2010; Zanotto & Leite, 2018).

Assim, o DENV apresenta quatros sorotipos antigenicamente distintos: DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Harapan et al., 2020), todos transmitidos por
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mosquito do género Aedes. A transmissao de DENV envolve um ciclo silvestre e um
ciclo urbano. O ciclo silvestre esta relacionado com a circulacdo do virus entre
primatas ndo humanos e mosquitos Aedes sp. em florestas, enquanto o ciclo urbano
esta relacionado com a transmissdo entre mosquito Aedes sp. e seres humanos nas
cidades (Weaver et al., 2018; Ferreira-de-Lima & Lima-Camara, 2018). O periodo de
incubacéo intrinseco da infeccdo pelo DENV é de quatro a dez dias ap0s a picada
de um mosquito infectado (WHO, 2009; WHO, 2022).

O espectro da infeccdo varia de casos assintomaticos a sintomaticos. A
classificacdo dos casos de dengue proposta pela OMS, em 1997, era dividida em
trés categorias clinicas: dengue classica (DC), febre hemorragica da dengue (FHD),
sindrome do choque da dengue (SCD), entretanto essa classificagdo mostrou nao
ser suficiente na triagem de pacientes com dengue grave (DG). Até que, em 2009, a
OMS definiu uma nova classificacdo para a doenca, DC e DG, sendo a DC com ou
sem sinais de alarme (WHO, 2009; Htun et al., 2021).

O DENV infecta, principalmente, mondcitos e macréfagos, que podem
transportar o virus para o sistema nervoso. Além disso, neurdnios dos cornos
anteriores (motores), hipocampo e cértex cerebral, em modelos experimentais, sao
permissivos a infeccdo por DENV, mantendo a replicacdo viral ativa. Esse fator é
importante para o diagnéstico da doenca, uma vez que a deteccdo de RNA ou
antigeno viral, bem como a presenca de infiltrado celular inflamatério no LCR e a
sintese intratecal de anticorpos especificos do tipo IgM, confirmam a invasdo do
SNC pelo DENV (Bentes et al., 2019).

Estima-se que 0,5-20% dos pacientes com dengue podem desenvolver
manifestacdes neuroldgicas (Sanguansermsri et al., 1976; Li et al., 2017). Além dos
relatos de envolvimentos SNC e SNP, infeccdes por DENV podem levar a
comprometimentos oculares como uveite, hemorragia subconjuntival e sindromes
imunomediadas p6s-dengue (Solbrig & Perng, 2015; Maurya et al., 2016; Li et al.,
2017).

Até a Semana Epidemiologica 13 de 2023, foram registrados 562.306 casos
provaveis de dengue (taxa de incidéncia de 264,0 casos por 100 mil habitantes
notificados no Brasil, em 4.193 municipios com casos), com 5.266 casos

apresentando gravidade e com sinais de alarme. Essa taxa de incidéncia representa
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um aumento de 35% de casos registrados para o0 mesmo periodo em 2022. Durante
o periodo, foram registrados 148 o&bitos confirmados e 228 em investigacao,

representando uma taxa de letalidade de 2,8% (Brasil, 2023).

1.2.5.2. Virus Zika (Orthoflavivirus zikaense)

O ZIKV foi isolado, pela primeira vez, em 1947, na floresta de Zika, Uganda. O
neurotropismo desse virus foi evidenciado por edema cerebral e degeneragao
neuronal apés inoculacdo experimental de ZIKV em ratos, ainda em 1952 (Dick et
al., 1952). Embora tenha sido associado a infec¢cdo sem gravidade por décadas, em
2015, o ZIKV teve sua importancia global reconhecida, ap6s associacdo com
microcefalia, calcificagbes subcorticais, hipoplasia cerebelar, contraturas congénitas,
artro gripose, alteracdes retinais e, até perda fetal (Bentes et al., 2019). Sindrome de
Guillain-Barré (SGB) e outras complica¢gBes neuroldgicas também tém sido descritas
para o ZIKV (Pinheiro et al., 2016; WHO, 2016; Evangelista et al., 2021).

Trés linhagens distintas baseadas na origem geogréfica foram propostas entre
as cepas de ZIKV. A linhagem do Leste Africano, representada pela cepa protétipo
de Uganda; a Linhagem do Oeste Africano, contendo as cepas do Senegal; e a
linhagem Asiatica, compreendendo as cepas circulantes no sul da Asia e a que
causou o surto na ilha de Yap, outras ilhas do Pacifico e nas Américas (Lanciotti et
al., 2008; Calvet et al., 2016; Enfissi et al., 2016; Haddow et al., 2012).

De modo semelhante ao DENV, a principal forma de transmissao de ZIKV é
vetorial, principalmente pelas espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus. Essa via
sustenta a prevaléncia da doenca durante as epidemias urbanas. Vale a pena
ressaltar que, além do ciclo urbano, o ZIKV possui um ciclo silvestre, que ocorre na
Africa, tendo os seres humanos como hospedeiros acidentais. O DENV e o ZIKV s&o
transmitidos para os seres humanos através da picada da fémea dos mosquitos
Aedes spp. (Suwanmanee & Luplertop, 2017; Brasil, 2021).

Outra possibilidade de transmissdo € a sexual, que trouxe preocupagao,
principalmente, em viajantes originarios de paises onde ndo ha circulagdo vetorial,
retornando de areas epidémicas de ZIKV (Foy et al., 2011). A transmissao vertical

pela via transplacentaria em mulheres gravidas, especialmente no primeiro trimestre
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de gestacéo, representa o maior impacto social da infeccédo por ZIKV (Besnard et al.,
2014; Oliveira & Vasconcelos, 2016; Azevedo et al., 2018). Menos frequentes, a
transfusdo sanguinea (Musso et al., 2014) e a exposicéo laboratorial também foram
relatadas (Evangelista et al., 2021).

Quanto aos dados epidemioldgicos, até a Semana Epidemiolégica 13 de
2023, ocorreram 4.946 casos provaveis de ZIKV, estando esses casos em 493
municipios, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 2,3 casos por 100 mil
habitantes, um aumento de 312% comparado a 2022 no Brasil, com 394 gestantes
infectadas (Brasil, 2023).

1.2.5.3. Virus do Nilo Ocidental (Orthoflavivirus nilense)

O WNV foi identificado pela primeira vez na provincia do Nilo Ocidental de
Uganda, em 1937, em um paciente febril. Nessa época, o WNV foi considerado de
menor importancia humana, pois causava apenas infec¢des leves. Em 1953, foi
identificado em aves (corvos e columbiformes) na regido do delta do Nilo. Em 1999,
um surto de encefalite humana concomitante a extensa mortalidade de aves em um
zoolégico na mesma area dos Estados Unidos acendeu a emergéncia em saude
para esse virus (Costa et al., 2021).

Filogeneticamente, o0 WNV € agrupado em nove linhagens. As cepas das
linhagens 1 e 2 sdo virulentas e tém sido responsaveis por diversos surtos e de
doenca neuroldgica grave (Bakonyi et al., 2006). A linhagem 1 é subdividida em 3
sub-linhagens, la, 1b e 1c, que abrangem isolados amplamente distribuidos pelo
mundo (Africa, EUA, Europa, Oriente Médio, Australia e india) (Murray et al., 2010;
Habarugira et al., 2020). Os isolados da linhagem 2 s&o considerados menos
virulentos entre 0s neurotropicos e causaram varios surtos em humanos, cavalos e
aves na Africa Subsaariana, Madagascar e Europa. A linhagem 7, ou Koutango,
parece ser mais patogénica e apresenta curto inicio dos sintomas neurolégicos. O
virus Koutango foi inicialmente classificado como uma espécie independente do
género Flavivirus, mas, posteriormente, foi classificado como uma cepa de WNV.

Essa linhagem ¢é limitada a Africa (Senegal, Somalia e Niger) (Fall et al., 2021).
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Na América do Norte, a incidéncia de WNV é sazonal, variando conforme a
regido analisada. Na América do Sul, a dispersdo do WNV € pouco compreendida, e
a participacdo de aves migratérias vindas do Hemisfério Norte pode sustentar a
ainda silenciosa circulagdo desse virus (Costa et al., 2021). Ha& relatos de
soropositividade em equinos na Colémbia, Argentina e Brasil, neste altimo incluindo
casos de epizootias. A partir de uma epizootia em equinos no estado do Espirito
Santo, obteve-se o primeiro isolamento do virus no pais (Silva et al.,, 2019). A
infeccdo humana pelo WNV foi descrita em um caso de encefalite no estado do Piaui
(Vieira, 2015).

O WNV tem, como principais vetores, Culex pipiens e Culex quinquefasciatus,
sendo mantido na natureza em um ciclo mosquito-aves (Figura 3). Além de
humanos, o WNV pode infectar equinos, ovinos, felinos, roedores, aves e répteis. Os
equinos sdo considerados espécies sentinelas para surtos de WNV com potencial
propagacdo na comunidade. Os demais hospedeiros parecem ter menor potencial

de espalhar a infeccéo (Habarugira et al., 2020).

Figura 3 - Ciclo de transmissao de WNV.
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Legenda: (a) mosquito vetor competente, (b) via direta entre aves, (c) para varios
hospedeiros (humano, cavalo e crocodilo) através da picada de mosquito, (d) via

transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos em humanos, (e) crocodilo através da

agua contaminada pelo WNV. Fonte: Adaptado de Habarugira, 2020.
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Aproximadamente 80% das infeccbes por WNV em humanos sao
assintomaticas. Os casos sintomaticos leves incluem febre, dor de cabeca, cansaco
e vOmitos, enquanto a doenga grave pode invadir o SNC e causar febre alta, coma,
convulsdes e paralisia (Costa et al., 2021). Individuos de todas as idades parecem
ser igualmente suscetiveis a infeccdo por WNV, mas as taxas de morbidade e
mortalidade aumentam com a idade, especialmente a partir dos 60 anos (Petersen,
2019).

A transmisséo vertical do WNV (CDC, 2002; Colpitts et al., 2012), bem como
por transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos, também foi relatada em humanos
(Rhee et al., 2011; Cervantes et al., 2015).

1.2.5.4. Virus da Encefalite de Saint Louis (Orthoflavivirus louisense)

O SLEV foi isolado pela primeira vez em 1933 durante uma grande epidemia
que ocorreu em Saint Louis, Missouri, EUA. Ao longo do século XX, mais de 50
surtos com casos de encefalite por SLEV foram registrados nos EUA (Reisen, 2003),
além de relatos ao sul do Canada, México, Ameérica Central e América Sul. No Brasil,
areas da Amazobnia (Salvaterra e Braganca/PA, Macap&/AP, Rio Branco/AC) e do
Pantanal (Maracaju/MS) revelaram ser endémicas em regides de zona rural, com
alta prevaléncia de anticorpos neutralizantes (50,9%) com base em inquéritos
sorologicos em equinos (Rodrigues et al., 2010b).

O SLEV apresenta oito linhagens filogenéticas (I a VIII), sendo a linhagem tipo
VIII identificada pelo IEC/PA. Nesse estudo, Rodrigues et al. (2010a) ainda
demonstraram que os genaétipos V e VIl sdo amplamente distribuidos na Amazénia
brasileira, enquanto os gendtipos Il e Il circulam em area restrita do estado de Sao
Paulo.

Como ocorre com o WNV, o ciclo mosquito-aves mantém a transmissédo do
SLEV. Os mosquitos culicideos das espécies Culex pipiens, Culex quinquefasciatus,
Culex tarsalis e Culex nigripalpus podem transmitir o SLEV as aves passeriformes,
humanos e mamiferos domésticos. Em equinos, a auséncia de epizootias em
regides de elevada prevaléncia sugere que a infeccdo por SLEV seja subclinica ou
oligossintomatica (Rodrigues et al., 2010b).
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Espécies pertencentes aos géneros Aedes, Mansonia e Sabethes sao
consideradas vetores potenciais, e, uma vez infectados, podem transmitir o SLEV a
outros hospedeiros vertebrados. Assim, € provavel existirem ciclos secundéarios do
virus, resultando na participacdo de outros animais em areas de floresta, como
roedores e marsupiais no solo e primatas hdo humanos na copa das arvores (Hervé
et al., 1986).

A infeccdo por SLEV pode ser classificada em trés sindromes clinicas:
doenca febril com cefaleia e mialgia, meningite asséptica e encefalite. A gravidade
da doenca aumenta conforme a idade do paciente (Moraes et al.,, 2021). Em
pacientes que desenvolvem doenca grave, um quadro febril agudo pode preceder
sinais e sintomas neuroldgicos, incluindo rigidez da nuca, desorientacdo, marcha
instavel, apatia, sonoléncia, coma e morte. A taxa de letalidade varia de

aproximadamente 2%, em jovens, a 22% em idosos, acima dos 75 anos.

1.2.5.5. Virus llhéus (Orthoflavivirus ilheusense)

O ILHV foi descrito pela primeira vez em 1944, a partir do isolamento de uma
mistura de mosquitos Aedes spp. e Psorophora spp. capturados durante
investigacdo epidemioldgica de febre amarela, em Ilhéus, Bahia (Karabastos, 1985).
No mesmo periodo, infeccbes em humanos também foram identificadas por
sorologia (Karabastos, 1985; Venegas et al., 2012; Henriques et al.; 2016).

O ILHV foi incluido no grupo antigénico de virus Ntaya pelo Comité
Internacional de Taxonomia viral (CITV). O virus tem como principal vetor
Psorophora ferox, que apresenta habitos silvestres, embora tenha sido isolado em
mosquitos das espécies Culex coronator, Haemagogus spegazzinii, Sabethes
chloropterus. Ha descricbes de isolamento viral e deteccdo de anticorpos anti-ILHV
em aves silvestres, primatas ndo humanos e morcegos (Henriques et al., 2016; Reis
& Neto, 2021).

Em humanos, o ILHV causa infec¢cbes assintomaticas, com raros relatos de
encefalite em paises da América Central e do norte da Ameérica do Sul, como
Trinidad, Panama, Colémbia, Guiana Francesa, Brasil, Equador e Bolivia. O

percentual de positividade sorolégica nas areas endémicas pode variar de 3,4 a 36%
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(Cruz et al., 1997) e, mesmo assim, 0s casos clinicos observados sugerem que as
infeccbes sejam, em sua maioria, brandas ou inaparentes (Pauvolid-Corréa et al.,
2013).

Um modelo experimental indica neurotropismo e persisténcia de até 30 dias
do ILHV em tecido cerebral de hamsters dourados, Mesocricetus auratus
(Henriques, 2009).

1.2.5.6. Virus Rocio

O ROCYV foi descrito, pela primeira vez, em 1975, em uma epidemia com 465
casos notificados na zona rural de Sdo Paulo. Meses ap0s o inicio dos casos, 0 virus
foi isolado de cerebelo e medula espinhal a partir de um caso fatal de encefalite em
um morador do bairro de Rocio, localizado no municipio de Iguape/SP (Lopes,
1986). O ROCV também foi responséavel por mais de uma centena de 6bitos por
meningoencefalite em comunidades costeiras. Em 2011, ROCV ressurgiu, causando
surto no estado de Goias (Saivish et al., 2020).

E provavel que a transmissdo do ROCV ocorra através do género Aedes,
Psorophora e Culex, e que passaros silvestres - como da espécie Zenothrichia
capensis - tenham participacdo na manutencdo do ciclo do ROCV, como
reservatorios naturais. Infeccbes em cavalos também foram descritas e ressaltam o
papel desses animais na vigilancia epidemiol6gica do ROCV (Neves & Machado,
2016).

Assim como o ILHV, o ROCV também demonstrou neurotropismo e
persisténcia de até 3 meses em tecido cerebral de hamsters dourados (Henriques,
2009). Embora com relatos fatais, acredita-se que a grande maioria das infec¢des
por ROCV seja subclinica.

1.2.5.7. Virus da encefalite japonesa (Orthoflavivirus japonicum) e Virus da
encefalite transmitida pelo carrapato (Orthoflavivirus encephalitidis)

O JEV é a principal causa de encefalite viral na Asia (Mackenzie et al., 2022).

Em 2022, a OMS chamou atencéo para a possibilidade de dispersao do JEV pela



35

Oceania, com casos de infeccdo na Australia, e em paises do pacifico ocidental
(Australia, 2023).

O TBEV tem ampla distribuicdo mundial, com descricdo de casos em diversos
paises na Europa e Asia. No continente europeu, a doenca € transmitida por
carrapatos do género Ixodes spp., também encontrados no Brasil (Goonawardane et
al., 2022).

Até meados de 2023, néo foi identificada a circulagédo dos virus JEV e TBEV

em territério brasileiro.

1.2.6. Epidemiologia das doencas neuroinvasivas por flavivirus no Brasil

A preocupacdo com o0s casos de infec¢cdes neuroldgicas causadas por
flavivirus tem se tornado cada vez mais evidente nas Ultimas décadas (Figura 4). Em
2005, um surto de encefalomielite relacionada a Dengue ocorrido no estado de
Rondbnia, resultou na emissao, pelo Ministério da Saude (MS), de uma nota técnica
alertando para a possibilidade de complicacdes neuroldgicas da infec¢éo pelo DENV
(BRASIL, 2017). Um ano depois, o SLEV foi detectado em seis pacientes
diagnosticados com meningoencefalite, durante uma epidemia de DENV no estado
de S&o Paulo (Mondoni et al., 2007).
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Figura 4 - Marcos temporais e laboratorios de referéncia regional para o diagndstico

das manifestacdes neuroldgicas por flavivirus no Brasil.
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Entre 2006 e 2008, infec¢cbes causadas também pelo DENV levaram
preocupacdo ao Rio de Janeiro, com a etiologia associada a 50% das internacdes
por meningoencefalite durante o periodo (Brasil, 2017).

Em 2010, o ROCYV foi detectado no LCR de dois pacientes do estado do
Amazonas com meningoencefalite, em coinfec¢cbes pelo HIV (Figueiredo &
Figueiredo, 2014). Posteriormente, foram relatados outros quadros neurolégicos
associados a membros do género flavivirus. Em 2014, o WNV foi descrito pela
primeira vez, causando infec¢ao neuroinvasiva em humanos no Brasil, no estado do
Piaui (Vieira et al., 2015), o que foi confirmado por técnica sorolégica pelo
Laboratério de Referéncia Nacional (apontado em vermelho no mapa da Figura 4). O
IEC também confirmou, um ano depois, a associagcao entre o ZIKV e os casos de
microcefalia observados no Nordeste do Brasil (Brasil, 2017). Em 2017, um paciente
procedente de S&o Paulo foi a 6bito, apos complica¢des neurologicas graves de uma
infecgéo pelo ILHV (Millhim et al., 2020).
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1.2.7. Diagndstico laboratorial de flavivirus

O diagnéstico de flavivirus segue o padrao do curso da doenca. Na fase
aguda, com até cinco dias ap0s o inicio dos sintomas, a técnica de RT-gPCR ¢é a
mais empregada para deteccdo do RNA viral (LACEN-GO, 2017; PAHO, 2017,
Henriques et al., 2020; Piantadosi & Kanjilal, 2020). A depender da integridade da
particula viral encontrada na amostra, o isolamento de virus em cultura de célula de
vertebrado (VERO) ou invertebrado C6/36 também podem ser utilizados como
ferramentas viaveis na confirmacdo diagndstica. A pesquisa de antigeno viral de
NS1, particularmente em DENV, pode ser escolhida como triagem para isolamento
de DENV em cultura de célula (LACEN-GO, 2017) e nas situa¢cfes de epidemias nas
quais o0 acesso aos servicos de referéncia € mais dispendioso. Técnicas de
sequenciamento de nova geracao (NGS) estdo cada mais sendo usadas na pratica
dos laboratérios de referéncia para auxiliar resultados inclusivos ou amostras com
dificuldade de recuperacédo, como em LCR (Wilson et al., 2017; Mello et al., 2021,
Piantadosi et a., 2021).

Apés cinco dias de doenca, o diagndstico de escolha sdo os métodos
sorologicos. O teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH) € reservado a rotina de
Laboratério de Referéncia Nacional para o Diagnéstico de Arboviroses (Secédo de
Arbovirus e Febre Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas) e € valioso tanto para
a triagem dos arbovirus, a partir de uma reacdo sorogrupo especifica e
direcionamento aos testes confirmatérios, quanto para a avaliacdo da resposta
imune priméaria e secundaria a infec¢des por arbovirus. Os testes confirmatdrios de
rotina para o diagndstico de arbovirus sdo o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de
captura de IgM. Para flavivirus, o teste de Neutralizacdo por Reducdo de Placa
(PRNT®®) é considerado padrdo-ouro, e devido a especificidade, usado para
confirmar o resultado de amostras positivas do ELISA (LACEN-GO, 2017; PAHO,
2017; Henriques et al., 2020).

Para aumentar a sensibilidade e a praticidade do PRNT®, foram introduzidas
técnicas de engenharia reversa para o desenvolvimento do teste de neutralizagédo
utilizando virus reporter (RVNT). A priori, a padronizacdo do RVNT® foi feita em

amostras de soro com perfil de resposta primaria, procedentes dos Estados Unidos,
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e, em testes de avaliacdo de imunoprotecao vacinal (Shan et al., 2017a; Shan et al.,
2017b). Além disso, esse 0 RNVT® é (til para testar amostras com volume reduzido
de coleta e com uma concentragdo menor de anticorpos como encontrado no LCR.

Na elucidagcdo de casos agudos de infeccdo por flavivirus, € recomendada a
solicitacdo de amostras pareadas de soro. A coleta deve ser realizada entre a fase
aguda e a fase convalescente, em um intervalo entre a primeira e a segunda coleta
de pelo menos dez dias (PAHO, 2017). Essa conduta € valorosa, principalmente,
nas ocasides de reatividade cruzada com outros membros do género, comumente
observada no Brasil.

A resposta imune primaria é observada nos individuos que ndo apresentam
infecc@o prévia por flavivirus e € caracterizada por baixos titulos de anticorpos IgM.
A IgM é o primeiro isotipo de imunoglobulina a aparecer, aproximadamente, trés a
cinco dias apés o inicio dos sintomas. Os niveis de IgM atingem um pico duas
semanas apoOs o inicio da febre, e subsequentemente, declina a niveis néo
detectaveis, ap0s dois ou trés meses (Martin et al., 2000; Guzman et al., 2010). Ja a
imunoglobulina G (IgG) especifica é detectavel apenas no final da primeira semana
da doenca, crescendo gradativamente e perdurando por meses (Guzman et al.,
2010).

Na resposta imune secundaria, o estimulo da resposta imune celular de
memo©ria traz, como consequéncias, uma robustez na producdo de anticorpos, com
titulos de anticorpos IgM e IgG mais altos, e reconhecimento de estruturas
antigenicamente compartilhadas por virus de mesmo género a partir de uma
infeccdo anterior (Henriques et al., 2020).

A suspeita clinica e epidemiolégica pode orientar o diagndstico de flavivirus,
como observado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Manejo laboratorial das amostras colhidas com suspeita de doenca

neuroinvasiva.

Soro — 12 amostra (fase aguda)

- ELISA-IgM para DENV, CHIKV e ZIKV: independente do intervalo entre o
inicio dos sintomas e a coleta

- RT-PCR para DENV, CHIKV e ZIKV: se amostra colhida até o quinto dia
de inicio dos sintomas

Soro — 22 amostra (fase de convalescenca)

- ELISA-IgG/IgM para DENV, CHIKV e ZIKV: independente do intervalo
entre o inicio dos sintomas e a coleta

LCR (amostra unica)

- ELISA-IgM para DENV, CHIKV e ZIKV: independente do intervalo entre o
inicio dos sintomas e a coleta

- RT-PCR para DENV, CHIKV e ZIKV: se amostra colhida até o 30° dia de
inicio dos sintomas

Urina

- RT-PCR para ZIKV: se amostra colhida até o 15° dia de inicio dos

Fonte: Adaptada de Brasil, 2017.

1.2.8. Padronizacao de técnicas moleculares para o diagnostico de flavivirus

A RT-gPCR quantitativa em tempo real € baseada em sondas fluorescentes
gue acompanham a amplificacdo de RNA durante cada ciclo de reacdo (Grygorczuk
et al., 2022), e que tornou capaz a deteccdo de quantidades minimas de acido
nucleico em uma variedade de espécimes clinicos (Calvet et al., 2018; Santiago et
al., 2018; Nunes et al., 2019; Queiroz et al., 2021; Grygorczuk et al., 2022).

A técnica é conhecida por ser sensivel, especifica e aliar rapidez na entrega
dos resultados. Atendendo a essa proposta de agilidade, as reacdes multiplex
detectam mais de um patdégeno em Uunico tubo de reacdo (Queiroz et al., 2021;
Songjaeng et al., 2022), sendo razoavel, pelo menos, a inclusdo de corantes

fluorescentes diferentes, conforme os alvos pesquisados. A ferramenta de
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bioinformética € um importante recurso para o desenho dos primers, na qual a
adequada identificacdo de regibes gendmicas de patdégenos contribui diretamente
para o aumento da sensibilidade e especificidade da reacao (Daidoji et al., 2021).

Durante a padronizacdo de uma RT-gPCR, parametros envolvendo qualidade
e integridade do RNA, eficiéncias da reacdo e sensibilidade analitica devem ser
analisados (Queiroz et al., 2021). A sensibilidade esta relacionada com o limite de
deteccdo, a qual é a concentracdo de RNA viral que pode ser detectada com
razodvel certeza, certeza essa, que € igual a 95% de probabilidade. Outro parametro
critico durante a avaliacdo, € o uso de controle interno e/ou externo fundamental
para analisar a qualidade do RNA extraido, que € inerente a caracteristica e ao
método de conservacdo da amostra (aspecto pré-analitico) (Nunes et al., 2019;
Grygorczuk et al., 2022).

A medida que os flavivirus ganham importancia em satde publica, causando
surtos irrestritos as areas geograficas delimitadas, (Elizalde et al., 2020; Tomar et al.,
2021) aumenta o interesse em desenvolver protocolos, capazes de garantir um
diagndstico precoce, inclusive nas infec¢des, em que o virus cause baixa viremia no
hospedeiro. A técnica de RT-qPCR cumpre, sobremaneira, essa necessidade
(Queiroz et al., 2021; Elizalde et al., 2020).

Ja foram descritos diversos protocolos de RT-gPCR singleplex para Pan-
DENV (Songjaeng et al., 2022), para WVN (Tomar et al., 2021), para JEV (Bharucha
et al., 2018), género especifico (Daidoji et al. 2021), reacdes duplex de EEEV e
SLEV (Hull et al., 2008), JEV e soro complexo Ntaya em passaros (Elizalde et al.,
2020), YFV (Queiroz et al., 2021), trioplex de ZIKV, DENV e CHIKV (Santiago et al.,
2018).

A genética reversa € uma ferramenta importante na confeccdo de produtos
empregados em pesquisa de propriedades biolégicas como viruléncia, sitios de
replicagcéo, patogenicidade a estudos preliminares de vacinas em modelos animais,
possibilitando a distingdo entre imunizados e ndo imunizados, bem como, método de
triagem de antivirais (Chen et al.,, 2022; Sergeeva et a., 2022). Dentro das
aplicabilidades, uma sequéncia reporter pode ser um marcador no rastreio de virus
recombinantes, podendo estar sob regulacdo de promotor viral ou fusionadas

estrutura génica viral (Kassar et al., 2017; Shan et al., 2018; Nouda et al., 2021).
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Os virus reporter sdo produzidos a partir de uma sequéncia de DNA de
interesse inserida no vetor de clonagem, e o produto amplificado, é transcrito e
transferido para células hospedeiras. A replicacdo do virus reporter € avaliada
através da mensuracdo da atividade da proteina na forma de fluorescéncia ou
bioluminescéncia que em condicfes ideais aumentam sensibilidade dos testes
usados (Allard & Kopish, 2008; Shan et al., 2018).

Esse ganho de sensibilidade pode ser observado quando o virus reporter €
usado no teste de neutralizacdo (Shan et al., 2018). O PRNT®° é reconhecidamente
usado na rotina e indicado como padrdo-ouro para diferenciacdo espécie-especifica
de flavivirus em amostras positivas com rea¢éo cruzada no IH e ELISA (CDC, 2019;
Henrigues et al., 2020). E mesmo no PRNT®°, ha necessidade da solicitacéo de duas
amostras na fase convalescente para acompanhar o aumento de titulo de anticorpo.
Este teste fundamenta-se na inibicdo da infeccdo viral a partir da reducdo na
formacdo de placas em monocamada celular (Cordeiro et al., 2016). No entanto, a
praticidade do PRNT® é questionada, por ser tecnicamente complexo e laborioso,
limitando sua aplicacdo em situacbes de grande demanda (como em surtos e
epidemias), propenséo a variabilidade no padréo de placa formada, necessidade de
manipulacdes sucessivas do cultivo celular para se obter uma densidade de células
ideal e visualizacdo e contagem subjetiva das placas de infeccdo (Panning et al.,
2017).

1.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE DOENCA NERUROINVASIVA A
PARTIR DE LCR

1.3.1. Liquido Cefalorraquidiano (LCR)

O LCR é considerado um liquido nobre que serve como um meio para 0
fornecimento de nutrientes as células neuronais e as gliais, garantindo um ambiente
eletrolitico ao tecido nervoso. Também, € atribuida, ao LCR, funcdo semelhante ao
sistema linfatico para o SNC, uma vez que participa da eliminacdo de residuos
metabdlicos, transporta hormdnios, neurotransmissores e neuropeptideos.
Finalmente, o liquido produz uma barreira mecanica de atenuagéo de traumas sobre

0 cérebro e a medula espinhal (Morrison, 2009; Tumani, 2015b).
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Os espacos de circulacdo do LCR compreendem os ventriculos intracerebrais,
0S espacos subaracnoides cerebrais e espinais, como cisternas e sulcos, e o canal
central da medula espinhal (Davson et al., 1970). A maior parte desse fluido é
produzida nos ventriculos do cérebro pelo plexo coroide (Spector et al., 2015a). No
entanto, as células ependimarias que revestem os ventriculos produzem uma por¢ao
menor de LCR (Davson et al., 1987; Davson & Segal, 1996). Apos a producédo, o
fluido viaja através dos ventriculos e, em seguida, ao redor do cérebro e da medula
espinhal. E, entdo, reabsorvido diretamente no sangue por meio de estruturas na
membrana aracnoide chamadas de vilosidades aracnoides (Felgenhauer, 1995).

Em condicBes fisiologicas normais, o LCR lombar apresenta-se como um
liquido limpido e incolor, conhecido como “agua de rocha” (Puccioni-Sohler &
Soares, 2013; Brasil, 2019b). Entre os constituintes moleculares, é derivado
principalmente de sangue (80%), enquanto o restante dos constituintes, sao
sintetizados pelo plexo coroide nos ventriculos cerebrais e parénquima cerebral, ou
seja, por moléculas produzidas no ambiente intratecal (20%) (Thompson, 2005,
Tumani, 2015b). A sintese intratecal de proteina pode ser determinada indiretamente
pelo tamanho molecular e concentracdo sanguinea do analito, e o resultado obtido
pode indicar, producédo local, e consequentemente, alteracéo na fisiologia do LCR,
seja de imunoglobulinas ou de citocinas (Reiber & Peter, 2001; Freedman et al.,
2005).

A transferéncia de proteinas para o LCR ocorre por difusdo, por canais
semelhantes a poros para proteinas menores, e por pinocitose, em proteinas
maiores. Apds esse fluxo, a concentracdo liquida de proteina no soro (~7 g de
proteina/100 mL) é cerca de 200 vezes maior do que no LCR (~0,025 g de
proteina/100 mL) (Cutler et al., 1970; Spector et al., 2015b; Thompson, 2005).

JA a transferéncia de glicose se da por transporte ativo, via co-
transportadores de sédio na regido basolateral (glucose transporter 1). Outro
mecanismo de regulacao, € o transporte integrado de Na+, K+, Cl-, HCO3™ mediado
por carreador basolateral e apical via condutancia do canal idnico, seguindo o
gradiente osmatico. Os ions translocados, juntamente com a agua, difundem-se pelo
potencial de gradiente através dos canais de aquaporina 1 (Figura 5) (Johansson et
al., 2005; Liddelow, 2015; Spector et al., 2015b; McCabe & Zhao, 2021).
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A transferéncia de moléculas é seletivamente regulada e exercida pelos
sistemas de barreiras - hematoencefalica e hemato-liquérica, que diferem em
propriedades morfologicas e funcionais quanto a permeabilidade e fluxo (Tumani,
2015a). Essas barreiras restringem a livre passagem de moléculas, inclusive de
substéancias téxicas e células do sangue arterial, para o parénquima cerebral e para
0 espaco do LCR, mantendo o funcionamento neuronal (Teunissen & Zetterberg,
2021).

Figura 5 - Mecanismos envolvidos com a producdo e composi¢cao de LCR no plexo
coroide.

Secgdo cérebro coronal plexo coroide Barreira hemato-liquérica

Moléculas hidrofilicas
pequenas

Cérebro
/IcR

B
g TJ
.
£
Célula 2 Célula
epitelial do § epitelial do
plexo g plexo
=
Lamina
basal
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Legenda: TJ: juncdes apertadas; BV: vaso sanguineo; CP: plexo coroide; CPEC:
célula epitelial do plexo coroide; CSF: fluido cerebroespinal; LV: ventriculo lateral;
NU: nucleo; ST: estroma/ membrana basal; 3V: terceiro ventriculo. Fonte: Adaptado
de Liddelow 2015.
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A barreira hematoencefalica (BHE) consiste nas células endoteliais dos
capilares cerebrais que separam 0 sangue do tecido parenquimatoso cerebral.
Também fazem parte da BHE os astrécitos, pericitos e membrana basal e a
microglia (Abbott et al., 2010; Kadry et al., 2020; Lange & Udenaes, 2022). As
células endoteliais que compdem a BHE, diferentemente das demais, ndo possuem
nem frenestracdes, nem atividade picnoética. Elas utilizam de mecanismos de
transporte ativo para regular a passagem de moléculas, além de expressarem
proteinas de juncbes apertadas (Claudin-5, Occludins e Junctional Adhesion
Molecules [JAMs]) (Saitou et al., 2000; Ebnet et al., 2003; Umeda et al., 2006;
Vermette et al., 2018; Castro Dias et al., 2019) que selam o espaco de células
endoteliais adjacentes, para impedir o movimento livre de moléculas hidrofilicas
entre sangue e cérebro (Abbott et al., 2010; Kadry et al., 2020; Lange & Udenaes,
2022).

A barreira hematoliquorica (BHL) refere-se ao espaco formado por vasos
sanguineos e células epiteliais do plexo coroide voltadas para o LCR. Ao contrario
dos vasos sanguineos que formam o BHE, os capilares do plexo coroide s&o
fenestrados e sem juncgdes para conectar as células endoteliais, permitindo o
movimento de moléculas maiores para o plexo coroide. Além disso, leucdcitos,
macrofagos e células dendriticas podem migrar pela camada de células
fibroblasticas semelhante as mesenquimais do estroma do plexo coroide antes de
serem transportados através da camada epitelial para o cérebro (Johanson et al.,
2011; Hofman & Chen, 2016; Woijcik et al., 2011; Strominger et al., 2018).

Outra caracteristica da BHL é a presenca na regido apical das células
epiteliais de microvilosidades com borda em escova que aumentam a é&rea de
superficie e facilita o transporte de moléculas para o ventriculo (Brown et al., 2004)
(Figura 2). Mesmo que mais permeavel, a BHL apresenta mecanismos de controle
de permeabilidade, como a BHE (Wong & Gumbiner, 1997; Steinemann et al., 2016;
Szczepkowska et al., 2019; Solar et al., 2020).

1.3.2. Critérios laboratoriais para avaliacédo do LCR

Uma andlise completa do LCR através de puncdo lombar pode auxiliar no

diagnéstico e tratamento de disturbios de SNC (Piantadosi & Kanijilal, 2020; Otto et
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al., 2022) e do sistema nervoso periférico (SNP). As indicacdes envolvem desde
casos urgentes de suspeita de infeccdo do SNC (meningite, meningoencefalite ou
encefalite), na ocorréncia de febre inexplicavel em criangca ou adulto com
imunodeficiéncia que apresente deméncia com progressdo rapida e convulsdes
recorrentes, além de acidente vascular cerebral isquémico, hemorragia
subaracnoidea, hipertensdo intracraniana idiopatica, meningite carcinomatosa e
possiveis distirbios neuroimunolégicos (Otto et al., 2022) e desmielinizantes, como
esclerose multipla (Tomas-Ojer et al., 2022), mielite transversa e sindrome de
Guillian-Barré (Oliveira et al., 2020).

E importante que a real necessidade para realiza¢do da puncédo lombar seja
avaliada pelo profissional médico, proporcionando beneficio terapéutico, frente aos
riscos e as complicagBes envolvidas com o procedimento. Inclusive que o paciente
e/ou acompanhante sejam informados quanto as razbes e as particularidades da
realizacdo (Turtzo, 2009).

Técnicas menos invasivas como tomografia computadorizada de cabeca séo
muitas vezes consideradas. Entretanto, a puncédo lombar acaba sendo utilizada
como primeira opcao de procedimento diagndstico quando ha suspeita de meningite
bacteriana. Uma vez que, a antibioticoterapia de amplo espectro deve ser iniciada
imediatamente, devido a alta taxa de morbidade e mortalidade associada a esse
agravo na auséncia de tratamento (Turtzo, 2009).

De forma geral, as meningites bacterianas e virais desenvolvem sintomas
agudos que podem se estender por até cinco dias, enquanto, que meningites
tuberculoides, criptococcicas podem apresentar-se de forma crbnica, com mais de
30 dias de seguimento (Poplin et al., 2020).

A avaliacdo do LCR envolve citologia, biogquimica, microbiologia, imunologia e
biologia molecular. A etapa pré-analitica comeca desde a punc¢do lombar, com o
registro da pressdao de abertura medida no inicio da coleta. Parametros como
aspecto, cor e turbidez sdo avaliados, preferencialmente, em quatro tubos estéreis
coletados em série. Ap6s a coleta, o material deve ser acondicionado e
encaminhado imediatamente para seguimento analitico (Oliveira et al., 2020).

A continuidade da etapa analitica envolve contagem de eritrécitos, contagem

global e diferencial de leucdcitos, concentracdo de glicose e proteinas totais
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(albumina, imunoglobulinas das classes IgG, IgA e IgM), determinacdo de lactato
(Sussmuth & Tumani, 2021), pesquisa de bactérias pela bacterioscopia através da
coloracdo de Ziehl-Neelsen coloracdo de Gram, cultura inespecifica de bactérias,
cultura de micobactérias, cultura de fungos, contra-coloracdo de céapsula fungica
(tinta Nanquim), reacdo em cadeia da polimerase (Taherkhani & Farshadpour, 2021;
Wang et al., 2021), citometria de fluxo (Dossou et al., 2022; Otto et al., 2022; Tomas-
Ojer et al., 2022) avaliacdo de bandas de IgG oligoclonais (Stssmuth & Tumani,
2021).

Na rotina laboratorial, com poucas horas de analise, alguns dos testes
supracitados, podem direcionar a conduta médica. Embora a presenca de
polimorfonucleares ndo esteja descartada, a predominancia de linfécitos € tipica de
infec¢des virais do SNC, aliada a elevada concentracdo de proteinas totais, ou
valores normais dentro da referéncia de proteinas e glicose. Para concluir o
diagnéstico viral em LCR, a pesquisa de patégeno viral pode ser realizada atravées
da presenca de anticorpos especifico do tipo IgM ou acidos nucleicos virais (Tyler et
al., 2006; Kanjilal et al., 2019; Solomon, 2020).

A deteccao de anticorpos neutralizantes foi recomendada por instituicdes de
referéncia de maneira a confirmar testes imunoenzimaticos em soros de pacientes
infectados para ZIKV (WHO, 2016; Henriques et al., 2020; Shan et. al., 2017a; Shan
et. al.,, 2017b) e WNV (Vieira et al., 2015). Além disso, mesmo de alto custo e
limitadas a centros de pesquisa, técnicas de metagendmica, podem ajudar a elucidar
casos de doenca neuroinvasiva por microrganismo que ndo sejam cultivaveis, raros
ou que nao tenham protocolos de padronizacdo definidos (Wilson et al., 2019; Hasan
et al., 2020; Piantadosi et al., 2021).

1.4. CLASSIFICACAO DE DOENCA NEUROINVASIVA

O MS brasileiro orienta que a investigacado das doencas neuroinvasivas siga
critérios ou niveis de certeza diagnoéstica baseada na classificacdo de Brighton, que
utiliza aspectos clinicos, radiolégicos e laboratoriais para definicdo do caso (Brasil,

2017). Baseado nos achados laboratoriais, os casos de arbovirose neuroinvasiva
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podem ser definidos como suspeito, provavel, confirmado e descartado (Brasil,
2017).

O caso suspeito pode se apresentar como um caso agudo de encefalite,
mielite, encefalomielite, polirradiculoneurite (sindrome de Guillain-Barré) ou de
outras sindromes neurologicas centrais, ou periféricas diagnosticadas por médico
especialista, na auséncia de explicacao clinica provavel. Um caso provavel, € aquele
Cujo caso suspeito, apresenta anticorpos IgM para arbovirus na primeira amostra de
soro, através da metodologia ELISA (Brasil, 2017).

J& um caso confirmado € um caso suspeito que responda a um ou mais dos

critérios abaixo (Brasil, 2017):

I) Deteccéo viral por isolamento ou RT-PCR em tecidos, sangue, LCR ou outros
liquidos corporais;

II) Deteccdo de aumento de pelo menos quatro vezes nos titulos de anticorpos
especificos da classe IgG entre amostras pareadas de soro, colhidas com
intervalo de 10 a 21 dias, através de métodos quantitativos ou
semiquantitativos (ELISA ou IH);

[Il) Deteccédo de anticorpos da classe IgM (ELISA) no LCR;

IV) Deteccdo de conversao sorologica para IgM (ELISA) entre amostras
pareadas de soro (ndo reagente no soro de fase aguda e reagente no soro de
fase de convalescenca);

V) imuno-histoquimica positiva.

Finalmente, um caso descartado € aquele caso suspeito cuja evolucao clinica
ou exames diagnosticos mostraram outra explicacdo provavel para o
comprometimento neuroldgico ou cujos exames laboratoriais para arbovirus, DENV,

Chikungunya (CHIKV) e ZIKV tiveram resultados negativos (Brasil, 2017).

1.5. JUSTIFICATIVA

Diante da circulacdo do ZIKV, a partir de 2015, e o crescente aumento de
manifestagbes neurologicas graves associado a flavivirus (BRASIL, 2017), bem
como, da elaboracdo do “Protocolo de Vigilancia dos Casos de Manifestacdes
Neurologicas de Infecgéo Viral Prévia”, tornou-se acao prioritaria, o fortalecimento da
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rede de unidades sentinelas para a suspeita, a notificacdo, a investigacdo e outras
condutas de vigilancia para os casos de doencas neuroinvasivas por flavivirus
(BRASIL, 2017).

Como parte dessa rede de unidades sentinelas e sob a expertise do IEC,
Vieira e colaboradores, em 2015, fizeram a primeira descricdo de infeccdo humana
por WNV no sertdo do Piaui, em LCR. A infeccdo por WNV também foi relatada em
achados sorolégicos no estado do Ceara. Além disso, trés epizootias de WNV em
equideos foram confirmadas nos estados do Espirito Santo (2018), Ceara (2019) e
Séao Paulo (2019). Ainda segundo Vieira, no Piaui, ha associacdo de 0,6 a 3 casos
de comprometimento neurolégico a cada 1.000 notificacbes de arboviroses
envolvendo DENV, ZIKV e/ou CHIKYV (Vieira et al., 2015).

A permanente exposicao da populagdo a vetores de flavivirus, como Aedes e
Culex, o incremento do numero de casos de engue no Brasil, acompanhados de
elevada incidéncia em estados da regido Norte, como Acre e Rondbnia, com
incidéncia superior a 300 casos por 100 mil habitantes, cada, e Tocantins
apresentando, acima de 100 casos para cada 100 mil habitantes de incidéncia. A
atual circulagcdo de DENV-1 e DENV-2, e os achados de WNV em anos anteriores no
Piaui reforcam a necessidade de fortalecimento da vigilancia epidemioldgica dos
agravos causados pelos flavivirus, especialmente dos casos clinicos graves
atendidos na capital do estado do Para (Brasil, 2023).

A partir de amostras bioldgicas provenientes do Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto (HUJBB), em Belém-PA, instituicdo coparticipante deste estudo.
Franco et al. (2006) analisaram a prevaléncia de meningite em criancas em, entre
1995 e 2004, e verificaram que, aproximadamente, 20% tinham origem viral, mas
nao houve a inclusdo de teste para o diagnostico de arbovirus nesse estudo.
Adicionalmente, pesquisas disponiveis na plataforma institucional da Universidade
Federal do Pard (UFPA), que foram realizadas no HUJBB, evidenciam publicacdes
envolvendo doencas do SNC causadas por criptococos (Almeida, 2012; Carneiro,
2016).

Embora haja no Para, hospital de referéncia em doencas infecciosas (HUJBB)
com unidade diagndstico de meningites com atendimento por livre demanda (UDM)

e a rede de laboratérios de referéncia regional (LACEN-PA) e nacional
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(IEC/SVSA/MS) para diagnostico de DENV, ZIKV e CHIKV e outras arboviroses, o
maior quantitativo de notificacdes deve-se aos estados anteriormente citados neste
topico.

A disponibilidade de recursos humanos, clinico, técnico e cientifico, e
infraestrutura, ja existentes, alinhados a implantacdo de fluxos adequados, pode
ser a chave para mudar a realidade dessas subnotificacdes. Buscar tecnologias de
padronizacdo de novos protocolos, de validacdo de técnicas ja existentes, que
aumentem a sensibilidade de testes e que detectem virus que estejam tanto em
circulacdo endémica ou em introducdo de novos casos, ainda é o caminho para o
fortalecimento da infraestrutura laboratorial de forma mais ampla.

Os protocolos que envolvem LCR precisam sofrer adaptacdes, uma vez que
esse € um espécime que apresenta uma quantidade menor de proteina, glicose e
células comparado as amostras de soro. Dobrar o volume do que é testado é a
estratégia simples e imediata a ser adotada, quando se manipula amostras diluidas.
Mas tem execucdo desafiadora, na pratica, tendo em vista que esse espécime é
considerado “nobre”, cuja coleta por pungéao lombar, normalmente, traz quantidades
reduzidas do material coletado, a menos que o paciente tenha pressao intracraniana
elevada.

Além dessas dificuldades, os laboratérios de referéncia sdo ambientes em
que as amostras enviadas ja apresentam volume prévio consumido durante uma
etapa inicial de triagem no local de origem. Portanto, esse trabalho tem como
proposta, padronizar e validar dois protocolos, um molecular e soroldgico,
atendendo, assim, a duas estratégias de deteccdo diferentes, de RNA viral e de
anticorpos em LCR, respectivamente. Em comum, ambos contemplam aumento de
sensibilidade das técnicas e reducao do volume de amostras testadas comparados

a protocolos usados na rotina diagnéstica.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar protocolos virolégicos e imunologico para a investigacdo de flavivirus

em casos de doenca neuroinvasiva.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Padronizar uma reacao duplex de RT-gPCR de WNV e SLEV;

- Padronizar uma reacao quadriplex de RT-gPCR para ILHV, ROCV, TBEV e
JEV;

- Validar um ensaio de RNVT® para DENV e ZIKV utilizando a plataforma
Citation 5.0 BioTek comparado ao PRNT®® convencional;

- Avaliar o desempenho do RVNT® para diferenciacdo entre os membros do
género Flavivirus em comparacdo ao PRNT®, utilizando amostras com perfil de
infeccdo secundéria para Flavivirus;

- Avaliar o RVNT®® na plataforma Glomax® Promega frente ao desempenho
no equipamento Citation 5.0 BioTek;

- Realizar o diagnéstico diferencial de agentes causadores de doencas
neuroinvasivas, selecionando os pacientes suspeitos de infeccao viral,

- Detectar o genoma de Flavivirus circulantes no Brasil em LCR de pacientes
suspeitos de doencas neuroinvasivas;

- Detectar anticorpos anti-flavivirus em amostras LCR e/ou soro de pacientes
suspeitos de doencgas neuroinvasivas;

- Relacionar os dados bioquimicos e citologicos em LCR com a infec¢ao por

flavivirus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DESENHO DO ESTUDO

Foram avaliados trés protocolos laboratoriais, sendo dois de biologia
molecular e um soroldgico para diagnostico de flavivirus neuroinvasivos utilizando
amostras de LCR. O protocolo molecular partiu de uma padronizacdo de trés
ensaios de reacdo de RT-gPCR multilplex, sendo: (i) o duplex WNV e SLEV, e o (ii)
quadriplex de RT-gPCR para ILHV, ROCV, TBEV e JEV.

O protocolo sorolégico baseou-se na validacdo do ensaio de RNVT para
DENV e ZIKV em duas plataformas de deteccédo: Citation 5.0 BioTek e Glomax®
Promega. O teste RVNT® na plataforma Citation 5.0 BioTek foi comparado ao
PRNT®® convencional. Para DENV, RVNT® DENV Rluc foi comparado a PRNT®®
convencional. E para ZIKV, RVNT® ZIKV Rluc e RVNT® ZIKV mCherry a PRNT®
convencional. A técnica de RNVT® com a sequéncia fluorescente (mCherry)
também foi testada, dessa vez, tomando a técnica com sequéncia luminescente
(Rluc). Outrossim, visando o principio da economicidade e a implantacédo
multicéntrica do RVNT®°, avaliou-se a plataforma Glomax® Promega a partir do
desempenho de RVNT®® no equipamento Citation 5.0 BioTek apenas para os testes
DENV Rluc e ZIKV Rluc.

A avaliacdo do protocolo imunologico foi realizada com soros de pacientes
sintomaticos de Dengue e/ou Febre do Zika com diagnéstico previamente
confirmado para infec¢cdes por DENV e ZIKV, respectivamente, na rotina diagnéstica
de flavivirus da SAARB/SVSA/IEC, a fim de viabilizar a aplicabilidade do RNTV®® na
rotina diagnostica em soros controles, antes do emprego no diagnéstico das
doencgas neuroinvasivas.

Amostras de LCR e soro foram selecionadas para testar o protocolo em
amostras por cegamento para diagnoéstico de doencas neuroinvasivas por flavivirus.
Os LCRs e soros de pacientes com suspeita clinica de doenca neuroinvasiva
oriundos do estado do Para (Figura 6) foram testados para as técnicas singleplex de
RT-gPCR, IH e ELISA adaptadas da rotina diagndstica padrdo de virus testados na

SAARB/SVSA/IEC como detalhado na Quadro 2. Esses espécimes clinicos também
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compuseram o0 painel de amostras para etapa de validacdo do protocolo molecular
das reacdes duplex e quadriplex.

Quadro 2 - Técnicas e alvos virais testados utilizados no screening.

RT-gPCR

DENV, ZIKV, CHIKV, WNV, SLEV, JEV, ILHV, ROCV, TBEV, MVEV, RVFV, TOSV,
OROV, EEEV, WEEV, VEEV

IH
EEEV, WEEV, MAYV, MUCV, TCMV, CHIKV, WNV, YFV, 17D, ILHV, DENV,
SLEV, ROCV, ZIKV, OROV

ELISA
DENV, ZIKV, YFV, WNV, SLEV, CHIKV, OROV




Figura 6 — Fluxo da rotina diagnostica de LCR.
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3.2. AVALIACAO DE PROTOCOLO MOLECULAR PARA O DIAGNOSTICO DE
FLAVIVIRUS

3.2.1. Padronizacao Protocolos RT-gPCR — Duplex WNV/SLEV e Quadriplex
ILHV/ROCV/TBEV/JEV

3.2.1.1. Desenho de iniciadores e sondas

Neste estudo, foram desenhados novos conjuntos de iniciadores e sondas
para SLEV, ILHV, ROCV e JEV. Ja para os virus TBEV e WNV, foram utilizados
iniciadores e sondas disponiveis na literatura (Schwaiger Cassinotti, 2003; Xu et
al., 2022). Para o desenho dos iniciadores e sondas, foram realizados
alinhamentos das sequéncias de genoma completo de cada virus disponiveis no
banco de dados GenBank, utilizando o programa Geneious pro R11 v. 11.0.3,
(Biomatters Itda., Auckland, Nova Zelandia). Foi feita avaliacdo das regibes mais
conservadas de cada virus e foi gerada uma sequéncia consenso. Foram evitadas
regibes com altas taxas de repeticdo de nucleotideos, bem como, regides de alto
risco de formacao de estruturas secundarias de RNA, identificadas com o auxilio
da ferramenta de predi¢do de estrutura secundaria de RNA Mfold (Zuker, 2003).

As sequéncias consenso obtidas foram utilizadas como base para o
desenho dos conjuntos de iniciadores e da sonda, especificos, utilizados nas
reacoes de RT-gPCR no formato TagMan®. Todos os iniciadores e sondas foram
desenhados utilizando uma versdo modificada do programa Primer3 v. 2.3.7
(Untergasser et al., 2012) disponivel no pacote do programa Geneious. Todas as
sequéncias dos iniciadores e sondas foram analisadas no programa Auto Dimer
(Vallone & Butler, 2004) para avaliar a formagéo de dimeros e hairpins. Todos 0s
iniciadores e sondas foram sintetizados pela IDT (Integrated DNA Tecnologies,
Coralville, 1A, EUA).

A lista contendo as caracteristicas de cada um dos iniciadores e sondas
utilizados no desenvolvimento dos protocolos de RT-gPCR Duplex WNV/SLEV e
Quadriplex ILHV/ROCV/TBEV/JEV estéo disponiveis no Quadro 3.
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Quadro 3 - Caracteristicas dos iniciadores e sondas utilizados no desenvolvimento dos novos protocolos de RT-gPCR para

flavivirus neuroinvasivos.

Virus Nome Sequéncia Posicao GenBank # Referéncia
WNV NS2A F ATG ATT GAY CCT TTT CAG YTG GGC 3538-3561
WNV WNV NS2A R CTRATCTTG GCIGTCCACCTCTT 3623-3601 NC_009942 Xu et al., 2022
WNV NS2A Probe FAM/TCT GGT YGT GTT CTT GGC CAC C/BHQ1 3564-3585
SLEV NS5 10059F CGY ACY ACATGG TCA ATT CAT GG 10059-10081
SLEV NS5 10114 Probe TTG AAG AIBHOL 10114-10144
ILHV 2157 F CAA GAC TGG CAG CAC AAT TGG 2141-2161
Y TG GAA GGG AGC TOAMG OTTTEE  aee - 0090%8  Estoestudo
ILHV 2184 Probe TGT CCT/BHOL 2180-2209
ROCV E 2139F TGG CAT AAG TCT GGT AGT GTG ATC 2136-2159
ROy EXICAA CGC ATG GO0 GTG CTAGGT GARyqp prgy YOI EStoestudo
ROCV E 2193 Probe ACT G/BHO1 2193-2220
F-TBE 1 GGG CGG TTCTTG TTC TCC 10069-10088
TBEV R-TBE 1 ACA CAT CACCTC CTT GTCAGACT 10262-10243 NC_001672  Schwaiger et al., 2003
TBE-Probe-WT Texas Red/TGA GCC ACC ATCA CCC AGA CAC 10112-10142
A/BHQ2
JEV 10711 F CCA AGC CTC GTC TAR GAT GCA 10711-10731
JEV JEV 10871 R ATT CCC AGG TGT CAATAT GCT GTT 10805-10840 NC_001437 Este estudo

JEV 10805 Probe

Cy5/AAG CTG TAG AGG AGG TGG AAG GAC
TAG AGG TTA GAG/BHQ2

10884-10861

Fonte:

Autoria

prépria.
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3.2.1.2. Extracdo de RNA

O RNA viral de SLEV e WNV utilizado nas etapas de padronizacao foi
extraido a partir de sobrenadante de cultura de células Vero infectadas com os
respectivos virus, utilizando o kit comercial QlAamp® Viral RNA Mini (QIAGEN,
Hilden, Alemanha). Para isso, foi usado um volume de 280 pL de sobrenadante de
cultura e o procedimento de extracdo seguiu conforme as recomendacgbes do

protocolo do fabricante.

3.2.1.3. Producéo e clonagem dos padrdes de RNA sintético

Para padronizacéo dos protocolos de RT-gPCR, foi necessaria a producéo de
padrées de RNA sintetizado in vitro para construcdo das curvas padrfes para 0s
virus WNV, SLEV, TBEV e JEV. Para isso, trés plasmideos (PUCIDT-AMP)
contendo sequéncias nucleotidicas de 920 pb dos virus WNV (regiao NS5/3'NTR,
posicdo no genoma de 10.048-10.968, isolado NY99, GenBank: MZ605381), TBEV
(regido NS5/3'NTR, posi¢cdao no genoma de 10.221-11.141, isolado de referéncia,
GenBank: NC_001672) e JEV (regiao NS5/3’'NTR, posicdo no genoma 10.031-
10.951, isolado JEV/mosqg/YN/2016, GenBank: MH385014) foram sintetizados pela
Integrated DNA Technologies (Integrated DNA Tecnologies, Coralville, IA, EUA).

Para SLEV, o plasmideo foi produzido in house. A sequéncia do isolado de
SLEV pertencente a colecdo da SAARB, com genoma completo disponivel no
GenBank (cepa BeAr23379, GenBank #EF158048) foi usado como base para o
desenho de um par de iniciadores flanqueando a regido alvo do RT-qPCR: SLEV
Clone Sall-9781F (GTCGACCACAATTGGCAGGAGGTG) e SLEV Clone Kpnl-
10629R (GGTACCCAGACAGCACCTTTAGCATG). Esses iniciadores foram
utilizados para amplificagéo de um fragmento de 860pb a partir do RNA viral extraido
de sobrenadante de cultivo celular, usando o kit SuperScript™ [l One-Step RT-PCR
System with Platinum™ Taq High Fidelity DNA Polymerase (Thermo-Fisher Scienific,
Invitrogen, Waltham, MA, EUA), conforme instru¢des do fabricante.

Em seguida, o produto do RT-PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose (1%, 45 min a 120 V) para observacgéo da banda correspondente. O produto

de PCR que apresentou a banda de tamanho correto foi selecionado para clonagem.
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Primeiro, o fragmento de DNA passou por um processo de adenilacdo de suas
extremidades 3’, favorecendo sua insergdo em um vetor de clonagem plasmidial
pela técnica de clonagem do tipo TA. Um volume de 5 uL de produto de PCR foi
misturado a 1,5 yL de dATPs (50 uyM), 3 uL de Platinum Taq DNA polimerase (3 U,
Thermo-Fisher Scienific, Invitrogen, Waltham, MA, EUA), 1,5 pyL de tampao (1x —
250 mM Tris-HCI pH 8.3, 100 mM NaCl, 0,1 mM EDTA), 2,25 uL de cloreto de
magneésio (1,5 mM) e agua livre de RNase e Dnase para um volume total de 15 pL.
A mistura foi incubada a 70 °C por 30 minutos. Para a inser¢cdo do produto de PCR
adenilado no vetor de clonagem, foi utilizado o kit TOPO TA cloning (Thermo-Fisher
Scienific, Invitrogen, Waltham, MA, EUA), conforme instru¢des do fabricante.

Em seguida, tanto o plasmideo produzido in house (SLEV) quanto os
adquiridos comercialmente (WNV, TBEV e JEV) foram utilizados na transformacéao
de bactérias E. coli quimiocompetentes TOP10 (Thermo-Fisher Scienific, Invitrogen,
Waltham, MA, EUA). Brevemente, 2,5 yL de plasmideo ligado foram adicionados a
50uL de bactérias que foram, entdo, incubadas em gelo por 30 min. Posteriormente,
foi realizado um choque térmico com incubacdo de 30 seg a 42 °C, seguida de
incubacdo de 2 min em gelo. Depois, 250 pL de meio nutritvo SOC foram
adicionados a reacao de transformacéo e as bactérias foram incubadas em shaker a
37 °C por 1 h sob agitacdo de 525 RPM. Por fim, as bactérias foram semeadas em
placas contendo meio estéril Luria-Bertani (LB) com ampicilina por 16 h para
crescimento das colbnias.

Posteriormente, o plasmideo foi extraido das células utilizando o kit PureLink
Quick Plasmid Miniprep (Thermo-Fisher Scienific, Invitrogen, Waltham, MA, EUA),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Os plasmideos foram entéo linearizados
e submetidos ao processo de transcricdo in vitro utilizando o kit Megascript T7
(Thermo-Fisher Scienific, Ambion, Waltham, MA, EUA). O produto da reacdo de
transcricdo foi purificado e concentrado com o auxilio do kit MegaClear (Thermo-
Fisher Scienific, Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), seguindo as
recomendacdes do fabricante, depois, quantificado utilizando o kit Qubit RNA BR
Assay (Thermo-Fisher Scienific, Invitrogen, Waltham, MA, EUA), analisado no
fluorimetro digital Qubit 2.0 (Thermo-Fisher Scienific, Invitrogen, Waltham, MA, EUA)

e, posteriormente, armazenado a -80 °C até o uso.
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3.2.1.4. Quantificacéo dos estoques virais por RT-gPCR

Para WNV e SLEV, foi utilizado o RNA viral quantificado para as etapas
seguintes da padronizacdo dos protocolos. A quantificacdo do RNA viral extraido
dos isolados foi realizada por meio de uma quantificacdo absoluta por RT-gPCR
utilizando curvas padréo preparadas a partir do RNA transcrito in vitro produzido na
etapa anterior. Para WNV e SLEV, foram utilizados protocolos de RT-gPCR de
referéncia, conforme descrito previamente (Lanciotti et al., 2000; Lanciotti Kerst,
2001).

A reacao foi realizada com uso do kit Superscript [lI® Platinum® One-Step
Quantitative RT-gPCR System (Invitrogen) com um volume total de 25 uL, contendo
12,5 nanomols de cada iniciador, 5 nanomol de sonda (marcada com FAM e BHQ1)
e 5 uL do RNA viral. As corridas foram realizadas no equipamento 7500 real-time
PCR system (Applied Biosystems, Walthan, MA, USA). As condi¢ces de ciclagem
foram 50 °C durante 30 minutos, seguida de um ciclo de 2 minutos a 95 °C e, apos,
por 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. A concentracdo de
genoma de WNV e SLEV foi determinada, em cépias/uL de RNA, pela analise da

curva padréao realizada pelo programa 7500 Software versédo 2.3.

3.2.1.5. Reacles de RT-gPCR

As reacdes de RT-qPCR foram realizadas utilizando o kit Luna® Probe One-
Step RT-gPCR 4X Mix with UDG (No ROX) (New England Biolabs, Ipswich, MA,
EUA). Cada reacdo foi composta de volume de 5 pL de RNA, 5 pyL de mistura de
reacdo, 8 plL de agua livre nucleases e 2 UL de mistura de iniciadores e sondas,
resultando em um volume total de reacdo de 20 pL. Foi adicionado, a mistura de
reacdo, o corante de referéncia passiva ROX (Thermo-Fisher Scienific, Invitrogen,
Waltham, MA, EUA) para as reac¢des que nao continham sonda de TBEV, para uma
concentracéo final de ROX de 50 nM. As concentragdes finais de iniciadores e
sondas para cada alvo foram definidas conforme descrito a seguir. As reacdes de
RT-gPCR foram realizadas no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Thermo-
Fisher Scienific, Applied Biosystems, Walthan, MA, USA). As condi¢des de ciclagem

foram 25 °C por 30 segundos para eliminagdo de contaminacao; 55 °C durante 10
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minutos para transcricdo reversa; seguida de um ciclo de 1 minutos a 95 °C para
desnaturacao inicial e, apés, por 45 ciclos de 10 segundos a 95 °C (desnaturacéo) e

1 minuto a 60 °C (anelamento/extensdo com captura).

3.2.1.6. Otimizagéao das condicdes ideais de reacéo

A padronizagdo das concentragdes ideais de iniciadores e sondas foram
seguidas consoante as recomendacdes dos fabricantes dos kits. Para isso, foi
testada uma matriz 4x4 de concentracdes de iniciadores e sondas para cada alvo
(WNV, SLEV, IHLV, ROCV, TBEV e JEV) (Figura 4).

Quadro 4 — Matriz de concentracBes em nanomol de iniciadores e sondas.

Iniciador
1000 750 500 250
250 1000/250 | 750/250 | 500/250 | 250/250
200 | 1000/200 | 750/200 | 500/200 | 250/200
150 1000/150 | 750/150 | 500/150 | 250/150

100 1000/100 | 750/100 | 500/100 | 250/100

D OS5 0O W

Para cada combinacéo de concentragéo, foram testados um controle negativo
(CN), um controle sem alvo (NTC — non template control) e um controle positivo (CP)
para cada virus com valores de Ct entre 20-25. Foram selecionadas as
concentracdes de iniciadores e sondas que obtiveram o menor valor de Ct e maior
valor de ARn nos controles positivos, além de nao apresentar amplificacdo nos
controles negativos.

A avaliacdo da eficiéncia de reacdo, coeficiente de linearidade (R?) e slope foi
realizada utilizando uma curva padrdo para cada alvo, construida a partir do RNA
viral quantificado (WNV, SLEV, ILHV e ROCV) ou a partir do RNA transcrito in vitro
(TBEV e JEV). Cada curva padrao foi composta de diluicdbes de 1:10 com
concentracdes variando de 108 coépias/ pL até 10! copias/yL. O intervalo das
diluicGes no qual os protocolos apresentaram os melhores valores de R? (coeficiente
de linearidade) e de eficiéncia foi definido como faixa dindmica linear (FDL) e o valor

da dltima diluicdo detectavel foi definido como o limite de quantificacéo (LQ).
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Foi analisada a performance de cada protocolo separado (em singleplex) e
depois comparada com a performance dos protocolos juntos (em multiplex), no
formato duplex para WNV e SLEV e quadriplex para ILHV, ROCV, TBEV e JEV.

3.2.1.7. Especificidade Analitica
A especificidade analitica dos protocolos, duplex WNV/SLEV e quadriplex
ILHV/ROCV/TBEV/JEV foi avaliada através do teste de um painel de amostras

positivas para diversos virus (Quadro 5).

Quadro 5 - Virus testados no painel de especificidade.

Patdgeno Tipo de Amostra
Virus Dengue Tipo 1 Sangue
Virus Dengue Tipo 2 Soro
Virus Dengue Tipo 3 Sangue
Virus Dengue Tipo 4 Soro
Virus da Febre Amarela cepa H111 Cérebro de camundongo infectado
Virus da Febre Amarela cepa 17D Cérebro de camundongo infectado
Virus Mayaro Sobrenadante de cultivo celular
Virus da Encefalite Equina do Oeste Sobrenadante de cultivo celular
Virus da Encefalite Equina do Leste Sobrenadante de cultivo celular
Virus da Encefalite Equina Sobrenadante de cultivo celular
Venezuelana
Virus Oropouche Sobrenadante de cultivo celular
Virus Chikungunya Cérebro de camundongo infectado

Fonte: Autoria propria.



61

3.2.1.8. Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica dos protocolos, duplex WNV/SLEV e quadriplex
ILHV/ROCVI/TBEV/JEV foi definida como a menor quantidade de alvo (RNA viral ou
in vitro, em copias/pl) capaz de ser detectada com mais de 95% de intervalo de
confianga (IC). Para isso, foram testadas 11 diluicbes seriadas de 1:5 dos RNAs
padrdo de cada virus com concentragées variando de 1x10° copias/yL até 1,02 x102
copias/uL. Cada diluicdo foi testada em oito replicatas em uma Unica corrida. As
replicatas que obtiveram valor de Ct inferior a 38 foram consideradas positivas. Por
fim, os resultados obtidos foram utilizados para calcular o limite de deteccdo para
cada virus por meio de uma analise de regressao linear de probit usando o
programa SPSS® Statistics, versao 25 (IBM®, Armonk, NY, USA).

3.2.1.9. Acuracia Diagnostica

Para avaliar a acuracia diagnéstica do protocolo de RT-qPCR duplex
WNV/SLEV na deteccdo do genoma viral em amostras de LCR humano, foi
realizado um teste com um painel de amostras com resultados conhecidos (sem
cegamento). Foram incluidas, na avaliacao, 20 amostras de LCR de pacientes com
suspeita de meningite/encefalite viral das previamente testadas como negativas para
WNV e SLEV por RT-gPCR. Como nédo havia amostras clinicas positivas para WNV
e SLEV disponiveis, foram incluidas na analise 20 amostras de LCR humano
infectadas artificialmente por inoculacdo de quantidades variaveis de virus WNV e
SLEV. Todas as amostras foram testadas para o protocolo duplex WNV/SLEV
desenvolvido nesse estudo e para os protocolos de RT-gPCR de referéncia
utilizados pelo MS para diagnostico molecular de WNV e SLEV. Todas as reagdes
foram realizadas em duplicata e foram incluidos, NTC, CN e CP em cada corrida. Os
resultados obtidos no painel foram comparados utilizando os protocolos do MS como

ensaio de referéncia.



62

3.3. AVALIACAO DE PROTOCOLO IMUNOLOGICO PARA O DIAGNOSTICO DE
FLAVIVIRUS

3.3.1. Teste de Neutralizagdo por Reducéo de Placas convencional — PRNT®

Os soros dos pacientes foram inativados por calor através da incubacdo em
banho-maria a 56 °C por 30 min, e, em seguida, foi feita uma diluicdo seriada com
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - Gibco™ - Life Technologies)
contendo 2% de albumina de soro de bovino e 1% de penicilina/estreptomicina a
partir de 1:20 a 1:20480. Para o volume de 300 pL de soro em cada frasco da
diluicdo, um volume igual de ZIKV e DENV (testados separadamente) foi adicionado
contendo 100 PFU/poco. A mistura foi incubada a 37°C durante 1h, numa placa de

96 pocos.

ApGs incubagdo as aliquotas de 100 pL de soro, foram acrescidos virus
selvagem e inoculadas sobre a monocamada confluente de células Vero na ordem
de 200.000 céls/mL em uma placa de cultura de célula de 24 pocos, e entdo
colocadas num agitador rotativo. E, em seguida, a placa foi incubada por 1h a 37 °C.
Passado o periodo de incubacao, o meio foi removido, e acrescentado 500 pL de
carboximetilcelulose a 0,8%. As células foram incubadas durante 4-5 dias a 37 °C
numa mistura de ar umidificado contendo 5% de CO2. As placas de virus foram
fixadas com solucdo de formaldeido a 3,7%, e seguida, coradas com 500 uL de
Cristal Violeta por 5 min. O excesso de Cristal Violeta foi removido com 4gua filtrada.
Um controle positivo e controle negativo foram acrescentados ao teste. A
metodologia seguiu as orientacdes realizadas por Castanha et al. (2013).

A porcentagem de reducdo no numero de placas foi calculada em
comparacdo com o controle de crescimento do virus, e a diluicdo mais elevada do
soro que resultou na reducdo de 90% no namero de placas em comparagdo com o

controle de crescimento do virus foi determinada.
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3.3.2. Teste de Neutralizacdo por Reducdo de Placas com Virus Reporter
(RVNT®°) — Plataforma Citation™ 5.0 BioTek

3.3.2.1. ZIKV Rluc e DENV2 Rluc

Os soros dos pacientes foram inativados por calor através da incubacdo em
banho-Maria a 56 °C por 30 min, e, em seguida, foi feita uma diluicdo seriada com
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium - Gibco™ - Life Technologies)
contendo 2% de albumina de soro de bovino e 1% de penicilina/estreptomicina a
partir de 1:20 a 1:51200. Apés a diluicdo, adicionou-se 25 pL/poco de virus reporter
ZIKV Rluc e DENV Rluc, testados separadamente. A mistura foi incubada a 37 °C

durante 2 h, numa placa de 96 pocos.

ApGs incubacéo, 50 pL de soro mais o virus reporter foram inoculados sobre a
monocamada confluente de células Vero na ordem de 15.000 céls/mL em uma placa
de cultura de célula de 96 pocos (previamente cultivada). E, em seguida, a placa foi
incubada por 48 h a 37 °C numa mistura de ar umidificado contendo 5% de COe..
Entdo, com auxilio de um leitor de multideteccdo e captura de luminescéncia
(Cytation™ 5.0 - BioTek), a atividade da luciferase, foi quantificada como a
luminescéncia produzida acima dos valores de background. Consoante a
metodologia descrita por Deng et al. (2016), os valores de background produzidos
na auséncia de Renilla luciferase s&o baixos, e a atividade de luciferase é
diretamente proporcional a luminescéncia total, ou seja, a quantidade de anticorpos

neutralizantes presentes no soro do paciente.

3.3.2.2. ZIKV mCherry

Quatro soros por placa de 96 pocos foram testados em duplicata. Os soros
foram diluidos de forma seriada partindo de um titulo de 1:100 em meio DMEM com
2% de FBS e 1% de penicilina/estreptomicina. Os soros diluidos foram incubados a
37 °C por 1 h com ZIKV mCherry. Apos a incubacgéo, os complexos soro-virus foram
adicionados a uma placa de poliestireno de 96 pogos na cor preta (uclear® - greiner
bio-one), para infectar as células Vero por 48 h. As células infectadas por ZIKV

mCherry produziram fluorescéncia vermelha, leitor de multidetec¢cdo e captura de



64

imagem celular (Cytation™ 5.0 - BioTek). A percentagem de células positivas de
fluorescéncia no poc¢o controle sem soro de paciente foi de até 100%. Os po¢os com
soro dos pacientes que apresentavam células positivas de fluorescéncia foram
normalizados conforme os pocos controles. Os titulos de neutralizacdo foram
calculados tomando quatro parametros no software GraphPad Prism 7 (Shan et al.,
2017c).

3.3.3. Teste de Neutralizagdo por Reducdo de Placas com Virus Reporter
(RVNT®) - Plataforma Glomax® Promega

3.3.3.1. Recuperacao do Plasmideo

A tecnologia do RVNT® foi cedida por Pei-Yong Shi (UTMB) por meio de
plasmideo de DENV e ZIKV contendo a sequéncia reporter Rluc. Esse mesmo virus
foi encaminhado a SAARB, para auxiliar o projeto de producdo da vacina de ZIKV
realizado em parceria com o MS do Brasil/Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS)/University of Texas Medical Branch (UTMB).

Portanto, as etapas subsequentes relacionadas a padronizacdo o RVNT® na
Plataforma Glomax® Promega foram realizadas para os dois virus.

Para isso, a recuperacdo desse plasmideo iniciou pela etapa de
transformacao bacteriana, na qual foram adicionados, em tubos de 0,5 mL, 25 yL de
tampéo de transformacgéo (Tris-HCI 5mM e MgCl2 5 mM, pH 7,4), 2,5 yL de cada
plasmideo e 50 pyL da bactéria quimiocompetente Escherichia coli TOP 10 (One
Shot® - Invitrogen), colocados em gelo por 30 min. Logo, o contetdo sofreu choque
térmico por 30 segundos em banho-maria a 42 °C, e em seguida, foi mantido em
gelo por dois minutos. Em seguida, foi adicionado ao conteudo, 250 yL de meio SOC
(Super Optimal broth with Catabolite Repression) e incubado por uma hora a 37 °C
sob rotacdo de 225 rpm/min. Depois, 0 conteudo foi semeado em placas de Petri
com meio LBA com 100 mg/uL de ampicilina e incubados a 37 °C por 16 a 18 horas.

Apés a etapa de transformacado, o plasmideo foi submetido a uma etapa de
purificagdo, que se iniciou a partir da sele¢do de colbnias isoladas. Estas coldnias
foram entdo inoculadas em 15 mL de meio Luria Bertani (LB) com ampicilina e o

volume foi incubado a 37 °C sob rotacdo 180 rpm/min por até 16 horas para
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crescimento. Passado o periodo, as culturas bacterianas foram centrifugadas e o
sedimento produzido foi submetido a etapa de extracdo de DNA plasmidial.

A extracao de DNA plasmidial foi realizada utilizando o kit Quick Plasmid DNA
Miniprep (InvitrogenTM) e/ou PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega)
conforme as instru¢des do fabricante. O extraido foi quantificado pelo fluorémetro
Qubit® 2.0 (Invitrogen), seguido pela digestdo enzimatica dos clones com as
enzimas de restricdo apropriadas para a sequéncia genémica do plasmideo. A
digestdo ocorreu por uma hora a 37 °C com agua livre de nucleases, tampéao
CutSmart® (10X) e enzimas do fabricante New Englands Biolabs. Ao fim da
digestdo, o conteudo foi submetido a uma corrida eletroforética em um gel de
agarose a 1,5% corado com SYBR Safe (Invitrogen) para verificagdo do inserto. Os
clones que apresentaram o padrao correspondente ao esperado foram submetidos
ao processo de amplificacdo e extracdo de plasmideo em alta escala (Midiprep e
Gigaprep da Invitrogen e Midiprep da Promega).

Na ordem de midiprep foi utilizado um contetdo de 500 mL de meio liquido.
Seguida da combinacao de métodos de extracao de plasmideo e concentragao fisica
e quimica de DNA. Na pratica, houve troca de kit de extracdo (Promega), uso do
equipamento Eppendorf® Concentrator 5301 e de acetato de amoénio,
respectivamente.

Para deteccdo e confirmacdo do genoma viral no plasmideo, foi feita uma
reacdo de RT-qPCR para DENV e ZIKV tal como na rotina do laboratério de biologia
molecular da SAARBJ/IEC/SVSA/MS. A sequéncia completa do plasmideo foi
confirmada por sequenciamento de nova geracdo. O plasmideo purificado foi
utilizado na construcdo da biblioteca gendbmica através da metodologia do Kit
NexteraXT DNA Library Preparation. A biblioteca foi avaliada por quantificagdo no
Qubit® 2.0, e o tamanho dos fragmentos produzido por meio do kit High Sensivity
DNA Analyses (Agilent Technologies). A biblioteca foi entdo sequenciada aplicando
a metodologia paired-end através da plataforma NextSeq (lllumina) com a utilizacao
do kit NextSeq 500/550 Mid Output (300 ciclos) conforme instru¢des do fabricante.
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3.3.3.2. Preparacéo do estoque virus reporter

O produto equivalente a 10 pg de cada plasmideo obtido da amplificagcéo e
extracdo de plasmideo em alta escala foi linearizado com a enzima de restricdo Clal
para a transcri¢ao in vitro. Apos a linearizacdo, o plasmideo foi extraido com fenol-
cloroférmio e cloroférmio, e precipitado com etanol e recuperado em 15 pL de agua
livre de nucleases (Ambion, Austin, TX). O conteudo foi submetido ao kit Mmessage
Mmachine (Ambion) para transcricdo de RNA em uma reacgéo de 20 pL com adicdo
de 1 pL de solucéo de GTP a 30 mM. A reacdo foi incubada por duas horas a 37 °C
seguido da adicdo de 1uL de turbo DNAse | para remover os moldes de DNA. O
RNA foi precipitado com cloreto de litio, lavado com etanol a 70%, recuperado em
agua livre de nuclease, quantificado por espectrofotometria e armazenado a —80 °C.

Aproximadamente 10 ug de RNA foram eletroporados em 8 x 106 células Vero
em 0,8 uL de solucdo de eletroporacdo Ingenio Solution (Mirus, Madison,WI), em
cubetas de 4 mm no equipamento GenePulser (BioRad) configurado a 0.45 Kv e 25
Mf. A transfeccdo teve continuidade pulsando trés vezes, com trés segundos de
intervalo entre um pulso e outro. Apés dez minutos de recuperacao a temperatura
ambiente, as células transfectadas foram misturadas ao meio de cultura e incubadas
a 37 °C com 5% de CO2. Durante a incubacao, os virus reporter foram coletados do
sobrenadante de cultura por dias sucessivos e clarificados por centrifugacéo a 500 g
e armazenados a —-80 °C. O sobrenadante foi coletado no momento anterior a
destruicdo da monocamada celular como consequente resultado da replicacao viral.
Esse sobrenadante compbs o estoque de virus reporter utilizado na realizacéo
RVNT®,

Para confirmar a replicacdo dos virus reporter, as células inoculadas foram
submetidas a técnica de imunofluorescéncia indireta. Na qual, células coletadas de
diferentes dias poOs transfeccéo (dpt) foram fixadas com acetona a 100% gelada e
mantida a -20 °C em lamina propria para IFI por 10 minutos. Em seguida, o anticorpo
primario (policlonal anti-flavivirus grupo B) numa diluigdo 1:20 foi acrescentado e
mantido em camara Umida por 30 minutos a 37 °C (Gluber et al., 1984). Passado o
periodo, de seguimento uma etapa de lavagem com tampao fosfato salino (PBS) por
10 minutos.

Na sequéncia foi incluido o anticorpo secundario (anti-mouse conjugado com

isotiocianato de fluoresceina) (FITC) (Cappel, EUA) na diluicdo de 1:800 por 30



67

minutos. E entdo, o anticorpo secundario ndo ligado foi removido por lavagem.
Finalmente, uma gota de glicerina foi adicionada em cada poco, imediatamente
anterior a adicdo da laminula. Uma vez montada, a lamina foi mantida a =70 °C, e
posteriormente, analisada sob microscopia de fluorescéncia.

O estoque também foi avaliado na forma de cinética de replicacdo viral.
Dessa forma, os sobrenadantes das células transfectadas foram submetidos a
extragcdo do RNA viral utilizando o kit PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen)
e o aparelho 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystem) para amplificacéo de
RNA.

3.3.3.3. Qualidade do virus reporter

Os virus reporter produzidos em cultura de célula Vero foram submetidos ao
teste de estabilidade. Além disso, uma etapa de otimizacdo das concentracdes de
reagentes foi realizada para a melhor deteccdo da intensidade de luz de Renilla
luciferase, que foi produzida a partir da infeccdo pelos virus reporter. Para tanto,
foram cultivadas, em placas brancas de 96 pocos, duas concentracdes diferentes (3
x 10% e 6 x 108 céls/uL) de células Vero. No dia seguinte, foram acrescentadas ao
cultivo, diluicdes seriadas de virus reporter (1:2 a 1:32) e entdo incubadas a 37 °C
em atmosfera de 5% de CO2. Passado o periodo de 24 h, 60 h e 96 h, as placas
receberam concentracdes diferentes de substrato da luciferase ViveRen (Promega),
(1:1000 e 1:3000), e apdés 2 min de reacdo, a luminescéncia foi imediatamente
captada pelo GloMax®. A captacdo da luminescéncia foi realizada nos trés
momentos (24, 60 e 96 h). As concentracdes de células Vero foram obtidas por
quantificacdo no aparelho MOXI Z Mini (Orflo). Os sinais de luciferase foram
medidos dias apés a eletroporacdo do RNA para avaliar a replicacao viral.

Durante determinacdo do titulo viral por unidades formadoras de placas
(PFU), células Vero a 6 x 10° céls/mL foram colocadas em placas de 24 pocos e
incubadas a 37 °C com 5% de CO:2 por 24 horas para formagcdo de monocamada
confluente. Aliquotas do estoque viral foram diluidas em Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) a 2% de soro bovino fetal (SBF) e adicionadas em diluicdes
seriadas decimais até 10 dos virus. Para cada diluicdo, 100 mL foi adicionado em
quadruplicata. As células foram incubadas por uma hora e agitadas a cada 15

minutos para facilitar a adsorcdo viral. Apés a incubacdo, 500 mL de meio semi-



68

sélido (DMEM a 2% e carboximetilcelulose 1,6%) e 1% de penicilina/estreptomicina
foram adicionados a cada poco. As placas foram incubadas a 37 °C por cinco dias
(periodo pré-determinado em rotina diagnéstica para visualizacdo da formacdo da
infecgao viral).

A visualizac&o da formacado da infeccao viral foi mensurada pela presenca de
placas contracoradas com cristal violeta com prévia fixagdo em formaldeido, e
adicionalmente, pela formacdo de foco de infeccdo marcada através da relevagéo
por anticorpo marcado com peroxidade apos fixagcdo com metanol-acetona.

Na primeira, ap06s a incubacdo de cinco dias, 0 meio contendo
carboximetilcelulose foi removido e a placa de 24 pocos imersa em solucéo
tamponada com formaldeido a 3,7% durante 1 hora. Apds a fixacdo, a placa foi
lavada duas vezes por imersdo em agua. Apos removido o fixador, cristal violeta a
1% foi acrescentado a cada poco da placa de 24 pocos e mantido por 10 minutos.
As placas visiveis foram contadas e os titulos virais (PFU/mL) calculados.

Na segunda, ou técnica de imunofoco, células em placas de 24 pogos foram
fixadas com metanol-acetona gelado (1:1) por 15 minutos. Contado o tempo, as
células foram lavadas com PBS a 1% por 10 minutos sob homogeneizacéo,
repetindo-se por 3 vezes essa etapa de lavagem. Em seguida, foi adicionado o
anticorpo primario (anticorpo policlonal obtido a partir de fluido reporter hiperimune
de camundongo) Tesh et al. (2001) e incubado a 4°C durante a noite. A producgao
desse anticorpo policlonal foi previamente descrita por Tesh et al. (2001). Passada a
incubacéo, cada poco foi submetido a etapa de lavagem (PBS a 1% por 10 minutos
sob homogeneizacado, repetindo-se por trés vezes essa etapa de lavagem) e foi
acrescentado o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase na
diluicdo de 1:1000 e mantido por duas horas (KPL, Gaithersburg, MD). Finalmente,
ao tempo transcorrido, e uma subsequente lavagem como ja descrito, foi realizada a
revelacdo pela adicdo do substrato aminoetilcarbazol (ENZO Life sciences)

preparado seguindo critérios determinados pelo fabricante.

3.3.3.4. Execucdo do RVNT®

Os soros dos pacientes foram inativados em banho-maria a 56 °C por 30

minutos, e, em seguida, foi feita uma diluicado seriada a partir de 1:20 a 1:56.200 com



69

meio DMEM contendo 2% de albumina de soro bovino e 1% de
penicilina/estreptomicina sem vermelho de fenol. Apds a diluicdo, foi acrescentado
30 mL por poco de virus reporter ZIKV Rluc e DENV Rluc, testados separadamente.
Em seguida, a mistura foi incubada a 37 °C durante uma hora em uma placa de 96
pocos transparentes. Apés incubacéo, o conteudo que incluia 50 mL de soro e o
virus reporter foram inoculados sobre a monocamada confluente de células Vero
(previamente cultivada) em placas de 96 pocos na cor branca. Depois a placa foi
incubada por 24 horas a 37 °C em uma mistura de ar umidificado contendo 5% de
CO2 (Seguindo as etapas de teste realizadas no Citation™ 5.0 - BioTek).

A atividade da luciferase foi quantificada como a luminescéncia produzida
acima dos valores de background no leitor de luciferase GloMax® — Promega, apés
2 min de reacao apés o acréscimo de substrato Viveren Promega.

3.4. DIAGNOSTICO DE FLAVIVIRUS EM LCR

3.4.1. Analise fisica, bioquimica, citolégica e microbiolégica em LCR

O exame fisico foi realizado através da avaliacdo do aspecto, e cor do LCR
apos centrifugacdo (Fonseca et al.,, 2017). Enquanto, que a analise bioquimica, a
partir da dosagem de glicose e proteinas, foram mensuradas de forma automatizada
através do aparelho CMD 800i X1 (Wiener lab Group), seguindo as recomendacdes
do fabricante.

A contagem total de glébulos brancos foi feita na camara de Fuchs-Rosenthal
por microscopia direta de campo claro em aumento de 100x e 400x acrescido de
liquido de Turk. A pesquisa de heméacias, células bacterianas e fungicas seguiu o
meétodo a fresco, na auséncia do liquido de Turk, em camara de Fuchs-Rosenthal.
Para contagem diferencial, foi confeccionada |lamina microscopica de acordo com
técnica de coloracdo hematolégica de May Grinwald-Giemsa, apds concentracéo
em cito centrifuga, e submetida a aumento de 1000x sob imersédo (Moraes-Rego et
al., 1990).

As técnicas de coloracdo de Gram, Ziehl Neelsen e tinta da China avaliaram a
presenca de bactérias, micobactérias alcool-a4cido resistentes e criptococos,

respectivamente (Brasil, 2019b). A aglutinacdo por latex, para deteccdo de
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antigenos de Criptocococus spp., € a técnica de VDRL, para pesquisa de
neurosifilis, também podem ser executadas sob indicacdo médica e/ou necessidade
técnica adicional.

O semeio em &gar chocolate foi realizado logo ap6s puncdo lombar,
imediatamente apds a chegada do material ao laboratério e identificacdo adequada
do LCR. O semeio por esgotamento em agar chocolate e incubar entre 35 °C a 37
°C até 72 horas em atmosfera de CO2 com chama de vela sob umidade apés a
semeadura. Mediante solicitacdo para diagndstico de micobactérias, de 5 a 10 gotas
de LCR foram realizadas em meio de Lowestein-Jensen em tubo inclinado e
incubados em atmosfera de aerobiose por até 60 dias a 35 e 37 °C. A identificacédo
de fungos foi realizada incluindo de 5 a 10 gotas em tubos inclinados com agar
Sabouraud e Mycosel, incubados a 30 °C por 30 dias (Brasil, 2019b). Teste rapido
molecular para tuberculose (TRMT-TB) e PCR para Neisseria spp. também

nortearam a selecao das amostras.

3.4.2. Extracdo do RNA viral

Este método tem como principio a purificacdo de RNA viral, baseado nas
propriedades de ligacdo seletiva através da membrana de silica. Tanto as amostras
de LCR guanto de soros foram submetidos a extracdo do RNA viral utilizando o kit
comercial QlAamp® Viral RNA Mini (QUIAGEN), conforme instru¢des do fabricante.
Para isso, foram adicionados 1,12 mL de Tampdo AVL + Carreador de RNA
(concentracéao final de Carreador de 1 pg/uL) em um tubo de 5,0 mL. Em seguida foi
acrescentado 280 mL da amostra ao tubo contendo Tampdo AVL + Carreador de
RNA. Os tubos foram entdo incubados a temperatura ambiente (TA) (15-25 °C) por
10 minutos. ApoOs a incubagéo, foi adicionado 1,12 mL de etanol absoluto aos tubos,

que foram submetidos a agitacdo mecanica vigorosa por 15 segundos.

Em seguida, foi transferido um volume 630 mL do lisado a coluna de silica, e
entdo, a coluna foi centrifugada a 6.000g por 1 minuto. Apés a centrifugacéo, o tubo
coletor contendo o expurgo foi descartado e a coluna transferida para um novo tubo
coletor. Esse processo foi repetido até que todo lisado tivesse passado pela coluna.
Para lavagem, foi adicionado 500 mL de tampdo AW1 a coluna, seguido de

centrifugacdo a 6.000g por 1 minuto. Depois foi feita uma segunda lavagem
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utilizando 500 mL de tampao AW2, seguido de centrifugacdo a velocidade maxima
por 3 minutos. Para secagem da coluna, foi realizada uma etapa adicional de
centrifugagdo a 6.000 g por 1 minuto. Em seguida, a coluna foi transferida
novamente para um tubo novo de 1,5 mL devidamente identificado. Foi adicionado
60 mL de tampédo AVE, seguido de incubacdo por 1 minuto a TA. Por fim, a coluna

foi descartada, e o RNA armazenado a temperatura de —-80 °C, até posterior uso.

3.4.3. Transcricdo Reversa seguida de Reagdo em Cadeia da Polimerase
Quantitativa (RT- qPCR)

Para a deteccdo do RNA viral foi utilizada a técnica de RT-gPCR utilizando
iniciadores e sondas de hidrélise (TagMan™) especificas para 0s principais
Flavivirus neuroinvasivos. Para os virus DENV, ZIKV, WNV e SLEV foram utilizados
protocolos previamente publicados (Lanciotti et al., 1992; Santiago et al., 2013;
Lanciotti et al., 2008; Vazquez, et al., 2016). As reacBes de RT-gPCR foram
preparadas utilizando o kit comercial Superscript 11l Platinum One-Step RT-gPCR
System com ROX Separado (Invitrogen), seguindo as recomendacdes do fabricante.

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas utilizando um volume total de
reacao de 25 mL, contendo: 12,5 mL mix de reacdo com ROX; 5,5 mL agua livre de
nucleases; 1,0 mL mistura iniciadores F/R; 0,5 mL de sonda; 0,5 mL do mix de
enzimas Superscript 1l + Taq DNA Polimerase e 5,0 mL de RNA extraido. As
corridas foram realizadas no sistema de deteccdo de gPCR 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) utilizando o seguinte programa de ciclagem: 30
minutos a 50 °C (transcricdo reversa), seguidos por 2 minutos de desnaturacao
inicial a 95 °C, e com 45 ciclos de 15 segundos a 95 °C (desnaturacao) e 1 minuto a
60 °C (anelamento/extensdo). As amostras foram analisadas em duplicata e
consideradas positivas aguelas que apresentaram o valor de Ct (cycle threshold)

menor que 37 (DENV) ou menor que 38 (demais virus)

3.4.4. Teste de Inibicdo da Hemaglutinagéo (IH)

Os soros foram submetidos ao Teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH) para
analisar a capacidade de anticorpos especificos em inibir a aglutinacdo produzida
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por antigenos de arbovirus na presenca de hemacias-controle (heméacia de ganso).
Antigenos esses, preparados a partir de cérebros, figados ou soros infectados de
camundongos recém-nascidos, pela técnica de extracdo por sucrose-acetona,
segundo o protocolo descrito por Shope (1963).

Adaptado a microplacas de poliestireno de 96 orificios com fundo em “U”,
LCR e soros foram testados em diluicdo inicial 1:20 até 1:1280 com 4 unidades dos
antigenos, seguindo Clarke (1958). A técnica utilizada é adaptada de Rodrigues et
al. (2010).

3.4.5. Imunoensaio enzimatico (ELISA)

Para as amostras que apresentarem reatividade no IH por sorogrupo-
especifico de arbovirus foram submetidas ao ensaio imunoenziméatico de captura de
IgM (ELISA). A pesquisa de anticorpos da classe IgM é necesséria para avaliacao de
infeccdo recente por arbovirus (Kuno et al., 1987; Henriques et al., 2020). A técnica
in house seguiu o protocolo padronizado pela SAARB, nos quais antigenos de ZIKV,
DENV, WNV e SLEV produzidos em camundongos pelo método de sucrose-acetona
na diluicdo 6tima mediante a titulacdo prévia do antigeno. O anticorpo monoclonal
6B6C-1 conjugado a peroxidase (CDC/EUA) e o substrato o TMB — ELISA -
tetrametilbenzidina (KPL) foram utilizados. A leitura da absorcdo foi realizada em
espectrofotometro (Celer polares) com filtro de 450 nm.

Quanto a interpretacdo dos resultados, foram atribuidos como néo reagentes
pocos com densidade oOptica (DO) < 0,2, indeterminado com DO entre 0,2 e 0,3 e

reagente os que atingirem DO > 0,3 (Martin et al., 2000; Henriques et al., 2020).

3.5. ASPECTOS ETICOS E CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS DO
PROTOCOLO IMUNOLOGICO

As amostras testadas neste estudo pertenciam a soroteca da
SAARB/IEC/SVSA/MS. Os soros foram encaminhados dos estados do Alagoas,
Para, Paraiba, Maranh&o, Mato Grosso do Sul, Ronddnia, Roraima, Rio Grande do
Norte e Tocantins a SAARB, entre os anos de 2000 a 2016, para confirmacdo

diagnéstica de casos suspeitos de dengue e Zika, através dos testes de RT-qPCR
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(amostras na fase virémica — até 5 dias apds o inicio dos sintomas) e ELISA
(amostras na fase convalescente — 5 dias ap0s o inicio dos sintomas).

Apébs confirmacdo e liberacdo dos resultados as Secretarias Estaduais de
Salde de cada estado, uma aliqguota dos soros foi testada para avaliacdo da
aplicabilidade dessas novas ferramentas imunoldgicas na rotina do diagnostico de
dengue e Zika. Para isso, o0 projeto “Avaliagdo do teste de neutralizagao utilizando virus
reporter para diagnostico de DENV e ZIKV em area endémica para flavivirus” sob a
responsabilidade da pesquisadora Daniele Barbosa de Almeida Medeiros, foi submetido
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IEC sob dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e parecer 3.601.702 (Anexo 1A).

Para validacdo da plataforma Cytation™ 5.0 BioTek, foram selecionados 76
soros e categorizados em quatro grupos. O primeiro grupo de fase aguda para
dengue, o segundo de fase convalescente para dengue ambos coletados
anteriormente a entrada de ZIKV no Brasil. O terceiro de fase aguda para zika e
quarto grupo de fase convalescente para zika.

As amostras testadas GloMax® Promega foram oito soros (quatro positivos
para DENV e quatro positivos para ZIKV, como definido nos soros foram utilizados

na validacdo no Cytation™ 5.0 BioTek).

3.6. ASPECTOS ETICOS E CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS O
INVESTIGACAO DE DOENCAS NEUROINVASIVAS NO ESTADO DO PARA
EMLCR

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
IEC/SVSA/MS como instituicdo proponente e HUJBB/UFPA/EBSERH como
instituicdo co-participante, intitulado “Investigagao de arbovirus em casos de doenga
neuroinvasiva em Hospital Universitario no Estado do Para”.

Os pesquisadores atenderam as recomendagfes e orientagfes solicitadas
pelas Comissbes de Eticas das Instituicdes envolvidas, baseadas nas diretrizes
contidas na RESOLUCAO CNS N° 466/2012, e disponibilizadas pelo Instituto
Evandro Chagas (IEC/SVSA/MS) e Geréncia de Ensino e Pesquisa do Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto, Empresa Brasileira De Servicos Hospitalares
(HUJBB/UFPA/EBSERH).
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O projeto obteve aprovacdo para a retencdo das amostras coletadas e
dispensa de TCLE, e cujo numero do parecer consubstanciado foi 5.461.824, e
comprovante de aprovacado em Anexo 1B.

A coleta de dados como género, idade, origem urbana ou rural e valores
bioquimicos e citolégicos de LCRs de paciente foi realizada por apenas um
integrante da pesquisa que possuia senha individual de acesso restrito ao sistema
do laboratério (19lis) e respeitando o termo de confidencialidade e sigilo referente a
essas informacdes. Coletas pontuais ao Aplicativo de Gestdo para Hospitais
Universitarios (AGHUX) do HUJBB e GAL-PA (Gerenciador de Ambiente

Laboratorial).

3.6.1. Perfil das amostras

As amostras utilizadas nesse estudo foram de LCR de pacientes atendidos
com suspeita clinica de doenca neuroinvasiva de etiologia viral pelo HUJBB
(consoante os itens, por livre demanda, no periodo de 2022 a 2023, logo apds a
autorizacdo do Comité de Etica e Pesquisa.

Para as amostras de LCR, foram feitas aliquotas em tubos criogénicos com
volumes variando de 0,25 a 2,0 mL, que foram destinados aos ensaios de biologia
molecular e ensaios sorologicos. Apds o preparo do material, essas amostras foram
encaminhadas em caixa térmica com conservante comercial portatil a SAARB, para
armazenamento em ultra-freezer —80 °C para posterior pesquisa de flavivirus.
Quando possivel, amostras de soro foram encaminhadas em volumes de 1 a 4 mL,

sob as mesmas condicdes de transporte descritas anteriormente.

3.6.2. Critério de inclusdao de amostras

As amostras incluidas nesse estudo foram de LCR e soros de pacientes com
meningite a esclarecer, encefalite ou de outra doenca neurolégica de origem
infecciosa atendidos no HUJBB que tiveram diagndstico bioquimico e citolégico na

ULAC-HUJBB negativos para etiologia bacteriana e fungica;
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Estéo incluidas, também, amostras de LCR e soros de pacientes atendidos no
HUJBB com diagnostico confirmado ou suspeita clinica, epidemiolégica e/ou

laboratorial de doenga neuroinvasiva de etiologia viral.

3.6.3. Critério de exclusdo de amostras

Foram excluidas deste estudo, amostras de LCR e soros de pacientes com
suspeita de doenca neuroinvasiva que tiveram diagnostico laboratorial (bioquimico,
citolégico e microbiol6gico) na ULAC-HUJBB positivos para Strepctococcus spp.,
Neisseria spp., Criptococcus spp., micobactérias tuberculoide e ndo tuberculeoide,
Angistrongylus cantonensis ou outras etiologias bacterianas, fungicas ou

parasitarias;

Além disso, foram excluidas, amostras com volume inferior a 500 pL,
insuficiente para realizacdo das aliquotas que foram utilizadas no trabalho e a
manutencdo da reserva técnica da ULAC (a reserva técnica serve como controle
posterior nos casos de esclarecimento diagnostico adicional mediante solicitacdo
médica) e amostras de LCR que ndo tiveram diagnostico bioquimico e citoldgico
realizados, por eventual demanda, ou soros coletados por suspeita de doenca
neuroinvasiva, cujos liquores ndo foram coletados, também foram excluidos da

pesquisa.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos e estimadores de desempenho para avaliacdo dos
protocolos diagnosticos e a diagramacgdo dos resultados foram realizados no
programa Bioestat (Bioestat Program version 5.3; Ayres et al., 2007) e no GraphPad
Prism v7.02.

Para analises de associagdo, foi utilizado o teste Qui-Quadrado, e para
analises de concordancia, o teste Kappa. O valor de Kappa varia de menos um (-1
indica completa discordancia) a um (1 indica completa concordancia). Os valores de
sensibilidade (S), especificidade (E), valores preditivos positivos (VPP) e negativos

(VPN), e valor de acuracia foram obtidos a partir de uma tabela de contingéncia
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contendo o numero de testes verdadeiros e falsos positivos, e verdadeiros e falsos
negativos (Quadro 13 do anexo 2). Ainda no anexo 2 Quadro 14, estdo
especificados, os conceitos e as formulas, e para cada valor estatistico que foi
calculado. O teste de McNemar foi utilizado para verificar a possivel associacdo de
grupos pareados calculados tendo como significancia estatistica um p-valor de
<0,05.

Foi feita uma comparagdo entre os resultados obtidos em cada teste
diagnostico, onde um teste era avaliado em fungédo de outro que foi tomado como
referéncia. Dessa forma, foram comparados o RT-gPCR e o Semi-nested RT-PCR
com ELISA como referéncia, o RT-gPCR com o Semi-nested RT-PCR como
referéncia e vice-versa.

Para avaliar o desempenho dos testes de RVNT®, a curva ROC foi tracada
comparando RVNT®® de DENV Rluc e de ZIKV Rluc, ZIKV mCherry, usando o teste
de PRNT® convencional como teste de referéncia (padrdo). O RVNT® ZIKV
mCherry também foi avaliado usando, dessa vez, o RVNT® ZIKV Rluc como
referéncia (Shan et al.,, 2007). O teste de ELISA foi comparado ao desempenho
apresentado nos testes de neutralizagdo, e tracados na curva ROC. A tabela de
contingéncia presente no Anexo 2 foi utilizada para a analise dos testes de

neutralizacédo do virus reporter.
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4. RESULTADOS

4.1. RT-QPCR DUPLEX DE WNV/SLEV E QUADRIPLEX DE
ILHV/ROCV/JEVITBEV

4.1.1. Desenho deiniciadores e sondas

Foram realizados alinhamentos das sequéncias de genoma completo dos
virus SLEV, ILHV, ROCV e JEV disponiveis no banco de dados GenBank para o
desenho dos novos conjuntos de iniciadores e sondas utilizados neste estudo. O
desenho dos iniciadores e sondas dos virus WNV e TBEV havia sido realizado
previamente (SCHWAIGER; CASSINOTTI, 2003; XU et al., 2022).

Para o SLEV, foi realizado um alinhamento de 43 sequéncias de genomas
completos. Ap6s uma andlise inicial identificou-se a presenca de varias regidoes
conservadas ao longo do genoma, mas, principalmente, nas regides NS5 e 3'RNT.
Trés regides na porcdo NS5 de SLEV foram escolhidas para o desenho de um par
de iniciadores e uma sonda (Figura 7).



78

Figura 7 - Alinhamento das sequéncias de SLEV utilizadas no desenho dos iniciadores e sondas.
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[+ F]753287.2 BccE CAUGGUCAAULCAUGEH u o UGAGUGUCUGGAACCGUGUGLGGAULGAAGA [
L& KM267635.1 @ CGUACHACAUGGUCAAUUCAUGHA WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA G c
[ KY825742.1 wecE WACAUGGUCAAUUCAUGHE I U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA u
L+ KF580299.1 (8 BACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG U EGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAS G c
+ DQ359217.1 CACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG UGABUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAA (i (]
D& KX258460.1 (Ve o BACAUGGUCAAUUCAUGHA u U UGAGUGUCUGGAACC GUGUGUGGAUUGAAGA o GACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
[+ KX258461.1 mccE BACAUGGUCAAUUCAUGHA 0 U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA u UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
D& KX258462.1 (e BACAUGGUCAAUUCAUGHA u U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAS u UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
[+ KX965720.1 e BACAUGGUCAAUUCAUGHA 0 U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA u UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
r& EF158070.1 CCACAUGGUCAALIUCAUGH WGAG GABUGUCUGGAACCGUGUGUGGAULGAAGAN (i ACAUUCCAUACCUAGGAAABAGAG o
b+ EF158068.1 (o CHACAUGGUCAAUUCAUGY WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA A G UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
L« EF158060.1 (= CGUACCACAUGGUCAAUUCAUGHA u GAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGALUUGAS i mccE G
L« EF158058.1 CGUACCACAUGGUCAAUUCAUGH UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAA
L« EF158065.1 BGGACGUACCACAUGGUCAAUUCALGH WGAG GAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAULGAAGA i u
Le EF158049.1 CGEACCACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAULGAAGA 0
L« EF158050.1 CGUACCACAUGGUCAAUUCALGY WGAG GAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAULGAAGA
Le EF158052.1 BGGCACGUACCACAUGGUCAAUUCABGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAULGAAGA u @
Ce EF158051.1 BGGACGUACCAC AUGGUCAAUUCAUGH WGAG GAGUGUCUGGAACCGUGUGLGGAULIGAAGA(N WAUGG
Le EF158054.1 (o CGEACHACAUGGUCAAUUCAUGY WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA G UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
re EF158055.1 CGUACCACAUGGUCAALLCAUGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGEGUGLGGALULGA UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
Le EF158057.1 BGCACGUACCACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAS (i @ UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
re EF158053.1 (s CGUACHACAUGGUCAAUUCAUGHE WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA G c UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG (¥
L« EF158050.1 CGUACCACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAULGAAGAN GACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
re EF158060.1 (= CGRACHACAUGGUCAAUBCAUGH WGAG o GAGUGUCUGGAACCGUGUGLGGAULGAGGA € A ACAUBCCAUACCUAGGAAAGAGAG i
L« EF158048.1 (S BACAUGGUCAAUUCAUGHA WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA GGAN c c UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
re EF158062.1 WACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGUGUGLGGAULIGAAGA AUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
L+ EF158061.2 CCACAUGGUCAAUUCAUGY WGAG UGAGUGUCUGEAACCGUGUGUGGAULGAAGAN ACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
[+ EF158063.1 @ CGEACHACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA A G AUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
L+ EF158064.1 @ CGEACCACAUGGUCAAUBCAEGY WGAG U UGAGUGUCUGEAACCGEIGUGLGGALUUGA? G UUCCAUACCUAGGAAAGAGAG u
[+ EF158066.1 EGGACGUACCACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA (i G (i ACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGEG
L+ EF158056.1 @ CGUACHIACAUGGUCAAUUCAUGH WGAG U UGAGUGUCUGGAACC GUGUGUGGAUUGAAGA G GACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
[+ EF158067.1 @ CGRACHACAUGGUCAAUUCAUGY WGAG U UGAGUGUCUGGAACCGUGUGUGGAUUGAAGA c G ACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG
D& AY632544.1 @ CGEACHACAUGGUCAALUCAUGH WGAG U UGAGUGUCUGGAACC GUGUGUGGAUUGAAGA A GCEACAUUCCAUACCUAGGAAAGAGAG

Legenda: Alinhamento das 43 sequéncias utilizadas no desenho dos iniciadores e sondas de SLEV. Um total de 42 sequéncias
foram alinhadas tomando a sequéncia de padréo de SLEV do NCBI/GenBank como referéncia (GenBank # NC_007580). No canto
esquerdo do grafico estdo todos os numeros de ascensdo do GenBank das sequéncias utilizadas. Acima esta a sequéncia
consenso, seguida da sequéncia de referéncia (GenBank # NC_007580) e logo abaixo as demais sequéncias de SLEV. Posicdes
dos iniciadores e sondas estdo destacados, bem como os nucleotideos com incompatibilidade. Fonte: Software de Andlise
Geneious R11.
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Essas regifes estavam livres de estruturas secundarias de RNA estaveis
as temperaturas superiores a 37 °C conforme evidenciado na analise da
sequéncia realizada no Mfold. Para reducdo do numero de incompatibilidades e
assegurar uma maior cobertura de genomas, bases degeneradas foram
introduzidas nas posi¢des 3 e 6 do iniciador senso (SLEV NS5 10059F, bases
duas bases Y), nas posicbes 15 e 18 do iniciador antissenso (SLEV NS5
10214R, bases R e K) e nas posicdes 5 e 17 da sonda (SLEV NS5 10114
Probe, duas bases Y). Uma andlise no Primer-Blast (Ye et al.,, 2012) dos
iniciadores SLEV NS5 10059F e SLEV NS5 10214R frente a colecao de
nucleotideos do GenBank retornou 197 sequéncias, todas pertencentes ao
virus SLEV. Dessas, 185 tiveram compatibilidade perfeita e 12 apresentaram
incompatibilidade de apenas um nucleotideo.

Uma andlise similar da sonda SLEV NS5 10114 Probe utilizando a
plataforma BLASTn (Zhang et al., 2000) retornou 100 sequéncias, todas do
SLEV com 100% de identidade (valor de “e” de 9,0 x 10°%). A andlise do
programa AutoDimer com todos os iniciadores e sondas de SLEV e WNV néo
identificou nenhuma complementaridade de bases importantes entre eles, sem
formacdo de estruturas secundarias ou de dimeros.

Para os virus ILHV e ROCV, ndo havia muitas sequéncias de genoma
completo disponiveis no banco de dados, com apenas dois genomas
completos do virus ILHV (GenBank #AY632539 e #KC481679) e um do virus
ROCV (#AY632542). O desenho dos iniciadores e sonda do ILHV foi feito com
base no alinhamento entre as duas sequéncias disponiveis, que apresentaram
94% de identidade nucleotidica. Para isso, foram selecionadas trés regides
conservadas entre as duas sequéncias na porcao do envelope do genoma de
ILHV.

Ja o desenho dos iniciadores e sonda do ROCYV foi feito a partir da Unica
sequéncia disponivel para o virus, também na porcao do envelope do virus. As
regioes escolhidas estavam livres de estruturas secundarias de RNA estaveis a
temperaturas superiores a 37°C.

A andlise no Primer-Blast dos iniciadores ILHV 2157 F e ILHV 2253 R
retornou 19 sequéncias, todas do virus ILHV. Dentre essas, 11 tiveram
compatibilidade perfeita, cinco tiveram uma posicdo incompativel no iniciador

antisenso (ILHV 2253 R) e trés sequéncias tiveram duas incompatibilidades,
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também no iniciador antisenso. De forma similar, a analise da sonda na
plataforma BLASTn (Zhang et al., 2000) retornou 19 sequéncias com mais de
95% de identidade, todas do ILHV (valor de “e” de 8,0 x 10). Para o ROCV, as
andlises no Primer-Blast e Blastn retornaram apenas a sequéncia AY632542,
como esperado.

Para o JEV, foi realizado um alinhamento das 212 sequéncias de
genomas completos disponiveis, o que permitiu a identificacdo da presenca de
regides conservadas na por¢dao 3’'RNT do genoma de JEV. Trés regides foram
escolhidas para o desenho de um par de iniciadores e uma sonda (Figura 8),
todas livres de estruturas secundarias de RNA estaveis a temperaturas

superiores a 37 °C.



Figura 8 - Alinhamento das sequéncias de JEV utilizadas no desenho dos iniciadores e sondas.
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Legenda: Alinhamento das sequéncias utilizadas no desenho dos iniciadores e sondas de JEV. Um total de 212 sequéncias foram
alinhadas tomando a sequéncia de padrdo de JEV do NCBI/GenBank como referéncia (GenBank # NC_001437). Apenas 56
sequéncias estdo representadas nesse grafico. No canto esquerdo do grafico estdo todos os niumeros de ascensédo do GenBank.
Acima estd a sequéncia consenso, seguida da sequéncia de referéncia e logo abaixo as demais sequéncias de JEV. Posi¢bes dos
iniciadores e sondas estdo destacadas, bem como os nucleotideos com incompatibilidade. Fonte: Software de Analise Geneious

R11.
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Para reducdo do numero de incompatibilidades e assegurar a maior cobertura
possivel de cepas de JEV, uma base degenerada foi introduzida na posicdo 15
iniciador senso (JEV 10711 F, uma base R). A andlise no Primer-Blast retornou 326
sequéncias, todas pertencentes ao virus JEV. Dessas, 323 tiveram compatibilidade
perfeita, duas apresentaram incompatibilidade de dois nucleotideos no iniciador
antissenso e apenas uma apresentou incompatibilidade de um nucleotideo também
no iniciador antissenso. A analise da sonda de JEV no BLASTn retornou 100
sequéncias, todas do virus JEV com 100% de identidade (valor de “e” de 2,0 x 10°%).

A anélise no AutoDimer com todos os iniciadores e sondas de ILHV, ROCV,
TBEV e JEV ndo identificou nenhuma complementaridade de bases importantes

entre eles, sem formacao de estruturas secundérias ou de dimeros.

4.1.2. Producéo e clonagem dos padrfes de RNA sintético

Para producdo dos RNAs sintetizados in vitro que foram utilizados nas etapas
de padronizacdo dos protocolos de RT-qPCR, foram desenhados plasmidios
contendo insertos formados por sequéncias dos virus WNV, TBEV e JEV. Os
plasmidios foram desenhados de forma que os insertos contendo as sequéncias dos
virus estivessem flanqueadas por sitios de restricdo e pelos promotores T7 e Sp6
para transcricdo in vitro, inseridos em um vetor de clonagem do tipo pUCIDT e

sintetizados comercialmente (Figura 9).
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Figura 9 - Mapa do plasmideo utilizado para producéo dos clones dos virus WNV,
TBEV e JEV.

AmpR promoter

T7 promoter]

Xhol (507)
= — Nhel (513)

AmpRL_ .f: _;'!

pUCIDT Amp
I 3749 bp
||
| I|,_
\
b
-.\
3 _— Kpnl (1444)
B “Pstl (1450)
Gy
(SP6 promoter
. | N\ (ESoperstsy
—_— lac promoter

(CAP binding site/

Legenda: Esquema representativo do mapa com as principais caracteristicas dos
plasmidios utilizados para clonagem dos fragmentos dos virus WNV, TBEV e JEV.
Destacadas estao as regides de origem de replicacéo (amarelo), gene de resisténcia
a ampicilina (verde-claro), operador lac e sitio de ligagdo a CAP (verde-escuro) e
iniciadores M13 (roxo). A regido onde foi inserida a sequéncia do virus esté
representada em azul, flanqueada pelos sitios de restricdo (aqui representado pelas
enzimas Xhol, Nhel, Kpnl e Pstl) e pelos promotores T7 e SP6 em vermelho.
Imagem gerada no programa SnapGene Viewer, versao 5.1.7.

Para o virus SLEV, uma estratégia diferente foi utilizada. Como havia
disponivel o isolado desse virus, o clone foi produzido in house a partir da
amplificagéo de um fragmento de DNA diretamente do RNA viral extraido e inserido

em um vetor de clonagem PCR TOPO 2.1 (Figura 10).
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Figura 10 - Mapa do plasmideo utilizado para producéo dos clones do virus SLEV.
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Legenda: Esquema representativo do mapa com as principais caracteristicas do
plasmidio utilizado para clonagem do fragmento do virus SLEV. Destacadas estédo
as regibes de origem de replicacdo (amarelo), gene de resisténcia a ampicilina,
neomicina e kamicina (verde-claro), operador lac e sitio de ligacdo a CAP (verde-
escuro) e iniciadores M13 (roxo). A regido onde foi inserida a sequéncia do virus
esta representada em azul, flanqueada por sitios de restricdo (ndo mostrados) e
pelos promotores T7 e SP6 em vermelho. Imagem gerada no programa SnapGene
Viewer, versao 5.1.7.

Apbés a preparagdo dos plasmideos, os mesmos foram utilizados na
transformacdo de bactérias E. coli quimiocompetentes (TOP10). As bactérias
transformadas foram semeadas em meio de crescimento LB com Xgal (SLEV) ou
sem Xgal (demais virus) para crescimento das col6nias. Apos o periodo de
incubacéo, foi possivel observar o crescimento das colbnias correspondentes
(Figura 11).
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Figura 11 - Placa das bactérias quimiocompetentes transformadas com os

plasmideos contendo as sequéncias dos virus.

‘
Legenda: A) Representacdo do crescimento das colonias de bactérias TOP10
transformadas com os plasmidios pUC IDT contendo as sequéncias dos virus WNV,
TBEV ou JEV. B) Representagdo do crescimento das col6nias de bactérias TOP10

transformadas com o plasmideo PCR TOPO 2.1 contendo a sequéncia do virus
SLEV.

Apés, as colbnias foram repicadas e amplificadas em meio de cultura liquida
para purificagdo de plasmideos, que foram linearizados e utilizados na producdo do
RNA in vitro. Ao final do processo, o RNA in vitro produzido foi quantificado por
fluorometria, alcancando concentracdes de 726 ng/uL, 632 ng/uL, 983 ng/uL e 520
ng/uL para o RNA produzido dos virus WNV, TBEV, JEV e SLEV, respectivamente.

4.1.3. Otimizagao das condic¢Oes ideais de reacao

No total, foram testadas 16 combinagbes diferentes de concentragdo de
iniciadores e sondas para cada alvo. O objetivo deste experimento foi identificar qual
combinacgéo de concentracdo de iniciador e sonda era capaz de amplificar a mesma
amostra controle com menor valor de Ct possivel. Cada combinacéo foi testada em
triplicata. Como exemplo, a Figura 12 contém uma representacdo de um gréfico de

amplificacdo da matriz de concentracdo para o SLEV.
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Figura 12 - Grafico de amplificacdo do teste de avaliagdo da matriz de concentragcéo

de iniciadores e sonda de SLEV.
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Legenda: Representacdo grafica das curvas de amplificacdo de diferentes
combinac¢Bes de concentracdo de iniciadores e sondas de SLEV. No eixo Y temos
os valores de fluorescéncia do sinal do reporter normalizado (ARn) enquanto no eixo
X temos os ciclos. Neste gréafico estdo representados em quatro combinacdes de
concentragbes finais de iniciadores/sonda em nanomolar (500/250, 500/200,
500/150 e 500/100) destacadas em vermelho, azul, verde e roxo, respectivamente.
As melhores combinacdes sdo aquelas que produzem os menores valores de Ct e
curvas de amplificagdo mais altas no grafico (maior ARn).

ApoOs a realizacdo dos testes, verificou-se que ndo houve muita variagédo entre
os resultados obtidos para as diferentes combinacdes testadas (Quadro 6). Para a
maioria dos virus, a diferenca entre o maior e o menor valor de Ct obtido foi menor
que um, com excec¢do do virus SLEV, que apresentou uma variacdo de Ct entre
27,77 a 29,82, dependendo da concentragcdo. Além disso, a concentragdo de sonda
parece ter tido um impacto maior nos valores de Ct obtidos do que a concentragao
de iniciadores. Com base nesses resultados, as concentragdes finais escolhidas
para serem utilizadas nos protocolos de RT-gPCR duplex WNV/SLEV e quadriplex
(ILHV/ROCV/TBEV/JEV) foram de 500 nM para os iniciadores e 200 nM para as

sondas.
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Quadro 6 - Quadro com as concentracdes testadas de iniciadores e sondas e 0s

valores de Ct obtidos.

Concentragao Final (nM) Ct médio

Iniciadores Sonda WNV SLEV ILHV ROCV TBEV JEV

1000 250 19,47 27,79 23,15 26,19 19,22 16,45
1000 200 19,92 28,14 23,94 26,47 19,54 16,53
1000 150 19,74 28,43 24,51 27,13 20,31 16,98
1000 100 20,57 29,75 25,23 27,98 21,24 17,54
750 250 19,12 27,80 23,22 26,24 19,26 16,52
750 200 19,45 28,08 23,19 26,41 20,01 16,67
750 150 19,69 28,42 24,74 27,24 20,45 16,99
750 100 20,25 29,82 24,97 27,86 21,36 17,45
500 250 19,08 27,77 23,26 26,31 19,14 16,51
500 200 19,48 27,92 22,98 26,14 19,28 16,54
500 150 19,55 28,29 24,65 26,91 20,26 16,89
500 100 20,31 29,16 25,29 27,86 21,31 17,63
250 250 19,37 27,57 23,89 26,48 19,45 16,74
250 200 19,52 27,97 24,58 26,51 19,78 16,88
250 150 19,56 28,16 24,97 27,32 20,79 17,03
250 100 20,42 29,34 25,69 27,99 21,65 17,74

Em seguida, foi feita uma avaliacdo dos parametros de qualidade dos
protocolos de RT-gPCR - eficiéncia de reacédo (EF%), coeficiente de linearidade (R?)
e slope. Para isso, foi utilizado uma curva padréo para cada alvo. Cada curva padrao
foi composta de diluicées de 1:10 com concentracdes variando de 108 cépias/ L até
10! copias/ul. Cada protocolo foi avaliado em separado (em singleplex) e depois
comparados em multiplex, no formato duplex para WNV e SLEV e quadriplex para
ILHV, ROCV, TBEV e JEV.

Para o protocolo duplex WNV/SLEV, néo houve diferenga importante entre os
valores de Cts obtidos no formado singleplex e duplex (Figura 13). A amplificacdo do
genoma de WNV utilizando o protocolo duplex apresentou valores de eficiéncia de
97,263%, slope de -3,389, R? de 0,997 e y-intercept de 37,219 (Figura 14A). J4 a
amplificacdo do genoma de SLEV utilizando o protocolo duplex apresentou valores
de eficiéncia de 97,994%, slope de -3,372, R? de 0,998 e y-intercept de 39,766
(Figura 14B). A performance do protocolo no formato duplex foi muito proxima do

formato singleplex. O limite de quantificacdo (LQ) foi definido como 100 coépias/pL,
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com faixa dinamica linear (FDL) entre 102 a 10° cépias/pL, quatro logs acima do LQ,
para o protocolo duplex WNV/SLEV. A variacdo de R? ficou entre 0,98 a 0,99 entre
toda FDL.

Figura 13 - Gréafico de amplificacdo da curva padrdo dos virus WNV e SLEV

comparando os valores de Cts obtidos no formato singleplex e duplex.
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genda: Representacdo grafica da amplificacdo das curvas padrdao dos WNV (A) e
SLEV (B).
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Figura 14 - Curvas padrao dos virus WNV e SLEV nos formatos singleplex e duplex,
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Legenda: A) comparacdo entre as curvas padrédo do protocolo duplex RT-gPCR
WNV nos formatos duplex x singleplex. B) comparacéo entre as curvas padrao do
protocolo duplex RT-gPCR SLEV nos formatos duplex x singleplex.
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4.1.4. Especificidade e Sensibilidade Analitica

Para avaliar a especificidade analitica dos protocolos duplex WNV/SLEV e
quadriplex ILHV/ROCV/TBEV/JEV, foi testado um painel de amostras positivas para
diversos virus. Nao foi observada amplificacdo nas amostras para nenhum dos virus
testados, indicando que os protocolos sdo especificos para seus respectivos alvos.

A sensibilidade analitica do protocolo duplex WNV/SLEV foi avaliada a partir
da determinacdo do limite de deteccdo de cada alvo, definido como a menor
quantidade de RNA (viral ou in vitro), em cOpias/pL, capaz de ser detectada com
mais de 95% de intervalo de confianca (IC). Para isso, o RNA quantificado de cada
virus foi utilizado na preparacdo de 11 diluicbes seriadas de 1:5 e testado em oito

replicatas em uma Unica corrida (Quadro 7).

Quadro 7 - Avaliagao do limite de detecgéo do protocolo duplex WNV/SLEV

WNV SLEV

Ct Ct

Concentracdo Testadas Positivas Médio Concentracdo Testadas Positivas Médio
1,00x10° 8 8 19,03 1,00x10° 8 8 20,21
2,00x10* 8 8 21,68 2,00x10% 8 8 22,86
4,00x103 8 8 23,80 4,00x103 8 8 24,96
8,00x102 8 8 25,87 8,00x102 8 8 27,26
1,60x102 8 8 28,22 1,60x102 8 8 29,74
3,20x10* 8 8 30,39 3,20x10* 8 8 32,09
6,40x10° 8 8 33,00 6,40x10° 8 7 34,53
1,28x10° 8 6 35,73 1,28x10° 8 4 37,20
2,56x107 8 4 36,49 2,56x10? 8 3 36,91
5,12x1072 8 0 IND* 5,12x1072 8 0 IND*
1,02x102 8 0 IND* 1,02x102 8 0 IND*

Legenda: Foram testadas 11 diluicdes de 1:5 nas concentracdes expressas na figura
(em copias/yL). Cada diluicao foi testada em oito replicatas e numero de replicatas
positivas para cada diluicdo estd mostrado. Foram consideradas positivas amostras
com valores de Cts abaixo de 38. *IND = Indeterminado.

De posse desses resultados, foi possivel calcular o limite de detecgéo (LD)
para cada alvo utilizando uma analise de regresséo linear de probit no programa
SPSS® Statistics, versado 25 (IBM®, Armonk, NY, USA). O LD para o virus WNV foi
de 2,816 coépias/uL (limite inferior de 1,139 copias/uL; limite superior de 40,112
copias/uL; 95% de IC; p<0,0001), enquanto, que para o SLEV, foi de 12,400
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copias/uL (limite inferior de 4,080 cépias/pL; limite superior de 186,145 copias/uL;
95% de IC; p<0,0001).

Uma vez que foi utilizado um volume de 5 pL de RNA por reacéo, o LD final
ficaria em 14,08 copias de genoma de WNV e 62 copias de genoma de SLEV. O LD
do protocolo RT-gPCR de referéncia para WNV foi de 0,1 PFU (Lanciotti et al.,
2000), enquanto, que o protocolo RT-gPCR de referéncia para SLEV foi de 0,15
PFU (Lanciotti & Kerst, 2001). Levando em conta que o numero de copias de RNA
por PFU nos flavivirus gira em torno de 3 logs (ou seja, na faixa de 1.000 copias por
PFU) (Chao et al., 2007), é possivel que o protocolo duplex RT-gPCR WNV/SLEV

apresente uma sensibilidade analitica melhor que os protocolos de referéncia.

4.1.5. Acuréacia Diagnéstica

Para avaliar a acuracia diagnostica do protocolo de RT-gPCR duplex
WNV/SLEV na deteccdo do genoma viral em amostras de LCR humano, foi
realizado um teste com um painel de amostras negativas e positivas para WNV e
SLEV. Um total de 20 amostras de LCR previamente testadas como negativas para
WNV e SLEV por RT-gPCR foram utilizadas. Devido a indisponibilidade de amostras
clinicas positivas para WNV e SLEV, foram incluidas na analise 20 amostras de LCR
humano infectadas artificialmente por inoculacdo de quantidades variaveis de virus
WNV e SLEV. Todas as amostras foram testadas com o protocolo duplex
WNV/SLEV (teste indice) e para os protocolos de referéncia de WNV e SLEV (teste
de referéncia). Todas as amostras negativas obtiveram resultados negativos para
ambos os testes, assim como todas as amostras positivas se mostraram positivas
para ambos os testes. Os resultados das amostras positivas testadas para ambos 0s
protocolos, bem como a quantidade de virus utilizada, estdo apresentados no
Quadro 8.

O novo protocolo duplex RT-gPCR WNV/SLEV apresentou valores de
sensibilidade e especificidade clinica de 100% em ambas quando comparado tanto
com o protocolo de referéncia para deteccdo de WNV quanto para SLEV. Os valores
preditivos positivos e negativos foram de 0% cada. A acuracia ou proporcdo de
acertos foi de 100%. A concordancia observada entre os testes duplex RT-qPCR
WNV/SLEV e os de referéncia singlex RT-gPCR WNV e RT-qPCR SLEV foi de



92

100%, com indice kappa igual a 1,0 (p<0,0001), indicando concordancia perfeita dos

testes (Tabelas 1 e 2).



Quadro 8 — Resultados obtidos no painel de amostras positivas para WNV e SLEV.

93

WNV SLEV
Concentracao Ct Ct Concentracao Ct Ct
Amostra (copias/mL) ’(Te.ste (TeAste_ Amostra (copias/mL) ’(Te_ste (Te§te_
Indice) Referéncia) Indice) Referéncia)
01 4,0 x 107 21,84 20,52 21 4,0 x 10° 25,67 25,14
02 3,0 x 108 21,45 20,23 22 6,0 x 10% 25,64 25,52
03 6,0 x 107 16,31 14,72 23 3,0x 104 26,47 26,03
04 9,0 x 10° 21,60 20,30 24 4,0 x 104 26,36 25,80
05 1,0 x 10° 24,32 22,76 25 4,0 x 10° 23,20 22,96
06 2,0 x108 21,54 20,17 26 1,0 x 10° 25,37 24,89
07 8,0 x 10° 24,19 22,78 27 3,0 x 10° 23,99 23,73
08 1,0 x 10° 25,34 23,56 28 4,0 x 104 27,17 26,96
09 7,0 x 108 19,60 17,85 29 1,0 x 10° 25,36 25,19
10 2,0 x 10° 27,28 25,56 30 8,0 x 10% 25,69 25,47
11 6,0 x 10° 24,09 22,09 31 2,0 x 10° 24,94 24,74
12 5,0 x107 17,62 15,70 32 3,0x 104 28,34 27,92
13 4,0 x 10° 24,73 23,32 33 9,0 x 108 29,39 28,79
14 9,0 x 10* 25,55 23,85 34 3,0x10° 23,91 23,73
15 4,0 x 108 21,18 19,39 35 1,0 x 10* 28,85 28,40
16 3,0x10° 24,15 22,46 36 2,0 x 10° 24,49 24,24
17 9,0 x 10* 24,57 22,88 37 9,0 x 104 26,45 25,87
18 8,0 x 108 20,54 18,92 38 2,0 x 10% 27,95 27,48
19 5,0 x 10° 24,98 23,29 39 1,0 x 10* 34,83 27,83
20 2,0 x 107 18,38 16,46 40 1,0 x 10° 26,33 25,11
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Tabela 1 - Tabela de contingéncia comparando os resultados obtidos no duplex

RT-gPCR WNV/SLEV, tendo o0 RT-gPCR WNV como referéncia.

WNV RT-gPCR
Positivo Negativo Total

Duplex Positivo 20 0 20
RT-qPCR Negativo 0 20 0

Total 20 20 40
Estimadores de Desempenho Valor indice
Sensibilidade 100%
Especificidade 100%
VPP 100%
VPN 100% 1O
Ep 0% (p<0,0001)
FN 0%
Acuracia 100%

Intervalo de Confianca 95%. VPP: Valor Preditivo Positivo, VPN: Valor Preditivo Negativo, FP:

Falso-positivo, FN: Falso-negativo.

Tabela 2 - Tabela de contingéncia comparando os resultados obtidos no duplex

RT-gPCR WNV/SLEV, tendo o RT-gPCR SLEV como referéncia.

SLEV RT-qPCR

Positivo Negativo Total

Duplex Positivo 20 20 40
RT-gPCR Negativo 0 0 0

Total 20 20 40
Estimadores de Desempenho Valor indice k
Sensibilidade 100%
Especificidade 100%
VPP 100%
VPN 100% L0
Ep 0% (p<0,0001)
FN 0%
Acuracia 100%

Intervalo de Confianca 95%. VPP: Valor Preditivo Positivo, VPN: Valor Preditivo Negativo, FP:

Falso-positivo, FN: Falso-negativo.
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4.2.  AVALIACAO DO RVNT®: PLATAFORMA CYTATION™ 5.0 BIOTEK

Os soros de pacientes sintomaticos compativeis com DENV e/ou infec¢bes
por ZIKV foram testados por RVNT® e PRNT® tradicionais. Essas amostras
foram pré-selecionadas a partir de RT-gPCR e ELISA IgM, categorizadas em
quatro grupos com base em: (1) tempo de doenca apos o inicio dos sintomas e
(2) resultados do diagnéstico laboratorial.

O Grupo | (n = 20) inclui pacientes que tiveram diagnéstico para DENV por
RT-PCR, e com amostras coletadas, entre 1 a 5 dias, apds o inicio dos sintomas;
Grupo Il (n = 19) inclui amostras positivas para DENV por ELISA IgM, e, com
amostras coletadas com mais de 5 dias do inicio dos sintomas. Os pacientes com
diagnéstico para ZIKV foram incluidos no Grupo Il (n = 19) e no Grupo IV (n =
17). Grupo lll contém amostras agudas testadas para ZIKV RT-gPCR. Enquanto o
Grupo IV, inclui amostras convalescentes positivas para ZIKV por ELISA IgM de
pacientes com diagndstico confirmado na fase aguda por ZIKV RT-gPCR.

A maioria das amostras positivas para DENV nos Grupos | e Il foram
coletadas antes introducdo do ZIKV no Brasil (Zanluca et al., 2015), mas cinco
deles, foram coletados durante o surto de ZIKV, mostrando reacdo monotipica
para DENV nos testes sorolégicos (H815485, H817979, H817981, H819129 e
H819519). Por outro lado, amostras positivas para ZIKV (Grupos Il e 1V) foram

coletadas apenas durante o surto de 2015/2016 (Quadro 9).



Quadro 9 - Comparacao entre tempo de doenca e ensaios de neutralizacao.

Namero

Ensaio de placa

Reporter (RVNT®)

(PRNT*)
Grupo  Registro Soro Ano Tempo de ZIKV  DENV2 DENV2 Riuc 2KV ZIKV
doenca Rluc mCherry
H726608 1 20072 7 dias Neg 1:320 1:25600 Neg Neg
H769882 2 2010% 4 dias Neg 1:20 1:400 Neg Neg
H769929 3 2010* 4 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H770060 4 2010% 2 dias Neg Neg 1:200 Neg Neg
H770220 5 2010% 3 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H773035 6 2010% 3 dias Neg 1:80 1:1600 Neg Neg
H773052 7 2010* 4 dias Neg 1:20 1:12800 Neg Neg
H773054 8 2010% 3 dias Neg 1:20 1:400 Neg Neg
H773564 9 20107 4 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H773565 10 2010* 4 dias Neg 1:320 1:12800 Neg Neg
H773582 11 2010* 4 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H774749 12 2010% 5 dias Neg 1:160 1:3200 Neg Neg
H775262 13 20102 <5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H775844 14 2010% <5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H775845 15 2010* <5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H775848 16 20102 < 5dias Neg Neg Neg Neg Neg
H775852 17 20102 <5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H775853 18 2010? <5 dias Neg 1:80 1:400 Neg Neg
H775854 19 2010* <5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H775862 20 2010% < 5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H627940 21 20002 >5dias Neg 1:640 1:3200 Neg Neg
H632195 22 2000* >5dias Neg 1:320 1:3200 Neg Neg
H674584 23 2004% >bdias Neg 1:20 1:200 Neg Neg
H738095 24 20072 >5dias Neg 1:80 1:400 Neg Neg
H739187 25 20072 6 dias Neg 1:320 1:12800 Neg Neg
H739983 26 2008 >5dias Neg 1:640 1:6400 Neg Neg
H787665 27 20122 14 dias Neg 1:10240 1:25600 Neg Neg
H788930 28 2012% > 5dias Neg 1:640 1:6400 Neg Neg
H789010 29 2012% > 5dias Neg 1:5120 1:25600 Neg Neg
1l H789197 30 20122 > 5dias Neg 1:10240 >1:51200 1:200 1:200
H789912 31 2012* > 5dias Neg 1:160 1:800 Neg Neg
H789990 32 2012% > bdias Neg 1:640 1:12800 Neg Neg
H789997 33 2012% > 5dias Neg 1:2560 1:25600 1:100 Neg
H790260 34 20122 > 5dias Neg 1:1280 1:6400 Neg Neg
H815485 35 2015 >bdias Neg 1:20 Neg Neg Neg
H817979 36 2015 > bdias Neg 1:20 1:200 Neg Neg
H817981 37 2016 >5dias Neg 1:1280 1:12800 Neg Neg
H819129 38 2015 > bdias Neg 1:160 1:1600 Neg Neg
H819519 39 2015 >5dias Neg 1:320 1:1600 Neg Neg
H817986 40 2015 <5 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H819966 41 2015 3 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H820771 42 2015 1dia Neg 1:320 1:1600 1:800 1:400
H821519 43 2015 <5 dias Neg 1:160 1:1600 Neg Neg
H821557 44 2015 2 dias Neg 1:80 1:800 1:200 1:100
H821585 45 2015 3 dias Neg 1:20 1:200 1:100 Neg
H821735 46 2015 <5 dias Neg Neg 1:400 Neg Neg
H821956 47 2015 2 dias Neg Neg Neg Neg Neg
1] H822137 48 2015 4 dias Neg Neg 1:100 Neg Neg
H822215 49 2015 <5 dias Neg 1:80 1:400 Neg Neg
H822217 50 2015 <5 dias Neg 1:80 1:800 Neg Neg
H822226 51 2015 3 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H822604 52 2015 2 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H823608 53 2015 4 dias Neg Neg Neg Neg Neg
H823390 54 2015 3 dias Neg 1:80 1:800 1:200 Neg
H823594 55 2015 1 dia Neg Neg 1:400 Neg Neg
H824562 56 2015 3dias Neg 1:320 1:800 Neg Neg
H824564 57 2015 1 dia Neg Neg Neg Neg Neg
H824708 58 2015° 4 dias Neg Neg 1:1600 1:6400 1:6400
H816971 59 2015 12dias 1:20 1:1280 1:12800 1:1600 1:1600
H819282 60 2015 4 dias 1:40 1:5120 1:25600 1:6400 1:3200
H819284 61 2015° 3 dias 1:80 1:1280 1:6400 >1:51200 1:3200
H819360 62 2015 8 dias Neg 1:640 1:12800 1:1600 1:400
H820967 63 2015 7 dias Neg 1:1280 1:12800 1:1600 1:800
H821489 64 2016 2 dias 1:320 1:2560 1:12800 1:12800 1:1600
H821491 65 2015° > 5dias Neg 1:160 1:800 1:1600 1:3200
H822200 66 2015 > 5dias Neg 1:160 1:1600 1:1600 1:1600
H822413 67 2015 > 5dias Neg 1:1280 1:6400 1:1600 1:6400
\Y| H822540 68 2015 > 5dias 1:20 1:640 1:6400 1:1600 Neg
H823176 69 2015° 50 dias 1:160 1:640 1:6400 >1:51200 1:12800
H824696 70 2015 7 dias Neg 1:320 1:1600 1:200 1:400
H825051 71 2015 11 dias Neg 1:640 1:12800 1:1600 1:3200
H826145 72 2016° > 5dias Neg 1:20 1:400 1:1600 1:1600
H828107 73 2016 1 dias Neg 1:1280 1:25600 1:1600 1:3200
H828108 74 2016 1 dias Neg 1:1280 1:6400 1:6400 1:6400
H829179 75 2016 19 dias 1:20 1:1280 1:6400 1:1600 1:3200

96

I:DENV detectado por RT-PCR,; II: Anti DENV-IgM detectado por ELISA captura; Ill: ZIKV detectado por RT-
gPCR; IV: Amostras pareadas, cuja 12 amostra teve diagnostico de Zika por RT-qPCR; A. Pré-epidémica para

0 ZIKV no Brasil; B. Titulo de ZIKV no RVNT90 > titulo de DENV no RVNT®’; Neg: negativa.
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Oito amostras do Grupo I, sugerindo que estas, possuem anticorpos
prévios contra DENV, porém todas foram negativas para ZIKV por PRNT® e
RVNT®, No DENV secundario casos de infeccdo seguidos por outros flavivirus
nao ZIKV (antes da pandemia de ZIKV), observados no Grupo Il, apenas algumas
amostras apresentaram anticorpos inespecificos contra ZIKV e, em baixas
diluicdes, para ambos os ensaios. No Grupo lll, apesar do genoma do ZIKV ter
sido detectado nestas amostras, o resultado do ZIKV PRNT® foi negativo. Além
disso, oito amostras (42,1%) foram positivas para ZIKV e DENV no RVNT®,
Esses dados indicam que, no cenario de infeccéo prévia por flavivirus, seguida de
infeccdo secundéaria por ZIKV, os anticorpos inespecificos do DENV, podem reagir
com o antigeno ZIKV, mas s6 podem ser detectados em diluicdes mais baixas
(<1:1600). Mais tarde, apos 5 dias pos-sintomas, os titulos de anticorpos anti-
ZIKV, aumentam durante a infeccdo secundaria, mas também os anticorpos
DENV. Essas podem ser observadas no Grupo IV e, todas essas amostras foram
positivas para DENV e ZIKV por RVNT®.

O tradicional ZIKV PRNT®® ndo foi capaz de detectar anticorpos ZIKV em
88,2% das amostras, mas com o RVNT® foi possivel titular anticorpos ZIKV nelas
todas. Além disso, 23,5% (n = 4) das amostras do Grupo IV tém titulo de ZIKV
maior que titulo de DENV, mas ndo estdo correlacionadas com o tempo de

doenca (Figura 15).
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Figura 15 - Comparacéo entre os titulos de anticorpos neutralizantes. (A) Titulos
de anticorpos no RVNT®® DENV Rluc versus PRNT®; (B) RVNT® ZIKV Rluc e
mCherry versus PRNT®

Fonte: Autoria propria.
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Testes de neutralizagao ZIKV

Tanto para DENV quanto para ZIKV RVNT® (Rluc e mCherry), os cortes de

teste foram mantidos em 90%, seguindo critérios PRNT®. No entanto, as

diluicbes inferiores a 1:100 foram definidas como reagfes inespecificas, uma vez

que o RVNT® demonstrou maior sensibilidade em comparacdo com o PRNT®,

devido a alta reacdo cruzada observada entre os flavivirus. Para calcular os
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ensaios RVNT® de sensibilidade e especificidade, todas as amostras também
foram testadas por PRNT®° tradicional como padréo-ouro teste. O ensaio DENV
Rluc teve sensibilidade e especificidade iguais a 100% e 78,3%, respectivamente,

e apresentaram 93,3% de acerto (Tabela 3).

Tabela 3 - Avaliacdo de RVNT®° usando como padrdo de RVNT® e ZIKV Rluc.

~ VALOR
PADRAO TESTES VPP VPN S E A MCNEMAR
0,218
DENV '
RVNT® RIuC 91,2 100,0 100,0 78,3 93,3 (p>0,05)
PRNT® RVNT® Rluc 32,0 100,0 100,0 74,6 77,3 0,000
i) i) ) ) i) (p<0’05)
0,001
90 ,
RVNT®® mCherry 33,3 98,1 88,0 79,1 80,0 (p<0,05)
ZIKV Rluc RVNT®*mCherry 100,0 92,6 84,0 100,0 94,7 0,125
] i) i) ) i) (p>0,05)

VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, S: sensibilidade, E:

especificidade, A: acuracia.

A curva ROC mostrou que RVNT®® de DENV Rluc teve desempenho
semelhante ao PRNT® (Figura 16).
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Figura 16 - Comparacéao entre curvas ROC de desempenho dos ensaios RVNT

DENV e ZIKV entre PRNT®° convencional
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(A) RVNT® DENV Rluc versus PRNT®; (B) RVNT® ZIKV Rluc versus PRNT®; (C)
RVNT® ZIKV mCherry versus PRNT®. (D) Comparacdo entre o ensaio de RVNT®
ZIKV e PRNT® ZIKV usando resultados do teste de ELISA IgM de ZIKV como
padrdo. Curva azul: ZIKV PRNT®; Curva verde: ZIKV mCherry; Curva rosa: ZIKV

4.3.

Rluc.

PLATAFORMA GLOMAX® PROMEGA

Na tentativa de recuperagédo dos plasmideos com a sequéncia reporter de

luciferase, a producdo em pequena escala do plasmideo de DENV Rluc alcangou
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um total de 8 clones, cujas concentracdes obtidas no Qubit 2.0 variaram de 43
ng/uL a 158 ng/pyL. Para ZIKV Rluc, foram recuperados 13 clones com
concentragdes variando entre < 0,010 pg/pL e 109 pg/pL.

O par de enzimas Sacl+Clal foi testado para DENV Rluc exibiu um padrao
de inserto conforme o esperado, como mostra a Figura 17. Concomitantemente,
os plasmideos ZIKV Rluc foram digeridos com as enzimas Nhel e Clal,
apresentando o padrao adequado. Apés a avaliagdo das concentragdes obtidas e,
dos perfis de bandas dos insertos, o clone nimero 2 de DENV Rluc, e o clone
namero 8 de ZIKV Rluc foram encaminhados para amplificacdo em média escala

(midiprep com 500 mL de meio liquido).

Figura 17 — Eletroforese em gel de agarose a 1% da digestdo enzimética de
DENV Rluc e ZIKV Rluc.

Legenda: (A) 1kb: Marcador de peso molecular. As amostras 1, 2 sdo clones
de DENV Rluc digeridos por Sacl+Clal, Sphl+Clal. As amostras 3, 4, 5,6, 7 e
8 sdo correspondentes aos clones 2, 5, 11, 12 e 13 de ZIKV Rluc,
respectivamente. Fonte: Laboratério de Clonagem e Expressdo de
Proteinas/SAARB (2019).

Durante a amplificacdo em meédia escala, o plasmideo de DENV Rluc
alcangou uma concentragao satisfatéria de 334 ng/uL. Ja para o ZIKV Rluc, a
concentracdo de DNA plasmidial de 240 ng/uL demandou mais laboro.

As dificuldades enfrentadas para alcancar uma boa concentragédo de DNA

plasmidial, sobretudo ao baixo rendimento encontrado para o ZIKV, podem ser
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justificadas pela taxa de crescimento lenta que é caracteristica do plasmideo de
baixa copia utilizado.

A confirmacgédo de que o material genético presente no plasmideo pertencia
ao DENV e ao ZIKV foi realizada por gPCR (Figura 18), seguida de
sequenciamento completo dos plasmideos de DENV e ZIKV que apresentaram
2.317.704 e 2.811.272 sequéncias, respectivamente, ndo havendo mudancas

nucleotidicas (Figura 19).

Figura 18 — Deteccado da sequéncia genética de DENV e ZIKV por RT-qPCR.
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ZIKV mCH 1 8,29
1000 ZIKV mCH 1 8,33
ZIKVRIuc2 | 12,12
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Fluorescence (&R)
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Nome Sequéncia Nucleotidica (5’-3°)
VZIK ENV 1086F CCGCTGCCCAACACAAG
VZIK ENV 1162R CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
Sonda VZIK ENV 1107 FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-BHQ

Legenda: Graficos de amplificacdo dos plasmideos dos virus reporters. A

confirmacéo da presenca da sequéncia viral nos plasmideos foi feita por PCR em
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tempo real. A) Amplificacdo da sequéncia do virus DENV nos clones 09, 14 e 19,
em duplicata. B) Amplificacdo da sequéncia do virus ZIKV nos clones 01 de ZIKV
mCH e clones 2 do ZIKV Rluc, em duplicata. Fonte: Laboratério de Biologia
Molecular/SAARB (2019).

Figura 19 - Confirmacdo da sequéncia de DENV Rluc e ZIKV Rluc por

sequenciamento de nova geragao.
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Legenda: Gréafico mostrando o resultado do sequenciamento dos plasmidios de
DENV e ZIKV Rluc. As leituras obtidas foram montadas utilizando a sequéncia do
plasmidio como molde. Na figura € possivel observar as regifes especificas das
ORFs virais bem como as regifes nao traduzidas, as sequéncias da Rluc e do
vetor plasmidial pACYC137. Em azul estdo indicadas a intensidade da cobertura
das leituras ao longo da sequéncia. Fonte: Laboratério de Biologia
Molecular/SAARB (2019).

Confirmados, os plasmideos de virus reporter foram linearizados e
transcritos. Na etapa de transcricdo, com quantificagcdes de RNA, superiores a 6
pMg/mL, os RNA foram eletroporados em células Vero. Apos a replicacdo desse
RNA infectante, foi observada destruicdo da monocamada, como mostrado na
Figura 20. Em cultivo de células Vero, infec¢des virais induzem efeito citopatico
(ECP), caracterizado por alteracdes morfolégicas, com perda de aderéncia, fusao
de membranas, formacdo de sincicios e vacuolos, arredondamento,

desprendimento da superficie de cultivo e morte celular (Oliveira et al., 2023).
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Figura 20 - Efeito citopatico apds infeccdo do virus reporter.

Legenda: Microscopia de campo claro no aumento de 100x. A: Célula Vero

transfectada, B: Efeito citopatico de célula Vero transfectada. Fonte: Laboratério
de Clonagem e Expresséo de Proteinas/SAARB (2009).

Normalmente, a infec¢do viral em cultivo celular € confirmada por teste de
imunofluorescéncia. Nesse trabalho, a replicacéo viral obtida, apds transfec¢céo de
RNA, foi demonstrada pela formacéo de placas de infec¢cdo durante o ensaio para
quantificagéo viral (Figura 21) e pelas técnicas de RT-gPCR (Figura 22; Quadro
10). Como representado no Quadro 1, o 8° dia pos-transfeccéo (dpt) de DENV
Rluc e no 4°dpt de ZIKV Rluc foram os periodos que apresentaram menor Ct.

Figura 21 - Titulag&o de virus reporter em unidade formadora de placa.

Controle + DENV Rluc ZIKV Rluc

-
o

Legenda: A) Controle positivo do ensaio de placa corados com cristal violeta. B)
Titulacdo do DENV Rluc através do ensaio de placa por cristal violeta. C)
Titulacdo do ZIKV Rluc por meio do ensaio de placa por cristal violeta. Fonte:
Laboratério de Clonagem e Expresséao de Proteinas/SAARB (2009).
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Figura 22 — Amplificacdo de DENV Rluc e ZIKV Rluc por RT-gPCR.
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Legenda: Grafico de amplificagdo do genoma de DENV e ZIKV Rluc a partir do
RNA extraido do sobrenadante de cultura celular apés transfeccdo, em duplicata.

Foram testados sobrenadantes de ZIKV Rluc com 4 e 5 dias pos
transfeccédo (Cts de 19,4 e 19,0 - respectivamente) e sobrenadantes DENV Rluc
com 5,5 e 8 dias pos transfeccdo (Cts de 16,9 e 11,2 - respectivamente). Além
disso, é possivel observar que ndo houve amplificacdo nos controles negativos
(NTC e CN 4dpt). Fonte: Laboratorio de Biologia Molecular/SAARB (2019).

Quadro 10 — Valores de Ct de DENV e ZIKV Rluc em diferentes dpt.

DENV Ct ZIKV Coleta Ct ZIKV Estoque Ct
Estoque

DEN E (A) 3dpt 23,96202 ZK Rluc 1dpt  21,75061 ZK E 4dpt 19,898
DEN E (A) 5.5dpt 16,89561 ZK Rluc 2dpt  29,04219 ZK E 5dpt (A) 17,714

DEN E (A) 9dpt 16,39175 ZK Rluc 3dpt  25,48274 ZK E 5dpt (N) 18,8945
DEN E (N) 5.5dpt 16,96931 ZK Rluc 4dpt ~ 19,40444

DEN E (N) 8dpt 11,21769 ZK Rluc 5dpt ~ 19,07794

DEN E (N) 9dpt 14,86659
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Por se tratar de um protocolo de padronizacdo, para implantacdo de uma
técnica ainda ndo executada no laboratorio, alguns procedimentos precisam
sofrer adaptacdes; um deles diz respeito a execucédo de IFI para infec¢éo de virus
reporter. Durante o processo de eletroporacdo, as células foram submetidas a
sucessivas lavagens e pulso elétrico. Esse tratamento conferiu aumento da
permeabilidade da membrana celular, que pode ter resultado em menos células
aderidas a lamina de IFI, consequentemente entregando um resultado negativo

mesmo em células infectadas, como demonstrado na Figura 23.

Figura 23 - IFI de células VERO transfectadas com RNA viral.

Legenda: Laminas dos dias 2, 3 e 4 pos-transfec¢cdo sob objetiva de 20x. Da

esquerda para a direita. Fonte: Laboratdrio de Isolamento Viral/Cultura de
Células/SAARB (2019).

JA na avaliacdo da expressdo da sequéncia da Renilla luciferase
diretamente na plataforma Glomax, o sobrenadante da cultura de células
transfectadas foi testado em dias pés-transfeccdo consecutivos. O DENV Rluc
apresentou intensidade maxima igual 1,0 x 107 RLU no 6 °dpt (Figura 24A) e o
ZIKV obteve luminescéncia maxima no 5 °dpt (Figura 24B).

A emissdo de luz da placa e do meio de cultura DMEM sem células
infectadas, também foram marcadas no grafico, como o primeiro ponto de

deteccgdo, para controle de luminescéncia do teste (Figura 24A e 24B).
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Figura 24 — Valores de luminescéncia de (A) DENV Rluc e (B) ZIKV apés
transfeccdo em células VERO.
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Fonte: Laboratorio de Clonagem e Expresséo de Proteinas/SAARB (2009).

Para a execucdo do RVNT®, a diluicdo 6tima de virus reporter foi de 1:4, e
para o substrato ViveRen, 1:3000 foi a diluicAo que alcangou menor background.
A maior diluigdo para substrato foi escolhida como forma racionalizar o reagente
(1:1000 e 1:2000). Quanto as duas concentracdes de células Vero testadas, ndo
houve diferenca na luminescéncia entre ambas (3 x 10% e 6 x 10° céls/mL),

optando-se pela menor concentragao.
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Na etapa da testagem dos soros, previamente avaliados no equipamento
Cytation™ 5.0 BioTek, e com a leitura da luminescéncia no ponto de 24 horas,
sob condicbes semelhantes de incubacdo, observou-se um desempenho do
sistema GloMax® bastante inferior ao encontrado no aparelho Cytation™ 5.0

BioTek, com resultados inconclusivos (Quadro 11).

Quadro 11 - Comparacao entre os resultados dos ensaios de neutralizacao.

PRNTG RVNTo
Grupos Numero de Registros
Cytation GloMax
H788930 1:640 1:6400 INC
H789912 1:160 1-800 INC
Dengue H817981 1:1280 1:12800 INC
H819519 1:320 1:1600 INC
H816971@ 1:20 1:1600 INC
H819282%) 1:40 1:6400 INC
Zika H823176@) 1-160 >1:51200 I
H828107% Neg 1:1600 INC

Legenda: INC — Inconclusivo; PRNT® — Teste de Neutralizacdo por Reducgéo de
Placa — 90%; RVNT® — Teste de Neutralizac&o utilizando virus reporter — 90%

Durante essa padronizacdo, além da concentracdo de célula, titulo viral e
diluicho de substrato, outras variaveis poderiam ser analisadas, como, por
exemplo, tempo de incubacdo (duas e trés horas) para neutralizagcdo do virus
reporter com soro com anticorpos anti-flavivirus e de tempo de seguimento para
execucao do teste (48, 72 ou 96 horas).

Vale salientar que, durante o desenvolvimento deste trabalho, foi priorizado
0O menor tempo que o0 virus reporter pudesse ficar fora da célula ou em

temperatura ambiente, visando preservar sua estabilidade e consequente
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emissdo de luminescéncia. Principalmente, para o virus ZIKV Rluc, que obteve
diferenca de log 102 entre o controle negativo e maior luminescéncia (Figura 24).
Outra dificuldade enfrentada no trabalho, foi a escassez de volume de soros com
perfil conhecido, comprometendo as analises de aspecto, tempo de neutralizacao
e de seguimento de teste.

Outra limitacéo relevante € a propria capacidade de robustez de deteccao
de luminescéncia do equipamento Glomax® Promega, que pode ter contribuido
para baixo desempenho do RVNT®® DENV Rluc e ZIKV Rluc comparados
Cytation™ 5.0 BioTek.

4.4. INVESTIGACAO DE FLAVIVIRUS EM CASOS DE DOENCA
NEUROINVASIVA

A origem das amostras de LCR analisadas teve distribuicdo ampla entre os
diversos Centros Regionais de Saude do Para (CRS). Dos treze CRS, apenas o
9°, 0 10° e 0 12° CRS néo tiveram amostras incluidas nesse estudo. A dimenséo
geografica do estado do Para leva a descentralizacdo do atendimento a servigos
especializados, justificando a auséncia dessas regionais. Enquanto, aqueles
municipios localizados em regionais mais proximas da capital do estado foram os

mais encontrados na pesquisa (do 1°, 2°, 3°, 4°, 5° e 6° CRS) (Figura 25).



110

Figura 25 - Centros Regionais de Saude do estado Para.
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Fonte:http://www.saude.pa.gov.br/wp-content/uploads/2021/09/CENTROS-
REGIONAIS-DE-SAUDE-scaled.jpg. Acesso em 06/04/2023.

Voltando a explanagédo dos dados, entre os 85 LCRs testados pela técnica

de RT-gPCR, ndo houve deteccdo de RNA dos flavivirus testados (Quadro 6).
Achados negativos no LCR para RT-gPCR nao excluem que essas amostras
sejam testadas nas metodologias soroldgicas, principalmente, pela falta de
suporte de descricBes clinicas e epidemiologicas que nortearam a escolha do
teste. Dessas 85 amostras, conseguiu-se testar 46 LCRs no IH, e, em nove
desses LCRs, houve a deteccao de anticorpos.

Na avaliacdo do IH, além dos 46 LCRs testados por biologia molecular,
outros 69 LCRs foram submetidos a pesquisa de anticorpos. Ao final, foram
testadas 115 amostras de LCR, sendo 106 (92,17%) negativas e 9 (7,83%) LCRs
positivos para deteccdo de anticorpos, dos quais, oito com reacdo heterotipica de
anticorpos anti-flavivirus, sendo que uma delas também apresentou anticorpos
para OROV (BEL91739 H876276) e uma com reacdo monotipica anti-CHIK
(BEL91755 H876317) (Figura 26 e 27). Destas, apenas um caso (BEL91739) teve
amostra de soro coletado de forma pareada, confirmando os achados no LCR (S1


http://www.saude.pa.gov.br/wp-content/uploads/2021/09/CENTROS-REGIONAIS-DE-SAUDE-scaled.jpg
http://www.saude.pa.gov.br/wp-content/uploads/2021/09/CENTROS-REGIONAIS-DE-SAUDE-scaled.jpg
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H876288: flavivirus 1:20 a 1:160; Oropouche 1:80; S2 H876289: flavivirus 1:20 a
1:80; Oropouche 1:20) (Figura 26 e 27). Dessas nove, somente em trés foi
realizado o teste do ELISA, cujo resultado foi ndo reagente. Ademais, seis casos
apresentaram anticorpos hemaglutinantes para flavivirus no soro (H877625,
H877644, H877686, H876291, H876295 e H876297), muito embora o resultado
do LRC tenha sido negativo (Quadro 12).

Quanto as caracteristicas do LCR das amostras que foram positivas no IH,
66,67% (6/9) eram incolores de aspecto limpido; > 50% apresentaram proteinas
totais elevadas entre 59,3 a 698,8 mg/dL. Quanto aos exames citologicos, 77,77%

(7/9) tinham pleocitose com predominio de células mononucleares (Figura 27).



Quadro 12 — Deteccao de anticorpos anti-flavivirus no IH no LCR e soro
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IDENTIFICACAO

RESULTADOS FLAVIVIRUS LCR

RESULTADOS FLAVIVIRUS SORO

REGISTRO

INiCIO DOS REGISTRO RT-
N. PACIENTE SINTOMAS DA RT-qPCR IH ELISA DA PCR IH ELISA IgM
NEUROLOGICOS ~ AMOSTRA AMOSTRA @
NAO Flavivirus NAO
1 BEL91735 IND H876276 DETECTADO* 1:20 a 1:80 REAGENTE IND IND IND IND
Flavivirus
1:20a 1:160
876288 Oropouche INDETERMINA
., NT
Flavivirus 1:80 Do
NAO 1:20 a 1:80
2 BEL91739 16 DIAS H876290 DETECTADO* Oropouche INDETERMINADO
1:40 Flavivirus
876289 NT 1:20 a 1:80 INDETERMINA
Oropouche DO
1:20
Chikungunya NAO
3 BEL91755 2 DIAS H876317 NT 1:40 REAGENTE IND IND IND IND
NAO Flavivirus NAO
4 BEL91765 IND H876332 DETECTADO* 1:20 a 1:40 REAGENTE IND IND IND IND
Flavivirus NAO
5 BEL91776 4 DIAS H877609 NT 1:20 REAGENTE IND IND IND IND
NAO Flavivirus NAO
6 BEL91809 14 DIAS H877642 DETECTADO* 1:20 a 1:80 REAGENTE IND IND IND IND
NAO Flavivirus NAO
7 BEL91817 IND H877659 DETECTADO* 1:20 a 1:80 REAGENTE IND IND IND IND
Flavivirus NAO
8 BEL91826 IND H877676 NT 1:40 a 1:160 REAGENTE IND IND IND IND
Flavivirus 1:20 NAO
9 PAG2946 5 DIAS H877688 NT a1:80 REAGENTE IND IND IND IND

IND: indisponivel; NT: ndo testado; REG:

Registro; IH: inibicdo da hemaglutinagao; ELISA IgM: Ensaio Imunoenzimatico de captura de anticorpo da classe

IgM; RT-gPCR: reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase reversa em tempo real. *N&o detectado: RT-gPCR para os virus conforme o Quadro 2.




Figura 26 - Titulos de anticorpos anti-flavivirus no IH
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IDENTIFICAGAQ Alphavirus Flavivirus Orthob
CAMPO | REGISTRO | AMOSTRA | EEEY | WEEVY | MAYY | MUCY | TCMV | CHIKY | WNV | YFV | 17D | ILHY | DENV4 | SLEY | DENV2 | ROCY | DENV1 | DENV3 | ZIKY | OROV
BEL91735 | HS7B276 LCR - - - - - - 20 20 | 20 50 20 50 20 20 40 20 - -
BEL91739| HS8762390 LCR = = = = = = 20 20 | 20 50 20 50 20 40 40 20 = 40
BEL91755 | H&76317 LCR - - - - - 40 - - - - - - - - - - - -
BEL91765| H&76332 LCR - - - - - - 40 - - - - - - - 20 - - -
BEL91776 | H&77609 LCR1 - - - - - - 20 - 20 | 20 - 20 20 20 20 20 20 -
BEL91809 | HS877642 LCR1 = = = = = = 40 20 | 40 40 = 40 50 20 40 20 20 =
BEL91817 | H&7 7659 LCR1 = = = = = = 40 40 | 40 50 = 50 50 20 50 20 20 =
BEL91826 | H877676 LCR1 - - - - - - 50 | 40 | 40 | 80 40 0 160 40 160 50 30 -
PAG2046 | HE7T7688 LCR1 - - - - - - 20 - - 40 40 40 40 - 50 20 - -
BEL91799 ] HS877625 51 - - - - - - 20 - 20 40 - 20 20 20 40 20 20 -
BEL91S10 | H&77644 S1 = = = = = = 80 40 | 80 50 20 50 160 40 160 20 20 =
MBA1591 | HE77686 51 - - - - - - 20 - - 20 20 20 20 - 20 20 - -
BEL91739 | H&76285 51 - - - - - - 80 | 40 | 20 | 160 50 B0 80 &0 50 80 20 80
BEL91739| H&76289 52 - - - - - - 20 | 40 | 20 [ 40 40 20 20 &0 50 40 20 20
TRABT HE7E291 51 = = = = = = 20 = = 20 20 20 20 = 50 20 = =
MEIGT H&7E295 S1 = = = = = = 80 40 | 20 | 160 50 160 160 20 320 50 20 =
BEL91743 | H&76297 51 - - - - - - 20 - - 20 20 20 20 - 20 20 20 -

LCR: liquido cefalorraquidiano; S: soro; EEEV: virus da encefalite equina leste; WEEV: virus da encefalite equina oeste; MAYV: virus Mayaro; MUCV: virus mucambo;
TCMV: virus tacaiuma; CHIKV: virus chikungunya; WNV: virus do Nilo Ocidental; YFV: virus da febre amarela; 17D: virus da febre amarela vacinal; ILHV: virus llheus;
DENV4: virus dengue 4; SLEV: virus da encefalite de Saint Louis; DENV2: virus dengue 2; ROCV: virus rocio; DENV1: virus dengue 1; DENV3: virus dengue 3; ZIKV: virus
Zika; ORO: virus Oropouche



Figura 27 — Andlise fisica, quimica, citoldgica de LCR com deteccao de anticorpos anti-flavivirus no IH
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- normal
PROTEINA alevada
ndo
PLEOCITOSE Sim
nao
MONONUCLEAR sim
xanto-hemo
COR incolor
turvo
ASPECTO limpido
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
QUANTITATIVO DE LCR POSITIVOS PARA IH
IDENTIFICACAO EXAME FiSICO EXAME QUIMICO EXAME CITOLOGICO
] GLICOSE
PROTEINA (mg/dL) CITOMETRIA
N. CAMPO  REGISTRO COR ASPECTO (mg/dL) (cel/mm3) MONO POLI IH
DISCRETAMENTE
1 BEL91735  H876276 CLARO TURVO 192,4 40 300 100% 0%  Flavivirus 1:20 a 1:80
LIGEIRAMENTE o o Flavivirus 1:20 a 1:80
2 BEL91739  H876290 INCOLOR TURVO 698,8 49 502 21%  79% Oropouche 1:40
3 BEL91755  H876317 INCOLOR LIMPIDO 28,3 78 5 99% 1% Chikungunya 1:40
4 BEL91765  H876332 INCOLOR LIMPIDO 37,8 62 1 100% 0%  Flavivirus 1:20 a 1:40
5 BEL91776  H877609 INCOLOR LIMPIDO 59,3 146 9 61%  39% Flavivirus 1:20
6 BEL91809  H877642 INCOLOR LIMPIDO 44,8 180 10 100% 0%  Flavivirus 1:20 a 1:80
7  BEL91817  H877659 ROSADO HEMORRAGICO 159,1 41 135 34% 66%  Flavivirus 1:20 a 1:80
8 BEL91826  H877676 XANTOCROMICO LIMPIDO 435, 126 13 95% 5% Flavivirus 1:40 a 1:160
9 PAG2946  H877688 INCOLOR LIMPIDO 19,8 91 9 99% 1%  Flavivirus 1:20 a 1:80
Proteina e glicose: mg/dL. N: ndmero; Mono: mononuclear; POLI: Polimorfonuclear; IH: inibicAo da hemaglutinagéo.
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A pesquisa de anticorpos totais no LCR (resultados do IH) sugere
exposicado prévia do paciente a infeccdo pelos flavivirus, porém ndo se pode
precisar quando ocorreu essa exposi¢do, ou mesmo se 0 virus conseguiu invadir
0 SNC e/ou SNP. O que se sabe é que as doencas neuroinvasivas por flavivirus
estdo associadas a producdo intratecal de anticorpos IgM, sendo este um
marcador confirmatoério de invasdo viral do SNC. Encontrar anticorpos totais no
LCR ndao indica, necessariamente, que tais anticorpos tenham sido produzidos no
SNC. Temos que ter em mente que a propria alteracdo de permeabilidade das
barreiras cerebrais, uma puncado lombar trauméatica ou outra situacdo, na qual
haja contato entre a grande circulacéo e o tecido nervoso, podem colaborar para
os achados no LCR (Figura 26 e Quadro 15). Portanto, descartou-se a suspeita
de doenca neuroinvasiva causada pelos flavivirus, no momento da investigacao
diagnéstica para H876276 e H876332, uma vez que ndo houve deteccdo do RNA
viral e nem de anticorpo IgM (Quadro 15).

Ainda é necessario testar RT-gPCR para H877685, H877676, H877688,
H877609, H877642, H876332, H877659 para a obtencdo de conclusdes. No
ELISA IgM, essas amostras de soros foram reagentes. De antemdo, a
indisponibilidade de soros oriundos em boa parte desses pacientes pode
comprometer o desfecho, apds a concluséo dos dois testes recomendados.

Além da reatividade para flavivirus, o LCR H876290, coletado no dia
03/07/2022, apresentou anticorpos anti-OROV - virus membro do género
Orthobunyavirus e, também, associado a casos neurolégicos - no IH. O perfil de
reatividade no LCR foi semelhante ao observado nos soros (H876288 e H876289,
coletados, respectivamente, nos dias 08/07/2022, 15/07/2022). Para H876290, o
teste de ELISA IgM anti-OROV apresentou um valor de DO considerado um valor
indeterminado para o teste. Esse resultado indeterminado, representa uma zona
cinza, na qual ndo se consegue determinar se amostra € positiva ou negativa. Na
consulta a ficha epidemioldgica para investigacdo de meningite, o paciente do
sexo biologico masculino de 63 anos apresentou sintomas de meningite no dia
18/06/2022. Infelizmente, ndo houve descricdo de quais sinais e sintomas o
paciente apresentava, na coleta do LCR. Porém, ha fortes evidéncias de que esse

paciente sofreu algum comprometimento sistémico de origem nao esclarecida que
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foi capaz de garantir a passagem desses anticorpos totais (anti-flavivirus e anti-
OROV) ao SNC. Apontar o periodo exato em que a infeccdo pelo OROV ocorreu
é uma acdo precipitada. E mais prudente, sugerir que esse € um resultado
inconclusivo para doenca neuroinvasiva pelo virus dos géneros flavivirus e para
OROV.

O caso BEL 91755 H876317 (LCR), que apresentou reacdo monotipica de
para CHIKV na diluicdo 1:40, trata-se de um paciente do sexo masculino, 44
anos, que apresentava 2 dias de sintomas neuroldgicos. Na ficha epidemiolégica
disponivel no GAL-LACEN, nado havia descricdo mais detalhada do perfil clinico e
epidemioldgico, e, como o resultado do ELISA-IgM foi negativo, h& indicacdo de

apenas exposicao ao CHIKV.
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5. DISCUSSAO

O ecossistema amazonico apresenta vasta biodiversidade e potencial para a
descricdo de arbovirus potencialmente patogénicos para humanos. Acles
antrépicas, como desmatamento, mineracdo, construcdo de rodovia e de usina
hidrelétrica, como a constru¢do de hidrelétrica no rio Tocantins, em Tucurui/PA,
produziu uma grande area inundada em meio a floresta tropical, trazendo, néo
paradoxalmente, a oportunidade para o isolamento de centenas de cepas de virus,
incluindo novas descricbes no pais e para a ciéncia (Medeiros & Vasconcelos,
2019).

A investigacdo de doencas neuroinvasivas causadas por arbovirus €
amplamente negligenciada no Brasil. Estima-se que apenas 8,03% dos casos
suspeitos de doenca neuroinvasiva causada por arbovirus como DENV, ZIKV e
CHIKV tiveram seu diagnostico confirmado nos ultimos 19 anos (Mello et al., 2021).
Quando falamos da descricdo de casos de doenca neuroldgica causada pelos
arbovirus classicamente neuroinvasivos, esses sao ainda mais raros. No Brasil,
dentre os arbovirus que classicamente causam doenca neuroldgica, ocorre a
circulacdo de SLEV (Costa et al., 2019), ROCV (Lopes et al., 1981), ILHV (Vieira et
al., 2019), ZIKV (Pinheiro et al., 2016) e, mais recentemente, WNV (Martins et al.,
2019; Vieira et al., 2015).

Os virus WNV e SLEV séo os flavivirus classicamente neuroinvasivos e de
maior importancia médica nos Estados Unidos (Danforth et al., 2022; Wimberly et al.,
2022; Holcomb et al., 2023). Contudo, a confirmacédo da circulagdo do WNV no
Brasil, a partir de 2014, trouxe a necessidade da implantacdo da ferramenta
molecular capaz de diferencia-los, uma vez que os dois virus causam sindromes
clinicas muito parecidas, e tém vetores e reservatorios semelhantes: mosquitos do
género Culex e aves, respectivamente (Reisen & Wheeler, 2016; Viglietta et al.,
2021; Foss et al., 2023; Holcomb et al., 2023). Além disso, a utilizacdo do formato
duplex iria garantir uma reduc&o no volume de amostra necessaria para investigacao
dos dois virus, 0 que € importante tendo em vista que, usualmente, o diagnostico

molecular desses virus em pacientes com sintomas neurologicos é realizado em
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amostras de LCR, um tipo de amostra que, geralmente, esta disponivel em baixa
guantidade.

No Brasil, ha ocorréncia de casos esporadicos de infeccdo humana por SLEV
e evidéncia soroldgica de circulacdo em animais, principalmente cavalos. A rede de
vigilancia genémica do virus SLEV no pais utiliza o protocolo de RT-gPCR em tempo
real desenvolvido pelo grupo do CDC dos Estados Unidos como protocolo de
referéncia, que conta com dois conjuntos de iniciadores e sonda, tendo como alvos,
as regides pré-membrana (prM) e envelope (ENV) do genoma do SLEV. Entretanto,
apenas uma sequéncia do SLEV foi utilizada no desenho (SLE cepa-MSI.7,
Mississippi, 1975. GenBank #M16614). Contudo, € importante citar que foram
incluidas na analise outras 13 sequéncias de SLEV disponiveis na época que
mostraram que as regides utilizadas eram conservadas entre as cepas.

Neste estudo, a regido NS5 do genoma de SLEV foi escolhida para desenho
dos iniciadores e sonda. Essa regido € reconhecida como conservada entre 0s
flavivirus (Kuno et al.,, 1998; Scaramozzino et al.,, 2001). Para o desenho foi
realizado um alinhamento entre 43 sequéncias de genoma completo do SLEV, 30 a
mais do que o utilizado por Lanciotti et al. (2001). As analises in silico também
mostraram que a cobertura dos iniciadores e sonda desenhados neste estudo é
superior, sendo capaz de cobrir todas as 43 sequéncias de SLEV, ao passo que o
conjunto do ENV falhou na cobertura de trés sequéncias e o conjunto prM falhou na
cobertura de duas sequéncias, com uma quantidade média de incompatibilidade de
nucleotideos de seis por todo conjunto.

O protocolo de referéncia para diagnostico molecular de WNV na Rede de
Vigilancia de Arboviroses Neuroinvasivas no pais € o desenvolvido por Lanciotti e
colaboradores do CDC nos Estados Unidos (Lanciotti et al., 2000), no qual dois
conjuntos de iniciadores e sonda foram desenhados utilizando como base a
sequéncia do virus WNV cepa NY99 (GenBank #AF196835), um na regiao 3'RNT e
outro na regiao do ENV do genoma do WNV. Neste estudo, ndo foram desenhados
novos iniciadores e sonda para WNV, devido a abundancia de protocolos
publicados, para deteccdo desse virus (Lanciotti et al., 2000; Vazquez et al., 2016;
Warang et al., 2021; Xu et al., 2022). Além disso, a baixa quantidade de sequéncias

disponiveis de genoma de WNV de cepas circulantes no pais (apenas uma esta
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descrita na literatura) ndo justifica o desenho de novos iniciadores e sondas. Os
iniciadores/sonda do protocolo de referéncia de Lanciotti et al. (2000) ndo foram
usados no desenvolvimento do protocolo duplex WNV/SLEV neste estudo, devido a
utilizacdo de apenas uma sequéncia de WNV no desenho e, também, pela escolha
das regides 3’RNT e ENV como alvos.

As regides 3'RNT e ENV sao comumente utilizadas para desenho de
iniciadores/sonda para deteccdo de WNV em diversos outros trabalhos disponiveis
na literatura (Fall et al., 2016; Tang et al., 2006; Warang et al., 2021). Porém, a
porcdo 3’'RNT do genoma dos flavivirus & propensa a formacdo de estruturas
secundarias de RNA (Ng et al., 2017), muitas delas com funcfes importantes no
ciclo replicativo e patogénese do WNV, além de evasdo da resposta imune do
hospedeiro (Roby et al., 2014). A presenca dessas dobras de RNA pode prejudicar o
anelamento dos iniciadores durante a etapa de transcricao reversa, interferindo na
eficiéncia da producédo do cDNA, e na queda da sensibilidade do gPCR. Além disso,
genomas de RNA sdo altamente propensos a degradacdo por RNAses,
principalmente pelas exonucleases que sdo as mais abundantes. Essas enzimas
degradam RNA, a partir das extremidades da molécula (Gagliardi & Dziembowski,
2018). Isso, associado ao fato de a extremidade 3’ do genoma dos flavivirus ser
desprovido de cauda poli-A, o que torna essa regido bastante suscetivel a
degradacdo, levando também a uma perda de sensibilidade dos protocolos que a
utilizam como alvo de deteccéo.

Por fim, a regido 3'RNT também ¢é utilizada na producdo de pequenos
fragmentos de RNA de interferéncia (sfRNA) que desempenham papéis importantes
para manutencdo da infeccéo viral (Slonchak et al., 2022). Ainda ndo se sabe 0s
impactos que essas moléculas de sfRNA podem ter na detec¢cdo do genoma viral
por iniciadores/sondas que tem como alvo regides utilizadas na sua producéo. Ja a
regido do ENV foi evitada por ndo ser conservada o suficiente entre as varias
linhagens de WNV, o que também poderia prejudicar a sensibilidade do protocolo.
Isso ficou evidente no trabalho de (Lanciotti et al., 2000), no qual o conjunto de
iniciadores/sonda do ENV falhou na deteccéo de 50% das cepas de WNV testadas.
Diante do exposto, neste estudo foi selecionado um conjunto de iniciadores/sonda

para WNV que tem como alvo a regido NS2A do genoma de WNV (Xu et al., 2022).
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Para ILHV e ROCV, ndo havia protocolos publicados para deteccao de
genoma por RT-gPCR. A maioria dos estudos que fizeram a deteccdo do genoma
destes virus utilizaram protocolos de RT-PCR com iniciadores genéricos para
flavivirus, seguido de sequenciamento nucleotidico do produto de amplificacéo (Da
Silva Pessoa Vieira et al., 2019; Medeiros et al., 2007; Milhim et al., 2020; Saivish et
al., 2020). Por isso, foi preciso desenhar novos iniciadores e sondas. A regidao ENV
do genoma foi escolhida para o desenho desses iniciadores e sondas, uma vez que
essa € a regido mais utilizada para flavivirus.

Devido a baixa quantidade de sequéncias disponiveis desses virus na
literatura, € impossivel avaliar se as regibes escolhidas sédo representativas e
conservadas entre as cepas em circulacdo na natureza. Porém, a analise in silico
demonstrou que os iniciadores e sondas desenhados neste estudo séo capazes de
cobrir todas as cepas de ILHV e ROCV com genoma disponivel, uma vez que a
regido escolhida é conservada entre elas. S8o0 necessarios mais estudos com esses
virus com a identificacdo de casos e sequenciamento de mais genomas para
confirmar essa informagao e inferir se essas regidbes sdo realmente conservadas
dentro da espécie.

No Brasil, ndo ha descri¢do da circulacédo dos virus TBEV e JEV. Contudo, ha
risco de introducdo no pais, dada a distribuicdo de artropodes que podem servir
como vetores desses virus (carrapatos Ixodes spp. € mosquitos Culex spp.,
respectivamente) bem como a presenca de uma populagdo suscetivel, sem
imunidade prévia. Por isso, é plausivel que se disponha de ferramentas de
diagnéstico para o monitoramento e vigilancia desses virus. No protocolo quadriplex
de RT-gPCR desenvolvido neste estudo, foram utilizados iniciadores e sondas para
TBEV desenhados previamente (Schwaiger & Cassinotti, 2003).

O desenho foi realizado utilizando como base os genomas publicados de
quatro isolados de TBEV (trés do subtipo europeu e um do subtipo Extremo Oriente)
para identificagcdo de regides conservadas. A regido escolhida foi a 3'RNT. Ja para
JEV, apesar de existirem alguns protocolos de RT-gPCR publicados (Barros et al.,
2013; Bharucha et al., 2018; Huang et al., 2004; Xu et al., 2022; Yang et al., 2004),
uma analise in silico mostrou que os iniciadores e sondas desenhados ndao eram

capazes de cobrir todas as cepas de JEV disponiveis no banco de dados. Por isso,



121
optou-se pelo desenho de novos iniciadores e sondas. Devido a diversidade
genética entre as cepas de JEV, a Unica regido conservada o suficiente para permitir
a cobertura de todas as cepas foi a regido 3'RNT. Mesmo assim, ainda foi
necesséaria a introducdo de bases degeneradas nas sequéncias dos iniciadores e
sondas.

A concentracao ideal dos iniciadores e sonda para os protocolos de RT-gPCR
foi determinada avaliando combinacfes de concentracfes diferentes. Usualmente, a
concentracéo de iniciadores pode variar de 50-1000 nM, enquanto, a de sonda, fica
em torno de 50-300 nM. Altas concentragbes de iniciador podem aumentar a
sensibilidade de deteccdo do alvo, mas podem, também, diminuir a especificidade
ao favorecer amplificacdes inespecificas. Ja concentracdes mais baixas podem
aumentar a estringéncia da reacdo, aumentando a especificidade, mas com o risco
de comprometer a sensibilidade do teste. Dessa forma, a concentracdo ideal precisa
ser determinada para cada protocolo e consiste naquela em que se obtiverem os
menores valores de Ct e os maiores valores de ARn (Nunes et al., 2019).

Ao se avaliar em diferentes combinacdes de concentracdes de iniciadores e
sondas, para o0s seis alvos, dos dois protocolos padronizados nesse estudo,
verificou-se que ndo houve muita variacdo entre os resultados obtidos para as
diferentes combinacdes testadas, com valores de Ct variando dentro da faixa de um
em meédia. Isso é especialmente evidente quando se olha para as concentracdes de
iniciadores especificamente. A concentracado das sondas, por outro lado, parece ter
tido um impacto maior nos valores de Ct, com concentracdes maiores resultando em
valores de Ct menores. A concentracdo de iniciadores e sonda escolhida para os
dois protocolos foi de 500nM de iniciadores e 200 nM de sondas. Uma vez que, ndo
foi observada grande diferenca entre as concentragcdes, com excecao das
concentracbes mais baixas, a razdo da escolha dessa concentracdo foi por
conveniéncia, para manter a concentracdo para todos os alvos e também padronizar
com os demais protocolos de deteccao de arbovirus que utilizam essa concentracao.

Outros protocolos publicados para deteccdo de WNV utilizaram diferentes
concentragcbes de iniciador e sonda. Tang et al. (2006), Barros et al. (2013) e
Lanciotti et al. (2000) utilizaram concentracdo final de 1 uM de cada iniciador e 200

nM de sonda. Vazquez et al. (2016) utilizaram 800 nM de iniciadores e uma alta
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concentracéo de sonda (400 nM), ao passo que Zink et al. (2013) utilizaram uma alta
concentracéo de iniciadores (1200 nM) e uma baixa concentracao de sonda (60 nM).
Xu et al. (2022) utilizaram uma concentracdo 500nM tanto para iniciador quanto
sonda. Porém, é importante dizer que condi¢des de reacdo, como tipo de mistura de
reacao e equipamento utilizados, influenciam diretamente no desempenho da gPCR
(Bustin et al., 2009) e, consequentemente, na concentracdo de iniciadores e sondas
utilizada, o que dificulta a comparacao entre os diferentes protocolos.

A avaliacdo dos parametros analiticos do protocolo duplex RT-gPCR
WNV/SLEV mostrou uma boa especificidade analitica, uma vez que ndo houve
amplificacdo em nenhuma das amostras positivas para os 12 arbovirus testados. As
guatro amostras de soro/sangue foram obtidas de pacientes infectados com alta
viremia e confirmada por RT-qPCR (valores de Ct variando em média de 18-24). As
demais amostras foram provenientes de culturas de células e cérebro de
camundongos lactentes infectados. Nesse tipo de amostra, a carga viral é
geralmente muito maior do que as concentragdes fisioldgicas desses patdgenos em
infec¢des naturais, com valores de Ct < 10.

Mesmo assim, todas as amostras foram negativas para o duplex RT-gPCR
WNV/SLEV, mostrando que ndo houve amplificacdo cruzada do RNA desses
patdgenos pelos conjuntos primer/sonda desenhados neste estudo, como ja era
esperado na analise in silico. Contudo, seria importante complementar essa
avaliacdo com a inclusdo de amostras positivas para outros arbovirus mais
relacionados filogeneticamente, com WNV e SLEV, como os virus JEV e o Murray
Valley encephalitis virus (MVEV), além de outros patdgenos que podem causar
quadros clinicos semelhantes como herpesvirus, enterovirus.

Quanto ao LD, dois pontos devem ser levados em consideragédo: 1) 0s
Lanciotti et al., 2000; Lanciotti & Kerst (2001); Chao et al. (2007), ndo fizeram uma
andlise estatistica para determinacdo do LD, utilizando apenas o limite de ponto final
como parametro; portanto, o LD reportado pode ser diferente do real quando se leva
em consideracdo um intervalo de confianca de 95%; e 2) as unidades de
concentracdo utilizadas séo diferentes (PFU e copias de RNA), o que dificulta a

comparacdo, uma vez que a conversao de PFU para numero de copias de RNA,
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apresenta um alto grau de incerteza e depende de varios fatores, como as cepas
utilizadas, as condicfes de cultivo e o periodo pelo qual o virus foi armazenado.

Ademais, o LD do WNV obtido nesse estudo foi proximo dos LDs obtidos em
outros estudos que desenvolveram protocolos de deteccédo para WNV, que variaram
entre 5 a 20 copias de genoma de WNV (Boga et al., 2019; Vazquez et al., 2016;
Warang et al., 2021). Interessantemente, o LD do WNV obtido nesse estudo foi
superior aquele obtido no trabalho original de Xu et al. (2022), que desenharam os
iniciadores e sonda de WNV utilizados aqui (14,08 vs 5). Além disso, Xu et al. (2022)
utilizaram plasmideos de DNA para determinacédo do LD de WNV, possivelmente
devido a indisponibilidade de RNA viral. A utilizacdo de DNA néo representa com
fidelidade a amplificacdo de alvos de RNA, uma vez que a eficiéncia da transcricao
reversa ndo € levada em consideragdo nesse tipo de analise (Bustin et al., 2009).

A acurdcia diagnostica (especificidade e a sensibilidade clinica) de um novo
meétodo de diagndstico € definida pela comparacédo de seus resultados com aqueles
obtidos por um método de referéncia ou padrdo-ouro a partir de um conjunto de
amostras de resultado conhecido (Cohen et al.,, 2016). Para isso, a acuracia
diagndstica do protocolo duplex RT-gPCR WNV/SLEV foi avaliada utilizando um
conjunto de 60 amostras de LCR todas sabidamente negativas para ambos 0s virus.
Dessas, 20 amostras foram selecionadas e infectadas artificialmente com
guantidades variadas de WNV e outras 20 amostras com quantidades variadas de
SLEV.

O uso de amostras artificialmente infectadas foi necessario, uma vez que nao
se dispunha de amostras clinicas positivas dos virus WNV e SLEV para incluir no
painel. Além disso, amostras de LCR foram escolhidas, em virtude de ser o principal
tipo de amostra utilizado para o diagnéstico de doenca neuroinvasiva por arbovirus
(Brasil, 2017). Todas as amostras foram testadas em paralelo pelo protocolo duplex
RT-gPCR WNV/SLEV desenvolvido neste estudo (teste indice) e pelos protocolos
usados no diagnostico de cada virus (teste de referéncia) (Lanciotti et al., 2000;
Lanciotti & Kerst, 2001) para avaliacdo do desempenho diagndstico do protocolo.
N&o houve deteccdo do genoma de WNV e SLEV em nenhuma das amostras

sabidamente negativas (20/20) para todos os protocolos, enquanto, que, todas as
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amostras sabidamente positivas (40/40) obtiveram resultado detectavel para o
genoma dos virus WNV e SLEV, em todos os protocolos (indice e de referéncia).

Esses resultados demonstram que houve 100% de concordancia entre o
protocolo duplex RT-gPCR WNV/SLEV e os protocolos de referéncia (indice k = 1,0;
p<0,001), e, consequentemente, 100% de sensibilidade, especificidade e acuracia.
Contudo, alguns pontos precisam ser ressaltados. Primeiro, como ja mencionado, as
amostras positivas utilizadas no painel foram artificialmente infectadas. Além disso,
apenas uma cepa de WNV (cepa BeAn854747, GenBank #MH643887) e SLEV
(cepa BeAr23379, GenBank #EF158048) foi utilizada na infeccdo das amostras de
LCR, limitando a diversidade genética entre as amostras testadas. Para avaliar com
mais fidelidade o desempenho do ensaio, é necessaria a utilizacdo de amostras
clinicas de pacientes naturalmente infectados pelos virus WNV e SLEV.

Dentre todos os protocolos publicados para deteccdo do genoma de WNV e
SLEV por RT-gPCR avaliados (Boga et al., 2019; Fall et al., 2016; Lanciotti et al.,
2000; Vazquez et al., 2016; Xu et al.,, 2022), nenhum realizou avaliacdo do
desempenho diagnéstico dos protocolos com aplicacdo de testes estatisticos para
determinacdo da acuracia, como feito neste estudo. Alguns utilizaram o protocolo
para testar amostras clinicas ou de mosquito de resultado desconhecido. Um estudo
testou 19 amostras clinicas de soropositivo para WNV em compara¢do com um teste
de referéncia, e obteve 100% de concordancia, porém ndo foram feitos testes
estatisticos (Mishra et al., 2019).

Quanto ao protocolo quadriplex RT-gPCR ILHV/ROCV/TEBV/JEV nao foi
possivel concluir a padronizacdo, uma vez que ndo se conseguiu a producdo in
house dos clones dos virus ILHV e ROCV, e sua aquisicdo comercial ndo aconteceu
a contento. Sem os clones, néo foi possivel a producédo dos padrées de RNA para
construgcdo das curvas padrdo e determinacdo dos limites de deteccdo. Por isso,
ainda é preciso concluir essas etapas para finalizar a padronizacdo analitica deste
protocolo. Além disso, também n&o sera possivel avaliar a acuracia diagnostica
deste protocolo, uma vez que nao ha, no Brasil, amostras clinicas disponiveis nem
isoladas de TBEV, nem de JEV para testagem de amostras positivas, ou pelo

menos, producao de amostras infectadas artificialmente.
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O alinhamento sequencial da proteina E dos quatro sorotipos DENV para
estudar a conservacdo e a homologia de aminoacidos indicaram uma estreita
relacdo entre DENV-1 e DENV-3, com homologia de até 78,4%. DENV-1 com
DENV-2 e, DENV-2 com DENV-3, apresentaram 66,1% e 66,3% de identidade de
aminoacidos, respectivamente. Enquanto, que DENV-1 com DENV-4, DENV-2 com
DENV-4, e DENV-3 com DENV-4, mostraram 63,3%, 62,8% e 63,4% de homologia,
respectivamente. Dados prévios que apontam que DENV-4 é o sorotipo que
apresenta relagdo mais distante com os trés sorotipos (Venkatachalam &
Subramaniyan, 2014).

No alinhamento de sequéncia multipla da proteina E entre os flavivirus, YFV e
TBEV sao altamente relacionados, embora distantes de WNV, JEV, ZIKV e dos
quatro sorotipos de DENV (Chakraborty, 2016). Outrossim, a proteina E do ZIKV e
DENV-2 compartilham ~54% de identidade de sequéncia aminoacidica (Priyamvada
et al., 2016; Ngono & Shresta, 2018). O ZIKV também compartilha 57% de
identidade da sequéncia de aminoacidos com WNV, 56,1% com JEV, 55,6% com
DENV e 46% com YFV (Chang et al., 2017). Um estudo filogenético de Kuno et al.
(1998) entre clusters de virus transmitidos por vetores daqueles nado vetoriais
sugeriu que os virus deste género evoluiram do grupo ndo vetorial para o grupo
transmitido por carrapatos e depois para o grupo transmitido por mosquitos.

Foi relatado, por Li et al. (2016), que o anticorpo monoclonal (mAb) 3B6 se
liga ao epitopo EXE/DPPFG em dominio Ill da proteina E, que € altamente
conservado (aproximadamente 85%) em DENV, WNV, ZIKV, JEV, MVEV e SLEV,
indicando que a funcdo do epitopo é semelhante nesses virus. O epitopo
EXE/DPPFG € um epitopo imunodominante entre os flavivirus e a reatividade
cruzada entre DENV, YFV, ZIKV e WNV pode ser a ele atribuido (Dejnirattisai et al.,
2015; Fibriansah et al., 2015; Chan et al., 2022).

Os anticorpos neutralizantes produzidos na infec¢cdo contra flavivirus tém
como principal alvo a proteina viral E (Priyamvada et al., 2017; Fernandez &
Diamond, 2017). A proteina E é o antigeno viral mais exposto e é considerada o
principal alvo de resposta imune. Essa proteina tem importancia na interacao entre
os receptores de superficie na célula do hospedeiro. O Dominio Ill da proteina E

(EDIII) de DENV contém epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes
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sorotipo-especificos (Sukupolvi-Petty et al., 2007; Shrestha et al., 2010; Dejnirattisai
et al 2015; Fibriansah et al.,, 2015). Entretanto, a infeccdo por DENV parece
aumentar dos titulos de anticorpos neutralizantes contra EDIII de ZIKV (Robbiani et
al, 2017); na pratica, soros de pacientes com DENV podem demonstrar alto
potencial de neutralizagdo cruzada com ZIKV (Dejnirattisai et al., 2016; Swanstrom
et al., 2016).

De forma geral, maior parte do soro é formada por anticorpos que se ligam a
proteina de membrana (M) e ao epitopo de fusdo do Dominio Il da proteina E que
neutralizam fracamente os virus, porém contribuindo para alta reacdo cruzada
(Wahala & Silva, 2011).

Algo evidente neste trabalho foi a baixa sensibilidade do PRNT® frente ao
RVNT®, o que pode ser explicado devido ao limite de detecgdo inferior do referido
teste e do método de revelacdo empregado no RVNT®. O PRNT®® convencional
necessita de um quantitativo suficiente de células agrupadas com ECP para formar
uma placa visivel, e entdo serem contra-coradas (Lanciotti et al., 2008; Cordeiro et
al., 2016). No caso das amostras procedentes do Brasil, que mostram um perfil de
resposta secundaria para flavivirus, as placas sdo menores do que as do controle, 0
que pode ter influenciado diretamente na sensibilidade do PRNT®® convencional. De
fato, estudos mostram que anticorpos neutralizantes prévios para DENV podem
resultar numa sub neutralizacdo qualitativa e quantitativa, quando ocorre uma
segunda infeccdo por outro sorotipo do DENV (Ngono & Shresta, 2018). Dada a
significante similaridade genética entre ZIKV e DENV (Zhu et al., 2016), € bem
possivel que anticorpos prévios de DENV estejam neutralizando parcialmente o
ZIKV causando uma reducdo do diametro das placas, bem como a reducdo de
nimero de placas. JA& RVNT® a utilizacdo de um sistema automatico para a

deteccgdo, possibilita a detecc¢do das placas que ndo séo visiveis a olho nu.

A maior sensibilidade do RVNT® ZIKV Rluc com relagdo ao RVNT®® ZIKV
mCherry pode ser explicada pela caracteristica quimica do componente reporter. O
método deteccdo do RVNT® ZIKV mcCherry, (Rozelle et al., 2014) baseia-se na
identificacdo das células infectadas através da distincdo das células que estédo
emitindo fluorescéncia daquelas que nao estdo, permitindo, assim, a contagem de

cada uma dessas ceélulas, por meio de um programa de imagem (Shan et al.,
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2017a). RVNT® ZIKV Rluc, por outro lado, baseia-se na deteccdo do sinal de
luminescéncia produzido por todas as células infectadas. Isso associado ao fato de
que a captacdo de luminescéncia € de 10 a 1.000 vezes mais sensivel que a de
fluorescéncia, por exemplo, leva a uma sensibilidade superior ao RVNT®® ZIKV Rluc
(Allard & Kopish, 2008).

Apesar de o RVNT® ZIKV mCherry ja ter sido usado para avaliar o perfil da
resposta imune em estudos experimentais com camundongos A-129 e primatas nao
humanos (Shan et al., 2017a), ndo ha uma validacdo desse virus reporter com
relacdo a amostras humanas. Por isso, este foi um dos objetivos deste trabalho,
porém aumentando o cut off de 50% para 90%. Outro fator era avaliar a deteccéo de
anticorpos neutralizantes com relagcdo ao tempo de doenca, uma vez que, em
estudos experimentais, mostrou-se a possibilidade de deteccédo desses anticorpos a
partir do sétimo dia pés-infeccdo (Shan et al., 2017a). Por isso, por mais que a
indicacdo do PRNT® seja para amostras com mais de sete dias de doenca (CDC,
2016), neste trabalho, avaliamos amostras que foram coletadas no periodo virémico
(grupos | e Ill). No entanto, nossos resultados mostraram que ndo ha como concluir
um diagnéstico com base no RVNT® para este estagio da infeccdo viral, devido,
sobretudo, ao background de anticorpos prévios para flavivirus apresentada pela
populacao brasileira.

Ao se avaliar o contexto temporal da exposicdo da populacdo brasileira a
infeccbes por flavivirus, observa-se que houve uma mudanca do perfil da resposta
imune da populacdo brasileira apdés a introducdo do ZIKV. Observa-se que nas
amostras dos grupos | e Il, coletadas antes de 2015, hd uma reducéo da reacéo
cruzada das amostras positivas para DENV com o antigeno do ZIKV dos testes
RVNT®, Por outro lado, apés 2015, mesmo na fase virémica (grupo lll), anticorpos
neutralizantes para ZIKV, possivelmente da classe IgM, ja sdo detectaveis por
ambos RVNT®. E importante enfatizar que somente o ensaio de RVNT® nio é
suficiente para definir os casos de infeccdo por DENV ou ZIKV no Brasil, ou
qualquer outro pais, em que haja co-circulacdo de vérios flavivirus, uma vez que,
entre os soros do grupo IV, apenas quatro amostras tiveram titulos maiores para
ZIKV quando comparados ao DENV. As outras 13 amostras seriam

equivocadamente diagnosticadas como reagentes para DENV caso somente o teste
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de RVNT® fosse utilizado. Todavia, sabe-se que essas amostras tiveram
diagnoéstico molecular confirmado com identificacdo do RNA do ZIKV através de RT-
gPCR, ndo havendo duvidas quanto a infeccdo por ZIKV destes pacientes.

A circulagcdo de DENV por mais de 30 anos, juntamente com YFV, incluindo a
vacina YFV 17D, além de outros flavivirus - ILHV, Bussuquara virus (BUSV), virus
Cacipacoré (CAPV), ROCV, SLEV, resultou em ampla imunidade aos flavivirus,

principalmente, em individuos mais velhos.

E bem provavel que o perfil apresentado por esses pacientes do grupo IV
deva-se ao fendbmeno conhecido como ‘pecado antigénico original’, e que acontece
guando, em infec¢cdes sequenciais com virus relacionados, o sistema imune
responde como cometendo um erro, reconhecendo e produzindo linfécitos T de
mem©éria e anticorpos em resposta a segunda infeccdo, como se fosse a primeira
infeccdo. Nessa situacdo, sdo gerados clones de anticorpos de baixa avidez, que,
por sua vez, montam uma resposta imune ineficaz. Esses anticorpos ndo sao
especificos para destruir o virus da segunda infeccdo, resultando em protecédo
cruzada ou na exacerbacdo da infeccdo (Mongkolsapaya et al., 2003; Heinz et al.,
2017; Culshaw et al., 2017; Rathore et al., 2020; Van Leur et al., 2021; Gomes da
Silva et al., 2023).

Embora a aquisicdo do equipamento Cytation™ 5.0 BioTek para leitura da
fluorescéncia produzida seja 0 mais oneroso para implantacdo do teste na rede de
laboratério no Brasil, a utilizacdo do aparelho ndo esta restrita ao ensaio de
neutralizacdo, como descrito pelo fabricante BioTek. Outras técnicas podem ser
realizadas, como imunoensaios (ELISA), quantificacdo de proteinas totais e acidos
nucleicos, ensaio com biomarcadores e expressdo génica (BioTek® Instruments,
2015).

Desde a primeira vez que um virus infeccioso foi produzido, a partir da
transfeccéo de um plasmideo de DNA contendo genoma completo de poliovirus, por
Racaniello & Baltimore (1981), diversas tecnologias envolvendo genética reversa
tém sido empregadas para gerar virus recombinante, permitindo, entdo, a insercéo
de mutagcbes especificas, e elucidando mecanismos de replicagdo, transcrigéo,
patogenicidade, interacdes virus-hospedeiro e transmissibilidade viral ao hospedeiro
(Avila-Pérez et al., 2018).
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E importante ressaltar que as abordagens envolvendo genética reversa
também podem ser aplicadas ao desenvolvimento de vacinas baseadas em formas
atenuadas do virus, como, também, para a geracdo de virus recombinantes que
abrigam genes reporter, tanto para o rastreio de infecgéo viral como para testes de
triagem para antivirais e quantificacdo de anticorpos neutralizantes (Avila-Pérez et
al., 2018).

Mesmo diante da vasta aplicabilidade, trabalhar com ferramentas que
envolvam genética reversa pode abrigar dificuldades, especialmente para flavivirus.
Vetores de baixa copia sdo empregados na producédo de ZIKV recombinante, uma
vez que um vetor de alta copia pode elevar o nivel de proteinas tdxicas para a célula
hospedeira (E. coli) e interferir na clonagem desses flavivirus (Aubry et al., 2015,
Shan et al., 2016).

Nesse trabalho, durante a avaliacdo do Glomax, enfrentam-se dificuldades em
alcancar uma boa concentracdo de DNA plasmidial, durante a amplificacdo em
meédia escala, para entdo dar seguimento a transcricdo in vitro. O baixo rendimento
encontrado, sobretudo, para o ZIKV pode ser justificado pela lenta taxa de
crescimento, que é caracteristica do plasmideo de baixa cOpia utilizado. Essa
particularidade exigiu a adocdo de diferentes estratégias, envolvendo desde
processos de concentracdo, aumento na escala de extracdo plasmidial e mudanca
no fabricante do kit de extragao.

Conforme explica Breen et al. (2016), a escolha do gene reporter geralmente
depende da finalidade do estudo. Nesse sentido, genes com sequéncia fluorescente
sdo indicados para observacdo localizada, enquanto, que as luciferases sao
recomendadas para fins quantitativos.

Shan et al. (2016) construiram o clone infeccioso de ZIKV e os virus reporter
derivados com a sequéncia da Renilla luciferase e demonstraram que tal estratégia
pode ajudar na compreensado de viruléncia e transmissdo em mosquitos. No ano
seguinte, Shan et al. (2017) validaram o teste reporter em placas de 96 pocos,
utilizando soros humanos, como forma de contornar as desvantagens do PRNT® e
alcancar resultados equivalentes a esse teste tradicional, aliando a reducéo de

tempo de entrega dos resultados em até 48 horas.
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Em consideragéo a este projeto e na auséncia do leitor utilizado no estudo
anteriormente mencionado, buscou-se implantar RVNT® utilizando o lumindmetro
GloMax® para leitura da atividade da luciferase na quantificacdo de anticorpos
neutralizantes de soro de pacientes humanos. Assim como Kassar et al. (2017),
também obtivemos sinais de luminescéncia crescentes apos transfeccdo de DENV e
ZIKV Rluc em células Vero, imediatamente ap0s a incubacdo e anteriormente a
coleta do estoque viral. Entretanto, apdés o descongelamento e dosagem, 0s
estoques de virus reporter de DENV e ZIKV Rluc néo reproduziram a escala de luz
esperada, ou pelo menos similar ao desempenho de RLU apresentado no proprio
aparelho, mesmo apdés 96 h de infeccao.

Aubry et al. (2015) relatam que, para uma producdo adequada de virus, €
fundamental que condicdes de esterilidade, temperatura e atmosfera de CO2 sejam
rigorosamente controladas, de modo que variacdes sofridas durante este processo
podem ser determinantes na manutencdo celular e producédo viral. Além disso,
fatores inerentes ao tempo de incubacao, estabilidade viral e perda da capacidade
em produzir luciferase, durante o ciclo replicativo dos virus, ou até mesmo do
sistema de detecc¢do utilizado, podem estar associados a baixa emissao de luz.

Durante revisédo de literatura mais detalhada, observou-se que a maioria dos
protocolos de deteccao de anticorpos neutralizantes com reporters genéticos fazem
uso de sistemas de multideteccéo de luminescéncia ou fluorescéncia mais robustos,
como Cytation™ 5.0 (BioTek) e Becton-Dickinson LSRII (Mattia et al., 2011, Shan et
al., 2016 Shan et al., 2017).

De acordo com o fabricante Promega, o limite de deteccéo da luciferase no
GloMax® é da ordem de 3 x 10~%! moles de luciferase. Na pratica, observamos que
os valores de background ou luminescéncia basal que corresponde a luz captada
nos pocos contendo células ndo infectadas, foram da ordem de 104 valor esse,
bastante préximo da detec¢cdo méaxima alcancada para o ZIKV Rluc, que foi em torno
de 10°. Essa proximidade de RLU entre os controles negativos e positivos torna
inviavel o uso do sistema GloMax® no teste de neutralizacdo utilizando virus
reporter de DENV e ZIKV com Renilla luciferase, baseado nas condi¢fes estudadas.

Para esclarecer aspectos envolvidos com a dificuldade na deteccdo de

luminescéncia e melhor avaliar a producdo dos virus reporter, S&o necessarios que
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alguns pontos sejam superados, tais como: a aquisicdo de insumos, reagentes,
aparelhos, adequacdo de infraestrutura laboratorial e apropriacdo técnica da
tecnologia.

Um exemplo claro, é a necessidade do entendimento da baixa luminescéncia
alcancada no material recuperado do sobrenadante de cultura. Uma sugestéo seria
a realizacdo de um ensaio capaz de detectar Renilla luciferase de forma mais
eficiente que o GloMax®, como descrito por Lorenz et al. (1996) e Venisnik et al.
(2006). Esses autores utilizaram gel de eletroforese em poliacrilamida (SDS-PAGE)
e western blotting para deteccdo de proteina utilizando anticorpo anti-Renilla
luciferase.

Outro ponto que deve ser considerado, é que o material obtido da
amplificacdo plasmidial, do produto da transcricdo in vitro e os virus recuperados
devem ser submetidos ao sequenciamento de nova geracdo. Em nosso estudo, foi
possivel realizar apenas a analise da sequéncia gendmica do plasmideo, em virtude
da auséncia de kits de sequenciamento RNA. Essa caréncia gerou uma lacuna no
que diz respeito ao reconhecimento de possiveis mutacdes nas sequéncias de RNA
que poderiam ter afetado a replicacdo viral e contribuido para resultados néo
satisfatorios.

Diferentemente dos virus parentais que podem ser compostos de
quasispecies, 0s virus recombinantes sao oriundos de transcritos de RNA
homogéneos, como explica Shan et al. (2016). Entretanto, a possibilidade de que,
durante o processo de replicacdo, uma populacéo de virus selvagens sofra reversao
nao esta descartada. Sabe-se que, durante a replicacdo, o genoma do virus parental
é utilizado como molde, e assim, o aparecimento de mutac6es pode ser repassado a
geragcbes futuras, aumentando, portanto, a variabilidade de sub-populactes
produzidas.

Diante dessa explicacdo, a ocorréncia de mutacbes e a consequente
supressdo de virus reporter resultaria na diminuicdo da expressdo de gene da
Renilla luciferase. Chao et al. (2002) pontuam que os virus de genoma de RNA
apresentam maior taxa de mutacédo, devido as polimerases do RNA viral possuirem
baixa fidelidade, hipotese que poderia justificar a baixa deteccdo da luminescéncia

de ambos os virus. Assim, mesmo diante de todo o tempo dedicado a esse trabalho,
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ainda néo foi possivel implantar o teste de neutralizac@o utilizando virus reporter de
DENV e ZIKV com Renilla luciferase em sistema de deteccdo GloMax®. E
necessario investimentos financeiros futuros e uma nova repeticdo com adequacoes
do protocolo para entrega desse teste.

A patogénese das infec¢Bes por flavivirus neurotrépicos envolve complexas
interacOes de virus-hospedeiro, que afetam tanto a replicacdo do virus como sua
eliminacao pelas respostas imunes, inata e adaptativa, induzidas, tanto na periferia
como dentro do SNC (Maximova & Pletnev, 2018). Clinicamente, a infeccao
periférica é refletida por uma fase inicial da apresentacédo clinica geral e inespecifica,
em que o0s sintomas neurologicos estdo ausentes (Grygorczuk et al., 2022). Em
modelo animal de encefalite por WNV, a infeccéo e a replicacdo viral ocorrem dentro
das células endoteliais da BHE, cruzando-a; uma entrada adicional do virus no SNC.
E garantida através da participacdo de leucécitos migratérios (mecanismo do cavalo
de Troia) (Constant et al., 2023).

De fato, WNV é um flavivirus neurotropico mais estudado, e sabe-se que ele
pode infectar diretamente as células endoteliais da BHE ou usar mondécitos
infectados para atingir o SNC. Além disso, na presenca de WNV, os padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs) podem levar a desregulacéo da BHE,
através da diminuicdo da expressdo da proteina de juncdes apertadas (TJ),
provocando, assim, transcitose de mondcitos infectados pela BHE. Durante o
reconhecimento destes PAMPs por receptores de reconhecimento de padrdo
(PRRs), uma resposta antiviral induzida leva a secrecdo de interferons (IFNs) e
citocinas inflamatdrias (por exemplo, IFN tipo I, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10). Esses
mecanismos, além de levarem ao controle da propagacéo viral, podem participar da
inflamacé@o sistémica e exacerbar infeccdo (Constant et al., 2023). Além de
favorecerem o0 acesso do virus ao SNC, leucécitos circulantes e mondcitos
participam da protecdo contra infecgdo cerebral, sobretudo, através das células T
CD4* e CD8*, de forma direta com a destruicdo da célula infectada ou indireta com
producédo de anticorpos, usados como alvo diagnostico (Pan et al., 2022).

Em nossa pesquisa, nao foi encontrado nenhum caso confirmado de infecgéo
neuroinvasiva para os flavivirus testados em LCR. A auséncia de informagfes

by

epidemiologicas quanto a possivel exposicdo desses pacientes a flavivirus,
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especialmente pelo desenvolvimento de sintomas semelhantes a doencga por eles
causada, e de um apoio clinico na triagem das amostras podem ser apontados como
fatores limitantes no rastreio de casos. Contudo, a auséncia de febre, exantema ou
artralgia nos quadros neurolégicos ndo exclui o caso a um desfecho com
complicagbes das infeccdes por arbovirus. Pelo contrério, infecgcbes do sistema
nervoso podem ocorrer na auséncia desses sintomas e sinais classicos das
arboviroses, ou, até mesmo, surgirem dias a semanas apoés resolucao dos sinais e
sintomas (Brasil, 2017).

Comumente, a confirmacéo de doenca aguda por produgéo de anticorpos no
interior do tecido nervoso € evidenciada a partir da deteccéo da classe IgM. A coleta
de dois soros em fases diferentes da doenca (um na fase aguda até o 5° dia de
infeccdo, e outro na fase convalescente, a partir do 20° dia da infeccdo por
flavivirus), pode ajudar a esclarecer os casos nos quais ha comprometimento
neuroldgico sem a deteccéo do virus no LCR. Em infec¢des por ZIKV, por exemplo,
a viremia € muito curta e os titulos de anticorpos formados sdo tdo baixos que nao
sdo suficientes para a deteccao por técnicas convencionais.

Anticorpos podem ser, geralmente, detectaveis, a partir da segunda semana
apos a infeccdo, quando os distlrbios neuroldgicos sdo diagnosticados (Johnson et
al., 2016). Esses anticorpos podem permanecer por semanas (Stiasny et al., 2012).
Conforme o trabalho publicado por Kapoor et al. (2004), anticorpos IgM anti-WNV
podem persistir por pelo menos 47 dias no LCR ap6s doenca do SNC. O anticorpo
da classe IgM tem uma estrutura pentamérica que nao é transferida passivamente
por barreiras corporais humanas como, as cerebrais, as mamarias e a uterina.
Nesses ‘“reservatérios imunoldgicos”, a presenca desse anticorpo confirma a
infeccdo local do virus, e consequentemente, a resposta do sistema imune do
hospedeiro contra essa invasao naquele sitio.

No presente estudo, sete LCRs e oito soros apresentaram reacao a, pelo
menos, quatro flavivirus. A presenca de anticorpos totais, como encontrado nesta
pesquisa, revela que o paciente, em algum momento da vida, teve exposicao a pelo
menos um membro dos flavivirus. Essa exposicdo prévia pode ou nao ter sido
acompanhada de sintomas neuroldgicos. Por outro lado, por se tratar de pacientes

de area endémica para flavivirus, € bem provavel que o perfil da resposta imune
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desses pacientes seja de resposta secundaria e, portanto, observa-se uma menor
producado de IgM e um busting de anticorpos IgG heterologos, derivados da resposta
de memoria a infeccao prévia por algum flavivirus ou mesmo a vacina contra febre
amarela (Henriques et al., 2020).

Em trabalhos epidemiolégicos, o acesso as informagdes complementares,
guanto a ocorréncia de internacdo prévia por sintomas neurolégicos, subsidiaram a
hipétese de doenca neuroinvasiva prévia por flavivirus. Sem essas informacdes
torna-se prematuro afirmar a origem dos anticorpos IgG, se da grande circulacdo ou
do SNC, por producao intratecal. Em populacdes superexpostas a flavivirus, os
soros tendem a apresentar perfil heterotipico para mais de um flavivirus em reacdes
a anticorpos totais. Chalhoub et al. (2022) relataram que 83% dos soros humanos
detectados foram considerados soropositivos para pelo menos um flavivirus,
necessitando do teste de anticorpos neutralizagcdo para diferenciar os anticorpos
especificos, semelhante ao observado por Vieira et al. (2015).

As imunoglobulinas da classe IgG sdo conhecidas como anticorpos de
memdaria imunoldgica e podem persistir por meses ou anos na circulagdo sanguinea.
Sabe-se, também, que o LCR deriva de uma produ¢cdo em cavidades ventriculares
do plexo coroide, principalmente a partir da filtracdo do sangue, que, em condicées
normais, apresenta-se com baixa concentracdo de constituintes. Todavia, situacdes
de alteracdo de permeabilidade das barreiras encefalicas por comprometimento
inflamatoério ou infeccioso sistémico de causa viroldgica, ou néo virolégica, podem
fazer com que parte dos componentes, como a glicose, os eletrélitos e as proteinas,
incluindo anticorpos IgG, passem para o sistema nervoso. Ainda falando sobre os
anticorpos 1gG, esses sdo responsaveis por grandes problemas envolvendo
reatividade cruzada em testes sorologicos. A ocorréncia de infec¢des sequenciais
por diferentes flavivirus tem resultado em altos niveis de reatividade cruzada nos
testes soroldgicos atuais disponiveis, representando um grande impacto na
vigilancia de arboviroses e diagnostico especifico (Medeiros & Vasconcelos, 2019).

As meningites podem ser causadas ndo somente pelo processo infeccioso
(bactérias, fungos e virus) como, também, podem ter origem em processos
inflamato6rios, como céancer (metastases para meninges), lUpus eritematoso

sistémico, reacdo a determinadas drogas, traumatismo cranioencefélico e cirurgias
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cerebrais (Hrishi & Sethuraman 2019; Piazzetta & Pereira, 2021). Neste trabalho, foi
realizado o diagnostico diferencial para bactérias e fungos, tomando-os como
critérios de exclusdo para recrutamento das amostras. Vale ressaltar que as
metodologias (IH, ELISA e RT-gPCR) usadas sugerem exposi¢ao prévia a flavivirus,
CHIKV e OROV, mas nao excluem a possibilidade de infec¢des por virus de DNA ou
causa de origem inflamatoria.

Os resultados negativos obtidos no RT-qPCR podem ser atribuidos a
auséncia de uma infeccdo atual ou a baixa viremia (Chalhoub et al., 2022). Sabe-se,
também, que o tempo de coleta é crucial para a deteccdo do RNA viral, uma vez que
virus escapam do sitio de infeccdo no momento anterior ao aparecimento dos
sintomas neurologicos (Guimardes et al., 2022). Mesmo incluindo os controles
internos (RnaseP) e externos (MS2) como marcadores de integridade durante a
etapa de extracdo de RNA, é admissivel que o estresse térmico sofrido durante o
transporte dos LCRs e a demora para o armazenamento da amostra a =70 °C,
semelhante ao observado nas amostras de rotina diagndéstica vinda dos servicos de
saude regionais, possam ter influenciado a sensibilidade de deteccdo de RNA viral
por RT-gPCR (Chalhoub et al., 2022; Griffin, 2022; Grygorczuk, 2022). A pesquisa de
RNA em outros espécimes, podem aumentar a sensibilidade da técnica. Barzon et
al. (2013) observaram que a carga viral de WNV pode ser mais alta ou persistir em
mais tempo na urina que no sangue de pacientes com infeccdo aguda. Campos et
al. (2016) relataram persisténcia de RNA de ZIKV na urina por até 14 dias, apés o
inicio dos sintomas. Em nosso estudo, as urinas ndo estavam disponiveis para
analise.

Como descrito por Grygorczuk (2022), coortes formadas por pacientes em
estado de imunossupressdo, como HIV positivo, tratamento oncolégico, diabete
mellitus, outros disturbios hormonais, artrite reumatoide e insuficiéncia cardiaca,
podem favorecer a detec¢cao de RNA em fluidos corporais.

Inquéritos sorolégicos em cavalos (Oliveira-Filho et al., 2021; Chalhoub et al.,
2022; Guimaraes et al., 2022), aves (Morel et al., 2021; Melandrini et al., 2012) e até
em humanos (Chalhoub et al., 2021; Vieira et al., 2015;) trouxeram evidéncias da
circulacdo de WNV nos estados do Mato Grosso (Bayeux et al., 2019; Pauvolid-
Corréa et al.,, 2013), Piaui (Costa et al., 2021), Ceara (Chalhoub et al., 2021),
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Espirito-Santo (Siconelli et al., 2021; Martins et al., 2019), Bahia (Fritsh et al., 2022),
Séo Paulo (Siqueira et al., 2022), Minas Gerais (Costa et al., 2021) e Rio Grande do
Sul (Morel et al., 2021). Nao se pode descartar que vestigios sorolégicos de WNV
em humanos sejam encontrados, também, no Par4d. Em nosso estudo, a paciente de
LCR H876332 apresentou IH para WNV (1:40) e para DENV (1:20), sugerindo que
essa reacao encontrada para WNV seja consequéncia de visita a essas areas de
circulacdo do virus ou da ocorréncia de reatividade cruzada em resposta a uma
infecgao anterior por DENV. Como descrito por Guimaraes et al., 2022, o teste de IH
€ caracterizado por uma alta reatividade cruzada que, geralmente, permite apenas
uma conclusao qualitativa sobre a presenca de anticorpos contra o flavivirus.

O painel de alfavirus, flavivirus e ortobunyavirus (Rodrigues et al., 2010b;
Casseb et al.,, 2015; Casseb et al., 2016; Guimaraes et al., 2022) para detectar
anticorpos totais no teste de IH faz parte da rotina diagndstica da vigilancia
sorologica de arbovirus na SAARB/IEC/SVSA, e foi utilizado como método de
triagem nesse trabalho. Embora a pesquisa de anticorpos totais para alfavirus e
ortobunyavirus ndo estivesse entre os objetivos deste trabalho, sua deteccdo nao
deve passar despercebida.

Na infeccdo por CHIKV, o espectro clinico observado vai da fase aguda,
passando pela subaguda, a crénica. Na fase crbnica, mais comumente desenvolvida
em pacientes a partir dos 45 anos, podem-se observar manifestacbes severas, que
incluem alteracdes cerebelares (Brasil, 2017). Sabe-se, ainda, que a producao de
anticorpos IgG contra CHIKV pode ser detectada desde a primeira semana de
infeccdo e permanecer por varios anos no soro (Hakim & Aman, 2023). Mesmo
diante do exposto, a deteccdo da reacdo monotipica positiva para anti-CHIKV no IH
de H876317 ndo esta associada a cronicidade de uma infeccdo recente por CHIKV,
apenas de exposi¢cdo anterior ao virus, cuja coleta de LCR foi realizada 2 dias ap0s
sintomas de meningite.

A deteccédo de anticorpos anti-OROV no soro e no LCR do paciente H876290
incluindo o resultado indeterminado no ELISA IgM, neste trabalho, reforca a
importancia de realizar a vigilancia epidemiolégica desse virus no Par4, incluindo,
principalmente, a 1° CRS, local de origem do paciente (Pinheiro et al., 1981;

Vasconcelos et al., 2009; Cravo, 2021). A suspeita de endemicidade apontada por
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Azevedo et al. (2002), de 2000 a 2001, e a ocorréncia de casos esporadicos de
OROV identificados entre 2016 e 2019, também pela SAARB/IEC/SVSA na RMB, e
descritos por Cravo (2021), vém revelar a possibilidade de que esse virus esteja em
circulacao silenciosa nessa populagdo. O quantitativo ainda discreto de casos de
infeccdo por OROV é, em muito, devido a prioridade que é dada a investigacdo de
arbovirus mais prevalentes, como DENV, ZIKV e CHIKV (Brasil, 2023). E importante
destacar que, historicamente, casos de doenca neuroinvasiva por ILHV (Millhim et
al., 2020) e SLEV (Mondini et al., 2007) ja foram encontrados durante epidemias de
DENV.

Nem todas as amostras utilizadas nesse projeto tinham volume suficiente de
trabalho para os trés testes de triagem - RT-qPCR, ELISA IgM e IH, realizados na
SAARB/IEC. Como citado na metodologia, o diagnéstico laboratorial de meningites,
usado na rotina da ULAC/HUJBB, incluindo o confirmatério para bactérias e fungos
(Figura 6), consome volumes consideraveis de LCR. Ha ainda uma dificuldade
inerente a coleta por puncdo lombar por fatores como pericia técnica, idade do
paciente, posicdo de coleta e quadro clinico (grau de hidratacdo, consciéncia,
agitacao e pressao intracraniana) que podem trazer problemas (Piazetta & Pereira,
2021) e dificuldades para padronizacdo da quantidade de material coletado.
Especialmente, em punc¢des terapéuticas de alivio, consegue-se um conteddo mais
elevado de LCR, de até 20 mL, como acompanhado nas criptococoses neurolégicas
(ULAC/HUJBB, comunicagado interna). Esses fatores colaboraram, sobremaneira,
para que se tivessem volumes infimos alcancados em parte das amostras de LCR.

Outro ponto de fragilidade encontrado diz respeito a coleta dos soros.
Preferencialmente, durante o atendimento de paciente com suspeita de doenca
neuroinvasiva por arbovirus, a coleta do LCR deve ser acompanhada da coleta de
soro. Na recomendacdo do Manual de Vigilancia Sentinela de Doencas
Neuroinvasivas por Arbovirus de 2017, é preferivel que a primeira coleta de soro,
seja feita na fase aguda (até 5 dias para RT-gPCR) e, a segunda coleta, repetida na
fase convalescente da doenca (Quadro 1).

Dificuldade na aquisicdo de reagentes, curto prazo para o recrutamento das

amostras, demanda prioritaria da vigilancia e indisponibilidade de fomento para
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custeio do apoio técnico especializado limitaram, também, o processamento de um
maior guantitativo de amostras até a apresentacéo deste documento.

Embora ndo tenha sido o objetivo direto deste trabalho, fazer uma
classificacdo clinico-laboratorial dos casos de doenca neuroinvasiva a partir do LCR
coletados, diferenciando uma doenga sistémica de uma doenga neuroinvasiva
causada por arbovirus, mostra-se uma tarefa complexa (Mentha et al.,, 2018). A
classificagcdo permeia uma analise sindrbmica, onde, além dos sinais e sintomas
apresentados, € fundamental haver coleta de dados epidemioldgicos, radiolégicos,
hemograma e enzimas hepaticas, e que, além do LCR, o soro e a urina, possam ser
coletados para deteccdo de anticorpos IgM e RNA viral (Brasil, 2017). O
acompanhamento clinico dos sinais e sintomas desenvolvidos pelo paciente, e em
qual momento eles aparecem, € fundamental para uma identificacdo adequada das
doengas neuroinvasivas por flavivirus, seguindo os critérios de Brighton (Brasil,
20217).

A metodologia escolhida para selecdo pode ter interferido na auséncia de
casos, bem como a falta de soros por LCR coletado, de soros pareados e, até, da
falta acesso a um detalhamento clinico, além da classificacdo clinica genérica de
meningites dado pelo servico de saude, fazem parte das limitacées encontradas.

Como perspectivas futuras deste trabalho, a curto prazo pretende-se, finalizar
a padronizacao do duplex e quadriplex de RT-qPCR para posterior publicacédo. Ja a
médio prazo, € importante que se amplie o quantitativo de LCR coletados, em busca
casos de doenca neuroinvasiva ativas ou recentes causadas por flavivirus, alfavirus
e ortobunyavirus, tendo, como prioridade, o alinhamento do desenho do estudo,
reduzindo das limitacdes apontadas no paragrafo anterior. Ademais, desenvolver um
painel de flavivirus para RNVT®, a fim de confirmar os casos ndo conclusivos pelo
ELISA IgM, ainda pode ser considerada uma meta de planejamento de médio e

longo prazo.



139
6. CONCLUSAO

- O protocolo duplex de RT-gPCR para deteccdo dos virus WNV e SLEV
apresentou boa performance diagnostica e pode se tornar uma ferramenta
importante na vigilancia desses virus;

- Um novo protocolo quadriplex de RT-gPCR para detecgdo simultanea dos
virus ILHV, ROCV, TBEV e JEV foi desenhado, porém, sua aplicacdo no diagnostico
ainda precisa ser avaliada;

- O RVNT® apresentou sensibilidade, especificidade e desempenho superior

ao PRNT® convencional;

- O RVNT® néo foi eficiente em diferenciar as infeccdes por ZIKV e DENV,

principalmente entre as infec¢des prévias e as recentes;

- A utilizacdo de apenas dois virus, DENV e ZIKV, na execucdo de RVNT®
ainda € modesta, diante da quantidade de flavivirus circulantes no Brasil. Assim, um
painel de virus semelhante ao que foi usado para triagem de LCR no RT-qPCR, IH e

ELISA podera compor as metas futuras de trabalho;

- O teste ELISA IgM apresentou um bom desempenho, tanto quando
comparado ao RVNT®, quanto na conclusdo de casos descartados de doenca por

flavivirus;

- Embora o aparelho GloMax® tenha conseguido captar luminescéncia
produzida apds transfeccdo de RNA viral de DENV e ZIKV Rluc, essa deteccdo nao

foi mantida durante os ensaios de estabilidade viral e de teste de neutralizacao;

- A tentativa inicial de padronizacdo, sob condicdes semelhantes de
incubacdo as empregadas no Cytation™ 5.0 BioTek, ndo foi suficiente para que o
sistema GloMax® conseguisse integrar RVNT® com Renilla luciferase de DENV e
ZIKV,

- Nao foi possivel detectar o genoma de flavivirus circulantes no Brasil em
LCRs de pacientes suspeitos de doengas neuroinvasivas;

- Os anticorpos totais anti-flavivirus encontrados no teste de IH sugerem

exposicdo a flavivirus e ndo infec¢do ativa, recente ou producgdo intratecal de
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anticorpos IgM, n&dodo sendo encontrado nenhum caso confirmado de doenga
neuroinvasiva por flavivirus;

- A presenca de anticorpos totais anti-OROV e do resultado indeterminado no
ELISA IgM apoiam a importancia de se reforcar a vigilancia epidemioldgica do
OROV na regido metropolitana de Belém e, de preferéncia, em todo o Parg;

- O perfil de LCR incolor, limpido, com pleocitose, do tipo mononuclear e
proteina elevada foi o mais encontrado entre as amostras de pacientes com
exposicdo prévia a flavivirus;

- Ampliar os esforcos para o diagnéstico das doencas neuroinvasivas por

flavivirus, embora arduo, deve-se manter permanente.
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Titulo da Pesquisa: "AVALIACAO DO TESTE DE N'EUTRALIZAQAO UTILIZANDO VIRUS REPORTER
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.601.702

Apresentacao do Projeto:

O presente projeto visa otimizar o processamento das amostras pelo Teste de Neutralizagdo por Redugao
de Placa (PRNT). Assim, a proposta desse trabalho € avaliar o desempenho do Teste de Neutralizagdo por
Reducao de Placa utilizando virus repodrter (Report virus neutralization test - RVNT) no diagnéstico
sorolégico do virus Dengue e Zika em areas endémicas para flavivirus. Serdo testadas amostras de
individuos encaminhadas a Secao de Arbovirologia e Febres Hemorragicas (SAARB) do Instituto Evandro
Chagas,Ananindeua, Para (IEC/PA), para esclarecimento diagnéstico de dengue e Zika, e que durante o
fluxo de rotina tiveram diagnéstico confirmado para essas arboviroses. O teste RVNT sera executado em
parceria com o Laboratério de Biologia Molecular e Bioquimica da Universidade do Texas Divisdo
Médica(University of Texas Medical Branch - UTMB), em Galveston,Texas, Estados Unidos, detentor da
tecnologiado RVNT, de acordo com o escopo da concessao de auxilio financeiro a pesquisa para a
chamada cedido pelo MCTIC/FNDCT-CNPq/ MEC-CAPES/ MS-Decit / N°14/2016 —Processos
n°440405/2016-5 e 303999/2016-0. As amostras foram enviadas na vigéncia ao projeto de desenvolvimento
da Vacina para virus Zika sob o consentimento e aprovacdo da chefia da SAARB e da Diregdo do IEC.
Nesse trabalho, o virus reporter pode auxiliar o diagndstico sorolégico diferencial de arboviroses, e
consequentemente, o

entendimento do impacto no perfil sorolégico que a introducdo e reemergéncia de lavivirus, como VZIK e
VDEN, causam em areas endémicas como o Brasil. Além de teste de neutralizacdo, metodologias utilizando
virus reporter j& sdo viaveis em triagem de drogas antivirais e avaliagédo de

Endereco: Rodovia BR-316, Km 07, S/N

Bairro: Levilandia CEP: 67.030-000
UF: PA Municipio: ANANINDEUA
Telefone: (91)3214-2237 Fax: (91)3214-2233 E-mail: cep@iec.pa.gov.br

Pagina 01 de 04

183



INSTITUTO EVANDRO <« ) Plataoforma
CHAGAS/IEC/SVS/MS %

Continuacdo do Parecer: 3.601.702

eficacia de candidatos vacinais.

Objetivo da Pesquisa:

O projeto de pesquisa apresenta os seguintes objetivos:

Objetivo Primario:

Avaliar o desempenho do Teste de Neutralizag&do por Reducéo de Placa utilizando Virus Repdrter (Report
virus neutralization test - RVNT) para diagndstico sorolégico do virus Zika em areas endémicas para outros
flavivirus.

Objetivo Secundario:

Avaliar a sensibilidade, especificidade e acuracia do RVNT, utilizando amostras humanas procedentes de
areas no qual ha a co-circulagdo de diversos flavivirus;Comparar o desempenho do teste repdrter com a
técnica convencional.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Segundo o pesquisador responsavel os riscos inerentes ac projeto dizem respeito ao Risco Bioldgico
sobretudo para equipe que executara o teste de neutralizagao: Manipulagdo de amostras bioldgicos (soros)
de pacientes com suspeita de infecgao por virus Zika e Dengue; Manipulagao de cepas virais de virus Zika e
virus Dengue no PRNT, Entretanto, nao foi citado o risco de perda de confidencialidade das amostras e o
que fazer para minimiza-la.

Quanto aos beneficios da pesquisa, € citado que o virus reporter pode auxiliar o diagnéstico sorolégico

diferencial de arboviroses, e consequentemente, o entendimento do impacto no perfil sorologicoque a

introdugdo e remergéncia de flavivirus, como VZIK e VDEN, causam em areas endémicas como o Brasil.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de grande relevancia cientifica, a pesquisadora respondeu que ndo se trata de estudo
internacional.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:

Todos os documentos de apresentacéo obrigatéria foram contemplados.

Recomendacoes:

DANIELE BARBOSA DE ALMEIDA MEDEIROS

Recomendamos que a coordenagao mantenha atualizados todos os documentos pertinentes ao projeto.
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Este CEP se incumbira dos procedimentos de acompanhamento preconizados pela Resolugao 466/12
Publicada no DOU n°® 12, 13 de junho de 2013 — Se¢do 1 — Pagina 59 e suas complementares, do Conselho
Nacional de Saude/Ministério da Saude.

PROJETOS COM MAIS DE TRES ANOS

1 Devera ser encaminhado relatério semestral e, ao final, elaborado um relatério consolidado, incluindo
os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apds a finalizagdo da mesma.
PROJETOS COM MENOS DE TRES ANOS

1. Devera ser encaminhado relatério incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de
60 (sessenta) dias, apos a finalizacdo da mesma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
1. Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa-CEP, de acordo com as atribui¢ces definidas na
Resolucdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta-se pela aprovagdo do

projeto de pesquisa na forma proposta.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
DANIELE BARBOSA DE ALMEIDA MEDEIROS

Conforme Res. CNS 466/12, a responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende
os aspectos éticos e legais da pesquisa. Nesse sentido, ressaltamos as seguintes atribuicdes do
pesquisador:
1. Apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou a CONEP, aguardando a decisdo de
aprovacgao ética, antes de iniciar a pesquisa;
2.  Desenvolver o projeto conforme delineado;
3. Elaborar e apresentar os relatérios parcial (is) e final,
4.  Apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;
5. Manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda responsabilidade, por um
perfodo de 5 (cinco) anos apos o término da pesquisa;
6. Encaminhar os resultados da pesquisa para publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e
7 Justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrup¢édo do projeto ou a nao
publicagdo dos resultados.

Endereco: Rodovia BR-316, Km 07, S/N

Bairro: Levilandia CEP: 67.030-000
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Continuacéo do Parecer: 3.601.702

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 26/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1252599.pdf 05:51:38
Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_Brochura_Investigad| 26/06/2019 [DANIELE BARBOSA| Aceito
Brochura or.pdf 05:40:11 DE ALMEIDA
Investigador MEDEIROS
Outros Certificado_de_aprovacao_CEUA.pdf 23/06/2019 [DANIELE BARBOSA| Aceito

22:37:42 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Outros Regulamento_para_Biorrepositorios.pdf | 05/02/2019 |DANIELE BARBOSA| Aceito
12:42:50 |[DE ALMEIDA
MEDEIROS
Outros TCLE_Biobanco.pdf 05/02/2019 |DANIELE BARBOSA| Aceito
12:35:43 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Outros Declaracao_de_Anuencia.pdf 05/02/2019 |DANIELE BARBOSA| Aceito
12:34:.06 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Outros Carta_de_Anuencia.pdf 05/02/2019 |DANIELE BARBOSA| Aceito
12:33:42 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 05/02/2019 [DANIELE BARBOSA| Aceito
12:31:17 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Situacao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao
ANANINDEUA, 26 de Setembro de 2019
Assinado por:
Arnaldo Jorge Martins Filho
(Coordenador(a))
Endereco: Rodovia BR-316, Km 07, S/N
Bairro: Levilandia CEP: 67.030-000
UF: PA Municipio: ANANINDEUA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGACAO DE ARBOVIRUS EM CASOS DE DOENCA NEUROINVASIVA EM
HOSPITAL UNIVERSITARIO NO ESTADO DO PARA

Pesquisador: DANIELE BARBOSA DE ALMEIDA MEDEIRQOS
Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 56449722.3.0000.0019

Instituicdo Proponente: Instituto Evandro Chagas/SVS/MS
Patrocinador Principal: Instituto Evandro Chagas/SVS/MS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.461.824

Apresentacao do Projeto:

Este projeto trata-se de um estudo retrospectivo que ira realizar a investigacao de arbovirus como agentes
etioldgicos em casos suspeitos de doenca neurcinvasiva em um Hospital Universitario de referéncia no
diagnostico de doengas infecciosas no Estado do Para. Para isso, amostras de LCR encaminhadas a
Unidade de Laboratério de Analises Clinicas (ULAC) para analise bioquimica e citolégica com diagnostico
negativo para infec¢do bacteriana ou fungica serdo submetidas aos testes de RT-PCR, |H, ELISA para
avaliacdo laboratorial de arbovirus. As amostras negativas para arbovirus serdo submetidas a investigacao
metagendmica. Os soros oriundos desses casos suspeitos também serdo testados. Serdo incluidas nesse
estudo, amostras que foram encaminhadas ao laboratério e que se encontram retidas na ULAC desde
janeiro/2022, e a selegdo dessas amostras ocorrera a partir de agosto de 2022 podendo chegar até agosto
de 2023, tempo estipulado para se alcangar as 1500 amostras previstas na pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:
OBJETIVO GERAL

- Realizar a investigacdo de arbovirus como agentes etiologicos em casos suspeitos de doenca
neuroinvasiva de pacientes atendidos em Hospital Universitario Referéncia em Diagnostico de Doengas
Infecciosas no Estado no Para.

Endereco: Rodovia BR-316, Km 07, S/N

Bairro: Leviléndia CEP: 67.030-000
UF: PA Municipio: ANANINDEUA
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Investigar laboratorialmente a etiologia das infecges virais em LCR e/ou soro de pacientes com doenca
neuroinvasiva; - Realizar diagnéstico laboratorial confirmatério (sorolégico e/ou virolégico) para casos
suspeitos de doenga neuroinvasiva causada por arbovirus; - Relacionar os achados bioquimicos e
citologicos de amostras de LCR com resultados obtidos a partir do diagnéstico confirmatério (sorolégico e/ou
virolégico); 12- Analisar a prevaléncia das doencgas neuroinvasiva de etiologia viral Hospital Universitario
Referéncia em Diagnéstico de Doengas Infecciosas no Estado no Para;- Propor um fluxograma para a ULAC
-HUJBB de encaminhamento de diagnoéstico de doenc¢a neuroinvasiva de etiologia viral.

Avaliacao dos Riscos € Beneficios:
RISCOS

-As amostras dos pacientes serdo identificadas por numeragao referente ao pedido do exame solicitado que
é gerado no momento do cadastro inicial na ULAC. Essa numeragao sera utilizada para orientar a
identificacdo das amostras durante a execucdo dos testes. As informagées como nome e endereco do
paciente serdo acessadas com o objetivo apenas para auxiliar a coleta de dados como género, idade e
origem urbana ou rural do paciente. Nas quais, apenas um integrante da pesquisa que possua senha
individual ao sistema de acesso restrito do laboratério tera acesso. Esse integrante teré que assinar o termo
de confidencialidade e sigilo referente a essas informacgdes. Durante a divulgaga@o dos resultados da
pesquisa, as informacdes iniciais e e produzidas na forma de dados previamente tratados, sem qualquer
forma de identificagc@o do paciente.Os integrantes

clinicos-técnicos da pesquisa utilizardo os devidos equipamentos de protecéo individuais (EPIs) e coletivos
(EPCs) e seguirdo as boas praticas de biosseguranga durante a manipulag@o de amostras de LCR e soros

durante a realizagao do diagnéstico laboratorial.
BENEFICIOS
- A pesquisa pretende contribuir para o fortalecimento da vigilancia epidemioldgica das doencas

neuroinvasivas, sobretudo as de etiologia viral. Os dados gerados serdao divulgados por meio de artigos

cientificos em revistas de relevancia nacional e internacional, consequentemente, de

Enderego: Rodovia BR-316, Km 07, S/N
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elaborar o documento de tese; Além de realizar palestras como forma de divulgar os resultados do trabalho,
afim de sensibilizar os atores do processo para envio de amostra aos laboratérios da rede regional/nacional
de diagnodstico.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Esta Pesquisa esta bem fundamentada no ponto de vista cientifico com objetivos factiveis, que visa
contribuir para o esclarecimento laboratorial das doencgas infecciosas que atingem o sistema nervoso,

fortalecendo a vigilancia epidemiolégica das doencas neuroinvasivas por arbovirus.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

-vide campo de conclusdes ou pendéncias e lista de inadequacgdes.

Recomendacoes:
1. Recomenda-se que a pesquisadora responsavel pela pesquisa inclua as informagdes descritas no
documento CARTA_RESPOSTA_ CEP.pdf de 18/05/2022 tanto nas informacgdes basicas do projeto quanto
no projeto original.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

1. Ajustar no formulario do biorrepositério o responsavel pelo gerenciamento do material Biolégico Humano
armazenado neste Biorrepositorio, uma vez que esta funcdo cabe ao pesquisador responsavel (Resolugéo
441 de 12/05/2011 e Resolugdo 466 de 12/12/2012).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.Argumentar e fundamentar a justificativa para a dispensa do TCLE atentando para a Resolugédo 466
de12/12/2012, item IV).
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3. Esclarecer qual o periodo de coleta das 1.500 amostras (LCR/soro) que serdo utilizadas no projeto, uma
vez que nas informagdes basicas do projeto - Plataforma Brasil ndo esté claro esse periodo, nem no item
critério de inclusdo metodologia e nem desenho do estudo, e essa informacado & importante para a analise
da dispensa do TCLE e outros aspectos éticos do projeto.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Endereco: Rodovia BR-316, Km 07, S/N
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Consideragoes Finais a critério do CEP:

Qe

mo

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — CEP, de acordo com as atribuigdes definidas na
Resolugdo CNS n.” 466, de 2012, e na Norma Operacional n.” 001, de 2013, do CNS, manifesta-se pela

aprovagao do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Outros Carta_Resposta_CEP_IEC pdf 18/05/2022 |Joyce Favacho Aceito
10:18:16 | Cardoso Nogueira
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/04/2022 Aceito
do Projeto ROJETO 1854940 .pdf 06:00:18
Outros TCLE pdf 29/04/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
05:56:42 | DA COSTA NUNES
Outros CARTA_RESPOSTA_CEP.pdf 29/04/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
05:56:06 | DA COSTA NUNES
Outros Formulario_Biomrepositorio_|I.pdf 29/04/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
05:53:53 | DA COSTA NUNES
Outros CRONOGRAMA .pdf 29/04/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
05:52:56 DA COSTA NUNES
Outros Declaracao_anuencia_Secao.pdf 06/03/2022 |DANIELE BARBOSA| Aceito
23:20:23 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Outros Birrepositorio_partelll_.pdf 06/03/2022 |DANIELE BARBOSA| Aceito
23:18:43 |DE ALMEIDA
MEDEIROS _
Outros Biorrepositorio_parte_|.pdf 06/03/2022 | DANIELE BARBOSA| Aceito
23:17:27 |DE ALMEIDA
MEDEIROS
Projeto Detalhado / |PROJETO_INVESTIGACAO_ETIOLOGI| 06/03/2022 |DANIELE BARBOSA| Aceito
Brochura CA_DE_DOENCA_NEUROINVASIVAp 23:17:01 |DE ALMEIDA
|Investigador df MEDEIROS
Declaragao de declaracao_concordancia_2022.pdf 04/03/2022 [CRISTINA Aceito
concordancia 14:54:50 | SANCHES
Solicitacdo Assinada| Solicitacao_de_mudanca_de Pesquisad| 16/02/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
pelo Pesquisador or_responsavel.pdf 00:18:09 |DA COSTA NUNES
Responsavel
Outros 17_DECLARACAO_DE_ISENCAO_ON | 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
US_FINANCEIRO.pdf 22:23:55 | DA COSTA NUNES
Outros 16_DECLARACAQ_DE_INSTITUICAO_| 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
Endereco: Rodovia BR-316, Km 07, S/N
Bairro: Levilandia CEP: 67 030-000
UF: PA Municipio: ANANINDEUA
Telefone: (91)3214-2165 E-mail: cep@ec.gov.br
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mo

Outros OPARTICIPANTE. pdf 22:23:20 |DA COSTA NUNES | Aceito

Outros 15_TERMO_CONSENTIMENTO_UTILI | 05/02/2022 (JANNYCE GUEDES | Aceito
ZACAO_DADOQOS .pdf 22:22:57 |DA COSTA NUNES

Outros 11_DECLARACAO_DE_RESPONSABIL| 05/02/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
IDADE.pdf 22:20:15 | DA COSTA NUNES

Outros 10_CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO.p| 05/02/2022 | JANNYCE GUEDES | Aceito
df 22:19:34 | DA COSTA NUNES

Outros 9_CURRICULO_PESQUISADOR_RES | 05/02/2022 [JANNYCE GUEDES | Aceito
PONSAVEL.pdf 22:17:52 |DA COSTA NUNES

Outros 8_FICHA_DE_CADASTRO_PESQUISA| 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
DOR RESPONSAVEL.pdf 22:15:21 |DA COSTA NUNES

Outros 7_CURRICULO_PESQUISADOR_PRIN| 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
CIPAL pdf 22:14:37 |DA COSTA NUNES

Outros 6_FICHA_DE_CADASTRO_PESQUISA| 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
DOR_PRINCIPAL.pdf 22:12:47 |DA COSTA NUNES

Outros 5_FICHA_DE_REQUERIMENTO.pdf 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
22:11:54 |DA COSTA NUNES

Orgamento 4_ORCAMENTO.pdf 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
22:05:36 | DA COSTA NUNES

Folha de Rosto 2_FOLHA_DE_ROSTO.pdf 05/02/2022 |JANNYCE GUEDES | Aceito
21:58:19 | DA COSTA NUNES

Situacgao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao
ANANINDEUA, 10 de Junho de 2022
Assinado por:
Arnaldo Jorge Martins Filho
(Coordenador(a))
Endereco: Rodovia BR-316. Km 07, SIN
Bairro: | evilandia CEP: 87.030-000
UF: PA Municipio: ANANINDEUA

Telefone: (91)3214-2165 E-mail: cep@iec gov.br
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9. ANEXO 2

Quadro 13. Tabela de contingéncia

Teste Avaliado Teste de Referéncia Total
Positivo Negativo
Positivo Verdadeiros positivos (a) | Falsos positivos (b) | a+b
Negativo Falsos negativos (c) Verdadeiros c+d
negativos (d)
Total atc b+d N

Fonte: adaptado de Ayres et al (2007).

192

Quadro 14. Quadro demonstrando os conceitos e formulas dos valores estatisticos

gue foram calculados.

Valor estatistico Conceito Formula

Sensibilidade Capacidade de detectar a doenga | S = a
guando de fato esta presente. (@+0c)

Especificidade Avalia a capacidade do teste ser | E = d
negativo na auséncia de doenca. (b + d)

Valor Preditivo Positivo E a proporcdo de verdadeiros | VPP = a
positivos  entre  todos os (@+b)
individuos com teste positivo.

Valor Preditivo Negativo Proporc¢éo de verdadeiros | VPN = d
negativos entre todos 0s (c +d)
individuos com teste negativo.

Acuracia Proporcdo de acertos de um | A= a+d

teste diagnaostico.

a+b+c+d




