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Resumo: Arbovirus sdo transmitidos por mosquitos e carrapatos, causando doengas graves em humanos, como dengue,
Zika, Chikungunya e febre amarela. Este estudo buscou padronizar a técnica de RT-qPCR para detec¢do desses
virus em amostras de tecidos parafinados. Foram utilizadas 45 amostras parafinadas, incluindo arbovirus
em estudo e amostras de controle negativo, provenientes de diferentes periodos e tecidos, catalogadas pelo
Instituto Evandro Chagas. A padronizagdo da técnica de RT-qPCR é essencial para a vigilancia epidemiologica de
arbovirus na regido amazonica e no Brasil. Os resultados demonstraram eficiéncia na detec¢do e quantificacdo
do genoma viral dos diferentes arbovirus. A técnica de RT-qPCR se mostrou uma ferramenta importante para o
diagnostico diferencial em amostras de tecidos parafinados. Essa padronizagdo é relevante para o monitoramento
e controle efetivo das doengas transmitidas por arbovirus, contribuindo para a saude publica e a prevengdo de
surtos. Este estudo ressalta a importancia da padronizagdo da técnica de RT-qPCR para detecc¢do de arbovirus
em amostras de tecidos parafinados. A regido amazonica e o Brasil sdo dreas propensas a surtos dessas doengas,
tornando esses avangos ainda mais significativos. A deteccdo precoce e precisa dos arbovirus permite a
implementa¢do de medidas de controle e prevencdo mais eficazes, além de contribuir para a compreensdo da
epidemiologia dessas doengas.
Palavras-chave: Arbovirus. RT-qPCR. Tecidos Parafinados. Vigilancia Epidemiolégica. Diagnostico Diferencial.

Abstract:  Arboviruses are transmitted by mosquitoes and ticks, causing severe diseases in humans such as dengue, Zika,
Chikungunya, and yellow fever. This study aimed to standardize the RT-qPCR technique for detecting these viruses
in paraffin-embedded tissue samples. A total of 45 paraffin-embedded samples were used, including arboviruses
under study and negative control samples from different periods and tissues, cataloged by the Evandro Chagas
Institute. Standardization of the RT-qPCR technique is essential for arbovirus surveillance in the Amazon region and
Brazil. The results demonstrated efficiency in detecting and quantifying the viral genome of different arboviruses.
The RT-qPCR technique proved to be an important tool for the differential diagnosis in paraffin-embedded tissue
samples. This standardization is relevant for monitoring and effectively controlling arbovirus-transmitted diseases,
contributing to public health and outbreak prevention. This study highlights the importance of standardizing the
RT-qPCR technique for detecting arboviruses in paraffin-embedded tissue samples. The Amazon region and Brazil
are prone to outbreaks of these diseases, making these advancements even more significant. Early and accurate
detection of arboviruses enables the implementation of more effective control and prevention measures, as well as
contributing to the understanding of the epidemiology of these diseases.
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus sdo virus transmitidos por
artropodes, como mosquitos e carrapatos, e
sdo responsdveis por varias doengas graves em
humanos. Entre os arbovirus mais conhecidos
e estudados, destacam-se os virus da dengue
(VDEN), zika (VZIK), chikungunya (VCHIK)
e febre amarela (VFA). Cada um desses virus
possui caracteristicas tinicas, mas compartilham
semelhangas em rela¢do a transmissdo, prevencao

e controle.

O VDEN é um dos arbovirus mais comuns
e amplamente disseminados no mundo. E
transmitido principalmente pelo mosquito Aedes
aegypti, que se reproduz em areas urbanas e se
prolifera em recipientes de 4gua parada. A dengue
pode causar desde sintomas leves, como febre,
dores de cabeca e no corpo, até formas graves
que podem levar a hospitalizagdo e até mesmo a
morte. A prevencdo da dengue envolve o combate
ao mosquito vetor, eliminando os criadouros e
utilizando medidas de protegdo individual, como

o uso de repelentes e telas em janelas e portas>.

O VDEN possui quatro sorotipos distintos,
mas antigenicamente relacionados (VDEN,
VDEN?2z, VDEN3 e VDENY). Os sorotipos de VDEN
possuem 67-73% identidade nucleotidica (nt) e
69-78% de identidade ao nivel de aminodcidos
(aa). De trés a seis subtipos (genotipos) podem
ser distinguidos em cada sorotipo. O virus Zika
ganhou destaque mundial durante o surto ocorrido

entre 2015 e 2016>3.

, .

O Aedes aegypti também ¢é o principal

vetor de transmissdo desse virus, mas a
transmissao sexual também foi relatada. O Zika

pode causar sintomas semelhantes aos da dengue,

mas o aspecto mais preocupante é a associagao
com a microcefalia em bebés nascidos de maes
infectadas durante a gestacdo. Além disso, o Zika
também pode estar relacionado a complicagées
neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barré.
A prevengdo do Zika envolve as mesmas medidas

de controle do mosquito vetor da dengues.

A Chikungunya ¢é outra doenca viral
transmitida pelo Aedes aegypti, assim como pelo
Aedes albopictus. Os sintomas incluem febre
alta, dores articulares intensas e exantema. A
doenga pode se tornar cronica e levar a problemas
articulares de longo prazo. O controle da
Chikungunya também envolve a elimina¢do de
criadouros do mosquito vetor e o uso de medidas

individuais de prote¢do*.

A  febre amarela é transmitida
principalmente pelos mosquitos Haemagogus e
Sabethes em 4areas silvestres, e pelo Aedes aegypti
em dreas urbanas. A doenca pode variar desde
formas leves até formas graves, com manifestacoes
hemorragicas e faléncia de multiplos érgaos. A

, .

vacinagdo é a principal forma de prevengdo da
febre amarela, além do controle do vetor em dreas

urbanass.

Em comum, todos esses arbovirus
apresentam um impacto significativo na sadde
publica, com potencial para surtos e epidemias. O
controle eficaz dessas doencas envolve medidas de
prevencao que visam principalmente a eliminagdo
de criadouros do mosquito vetor, além da pesquisa
cientifica continua para desenvolvimento de

vacinas e tratamentos eficazes®”.

Diante da globalizacdo e consequente
aumento da urbanizagdo, viagens internacionais
e das mudancas climdticas vém aumentando a

exposicdo humana a novos e velhos Arbovirus.
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Deste modo, as infec¢des virais transmitidas
por mosquitos vem se intensificando em regides
endémicas e também em dreas que historicamente

ndo sdo expostas a esses virus®.

Desta maneira se torna cada vez mais
cruciais para dreas como a regido amazonica
o diagnostico diferencial para arbovirus,
principalmente os citados acima, por métodos
moleculares. Este problema acentua-se quando se
utilizam amostras oriundas de blocos parafinados,
pois métodos padronizados para este tipo de
amostra sdo dificeis e poucos laboratorios se
disponibilizam a realizar esta padroniza¢do dentro

da rede publica de sadde.

Assim, a padronizacio de métodos
moleculares como a técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-
qPCR) para amostras parafinadas torna-se de
grande importdncia para o monitoramento do
virus dengue, tanto na 4rea amazoOnica quanto
no territorio brasileiro, dentro da vigilancia

epidemiologica.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS PARAFINADAS

As amostras parafinadas utilizadas neste
estudo estdo todas armazenadas e catalogadas
na Se¢io de Patologia (SAPAT) do Instituto
Evandro Chagas. Onde cada uma delas possui
numero de registro e ficha epidemioldgica com a
suspeita clinica e resultado realizado por imuno-
histoquimica (IHQ) e Teste Histopatoldgico (HE)
aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP

de acordo com o numero do parecer 4.909.596
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em conformidade com a Resolu¢do do Conselho
Nacional de Satde/Ministério da Satide n° 466/12

Publicada no DOU n?12 no dia 13 de junho de 2013.

Foram utilizadas 45 amostras de diferentes
periodos e tecidos, sendo a seguinte distribui¢do:
10 casos confirmados de Febre Amarela;io
casos confirmados de Chikungunya; 10 casos
confirmados de Dengue; 10 casos confirmados
de Zika e 5 casos negativos para qualquer um dos

arbovirus citados.

2.2 ESTOQUE VIRAL

Para o estoque viral foram utilizados uma

cepa de cada um dos seguintes virus:

Tabela 1 - Estoque viral (unidade formadora de placa (pfu)/ml)

Amostra Virus PFU/ml
ISO_DENo1 Dengue 1 (VDEN1) 3,6 x10°
ISO_DENo2 Dengue 2 (VDEN2) 7,8x107
ISO_DENo3 Dengue 3 (VDEN3) 8,5x10°
ISO_DENo4 Dengue 4 (VDENy) 1,3x10°
ISO_ZIK Zika (VZIK) 8,3x10®
ISO_CHIK Chikungunya (VCHIK)  2,9x10°
ISO_FA Febre Amarela (VFA) 1,4x10°

Cada cepa viral foi inoculada em um
frasco de cultura de 75 cm? de drea, contendo uma
monocamada de células VERO, cultivadas em 10
mL de meio DMEM, suplementado com 5% de
SBF e antibioticos/antiftingico. Primeiramente,
o meio de cultura DMEM foi aspirado do frasco
contendo a monocamada celular,que foi lavada 3X
com PBS; apds isso inoculado 1 mL da suspenséo
viral e incubada durante 1 h, a 37°C, em estufa de
CO,, para permitir a adsor¢do e penetragao viral

e, entdo, o indculo foi retirado por suc¢do a vacuo
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e 10 mL do meio DMEM com 5% de Soro Bovino
Fetal (SBF). Foram observadas as garrafas por
cerca de 5 dias ap0s a infec¢do (dpi). Sendo que o
sobrenadante de cada garrafa foi retirado, apos se
observar citopatico viral (ECP) de cerca de 70% da
monocamada ou até 5 dpi. Estas aliquotas foram

congeladas a -80°C até o momento de uso.

2.3 DETERMINACAO DO TITULO
INFECCIOSO VIRAL

Para o titulo infeccioso do estoque viral
e das doses infectantes foi utilizada a técnica de
TCID,, conforme descrito por Reed e Muench®.
Nesta técnica, a partir de uma suspensdo-viral foi
preparada uma série de dilui¢do na razdo de 1:10,
em tubos de microtitulagdo, com meio DMEM
sem SBF (225 pL de meio DMEM + 25 pL de
suspensao viral). Apos, 200 pL destas dilui¢oes
foram adicionadas ao tapete celular (densidade
celular 2x105 células/mL) previamente formado
em placas de 96 cavidades, apds aspira¢ao do meio
de cultura (5% de SBF + antibidtico/antifungico).
A placa entdo, foi incubada a 37°C, em estufa de
CO2, durante 48 h e observada em microscopio
invertido. Caso a diluicdo que infecta 50% das
cavidades variar entre duas dilui¢des, o titulo pode
ser calculado através da distancia proporcional

(DP) entre as mesmas, pelas seguintes formulas:

DP= (% de positivas acima de 50%) - 50%
/ (% de positivas acima de 50%) - (% de positivas
abaixo de 50%) e log TCID_ = (DP x log do fator de
dilui¢do) + (log da dilui¢do acima de 50%). Sendo

que o valor obtido serd na unidade TCID, /mL.

2.4 OBTENCAO DO RNA VIRAL

O RNA viral do estoque viral e ja
determinado o titulo infeccioso foram extraidos
utilizando o kit comercial ReliaPrep™ Viral TNA
Miniprep System (Promega, EUA) de acordo com
as especificagdes do fabricante. Para as amostras
de parafina foi utilizado o produto GenElute™-E
FFPE Deparaffinization Solution (MERCK, ALE)
para melhorar a retirada da parafina do material
bioldgico e em seguida utilizado o kit comercial
ReliaPrep™ FFPE RNA Total (Promega, EUA)
de acordo com as instru¢des do fabricante. A
determina¢do da concentra¢do e pureza do dos
RNAs das duas formas de extragdo foi determinada
pela plataforma Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific,
EUA), utilizando o kit comercial Qubit RNA
Assay (Invitrogen, EUA) conforme descri¢do do
fabricante, e pela plataforma 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, ALE), utilizando o kit
comercial Pico 6000 RNA (Agilent Technologies,
ALE)

respectivamente.

conforme descrito pelo fabricante,

2.5 DETECCAO E QUANTIFICACAO DO
GENOMA VIRAL POR RT-QPCR

Para esta etapa, foi utilizada a plataforma
7500 Real-Time PCR System (Thermo Scientific,
EUA). Sendo que para detecgdo e quantificacdo
da carga viral foi utilizado o método descrito por
Johnson et al.® para os sorotipos de VDEN, VZIK,
VFA e VCHIK; Além destes iniciadores, foi utilizado
um par de iniciadores para controle enddgeno
vendido comercialmente B-100 (Qiagen, ALE). E

importante ressaltar que todos estes protocolos

Disponivel em: https://lperiodicos.unoesc.edu.br/evidencia
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foram utilizados para o diagnostico de acordo com
o Ministério da Saade (MS).

Todos os protocolos descritos utilizaram
o kit comercial GoTaq Probe 1-Step RT-qPCR
System (Promega, EUA). Em conjunto com
os métodos relatados acima foi realizada a
quantificagdo de carga viral como escrito por
Gustafsson et al.* e Jonsson et al.?, onde foram
utilizadas amostras quantificadas pelo método de
TCID, paradeterminar o nimero de copias/mLde
cada estoque viral. Importante ressaltar que cada
amostra foi realizada em triplicata técnica, menos
os controles para quantificacdo que foram feitos
cada dilui¢do pelo menos 10 vezes para aumentara

confiabilidade da dilui¢do.

2.6 ESPECIFICIDADE DO RT-QPCR

Para esta etapa foi utilizado o painel de
amostras parafinadas positivas para cada um
dos arbovirus, sendo que cada amostras que
foi submetida ao RT-qPCR possui resultado
positivo para imunohistoquimica (IHQ) e teste
histopatoldgico com hematoxilina/eosina (HE)
assim sendo possivel realizar a comparagdao com os
resultados obtido por RT-qPCR.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Para analises estatisticas, foram utilizados
o programa R-project (r-project.org/) e o programa
Jamovi v 2.3 (jamovi.org), sendo implementado
os seguintes teste para as analises dos resultados:
ANOVA, t-student, no entanto antes de cada
andlise foi realizado um teste de normalidade
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dos dados. Todos estes testes foram avaliados e

considerados significante com p-valor<o,o5.

3 RESULTADOS

Inicialmente foi realizado o teste para
avaliar a sensibilidade e eficiéncia para os
iniciadores utilizados neste trabalho. Para isto
utilizamos amostras que foram infectadas em

célulasvero e quantificadas pelo métodode TCID .

E possivel observar que no teste realizado
no VDEN (Fig. 1a), os iniciadores foram detectaveis
de 1x108 até 1x101 PFU/mL demonstrando uma alta
capacidade de deteccdo. E, concomitantemente,
o teste realizado com VZIK (Fig. 1b), teve sua
eficiéncia bem semelhante ao visto em VDEN (Fig.
1a). No teste realizado com VFA (Fig. 1c), observou-
se uma pequena diferenca dos resultados dos testes
realizados com VDEN e VZIK. Onde os valores de
Cq foram inferiores aos anteriores resultando uma
maior sensibilidade deste conjunto de iniciadores
em relacdo aos de VZIK e VDEN. Ao realizar o teste
de eficiéncia para VCHIK (Fig. 1d), demonstra-
se que o mesmo apenas consegue amplificar de
forma aceitdvel valores acima de 1x102 PFU/mL
mostrando que este conjunto de iniciadores é o

menos sensivel de todos os testados.

Vale ressaltar que apesar de pequenas
variagoes todos os iniciadores demonstraram-se
eficazes e com uma grande capacidade eficiéncia e

sensibilidade. Podemos observar isso na Tabela 2.
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Figura 1 - Curva de eficiéncia de RT-qPCR para o virus da dengue (VDEN) 1-4 (a), virus da Zika (VZIK) (b), virus da febre
amarela (VFA) (c), e virus Chikungunya (VCHIK) (d). Unidade formadora de placa (PFU)/mL por ciclo de

quantifica¢ao (Cq).

Tabela 2 — Tabela com valores de R* e Eficiéncia em %

VDEN1 VDEN2 VDEN3 VDEN4 VZIK VFA VCHIK
Y 37.037 39,496 38.594 37192 38.476 38.109 39.006
R 0,996 0,999 1 0,999 1 0,997 0,999
Eficiéncia
%) 95-385 94.885 95-245 95-518 95.672 95-379 92.853

4 DISCUSSAO

Diante da globalizacdo e consequente
aumento da urbanizagdo, viagens internacionais
e das mudancas climaticas vém aumentando a
exposicdo humana a novos e velhos Arbovirus®.
Dessa forma, torna-se cada vez mais importante
para areas endémicas, como a regido amazonica,
o diagndstico individualizado para arbovirus,
principalmente os que foram analisados neste

estudo, por meio de métodos moleculares.

Atécnicade RT-qPCRtemsidoamplamente
utilizada para a detec¢do e diagnostico de diversos
agentes infecciosos, incluindo os arbovirus. No
contexto especifico de amostras de parafina, a
aplicagdo da RT-qPCR para a detecgdo de arbovirus
apresenta desafios tinicos, mas também oferece

beneficios significativos?.

As amostras de parafina sio amplamente
utilizadas na preservagdo de tecidos e células
para analises histopatologicas e diagndstico de

doencgas. Um dos principais beneficios do uso da

Disponivel em: https://lperiodicos.unoesc.edu.br/evidencia
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RT-qPCR em amostras de parafina é a capacidade
de realizar andlises retrospectivas. Isso significa
que amostras antigas, que foram preservadas
em blocos de parafina por longos periodos de
tempo, podem ser recuperadas e testadas para a
presenca de arbovirus. Isso é particularmente util
em estudos epidemioldgicos, permitindo uma
compreensdo mais abrangente da distribui¢do

temporal e geografica desses virus*.

A detec¢do de Dengue em amostras de
parafina utilizando a técnica de RT-qPCR tem sido
objeto de estudos cientificos. Estudo realizado por
Guerra et al.3 demonstrou a detec¢do bem-sucedida
do VDEN em amostras de figado preservadas em
parafina. No entanto, os autores ndo foram capazes
de realizar a sorotipagem de dengue das amostras

oriundas dos blocos de parafina.

Os resultados obtidos em nosso estudo
para amostras de VDEN foram consistentes com os
resultados encontrados no estudo de Guerra et al.B
em eficiéncia e capacidade de detec¢do. No entanto,
nossos resultados apresentam uma contribui¢do
adicional significativa, pois além de detectar o
genoma viral, também conseguimos identificar o
sorotipo especifico responsavel pela infec¢do. Esse
aspecto é de extrema importancia, especialmente
para estudos epidemiologicos, uma vez que fornece
informagdes adicionais ndo apenas para a deteccdo,
mas também para uma melhor compreensdo dos

sorotipos que estdo circulando na populagao.

A capacidade de identificar o sorotipo
viral é de grande valia, pois cada sorotipo do
VDEN pode apresentar caracteristicas clinicas
e epidemioldgicas distintas. Portanto, poder
distinguir entre os diferentes sorotipos em
circulagdo ajuda a elucidar padroes de propagacao
do virus e a identificar possiveis surtos ou

tendéncias epidemiologicas. Além disso, essa
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informacgdo auxilia na implementag¢do de medidas

de controle e prevencdo mais efetivas.

Ao considerar a detec¢do e identificacdo
dos sorotipos do VDEN em amostras de parafina,
estamos ampliando o conhecimento sobre a
epidemiologia dessa doenca. Isso nos permite
compreender melhor a dindmica de transmissao do
virus, os padrdes sazonais e geograficos de infecc¢ao,

bem como a resposta imunoldgica da populagdo.

Em nosso estudo, também investigamos
a detecgdo do VZIK em amostras provenientes de
tecidos parafinados. Vale ressaltar que a eficacia da
técnica de RT-qPCR na detecgdo retrospectiva do
VZIK em amostras de parafina ja foi demonstrada,
permitindo a investigagdio de casos clinicos

passados e estudos epidemiologicos'.

Nossos resultados foram consistentes com
o estudo de Reagan-Steiner et al.’5, que analisou
a presenca do VZIK em tecidos placentarios e
fetais, tanto parafinados quanto ndo parafinados.
Observamos uma alta concordancia com os
achados descritos na literatura, o que confirma
a eficiéncia da nossa abordagem na detec¢do do
VZIK em amostras de parafina. Essa consisténcia
da

nossa técnica, contribuindo para o avanco do

fortalece a validade e a confiabilidade

conhecimento sobre a infecgdo pelo VZIK e
facilitando o desenvolvimento de estratégias mais

eficazes de prevencdo e controle.

Em nosso estudo, conduzimos testes para
a deteccdo do VFA utilizando amostras vacinais
e amostras selvagens. E importante destacar que
nossa metodologia foi desenvolvida de forma a
possibilitar a deteccdo de qualquer uma das cepas

virais relacionadas a febre amarela.

Nossos resultados revelaram um alto indice

de eficiéncia e especificidade, superando os 95%, o
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que é muito promissor para a detec¢do do VFA em
diferentes tipos de amostras, incluindo amostras

vacinais e selvagens.

O estudo de Domingo et al.’® também
corroborou nossos dados ao avaliar a sensibilidade
e especificidade de diferentes métodos de
diagndstico para a deteccio do VFA. Os
pesquisadores analisaram amostras de pacientes
suspeitos de febre amarela, incluindo amostras de
sangue, urina e saliva, e entre os métodos avaliados
estava a RT-qPCR, amplamente reconhecida como
uma técnica sensivel e especifica para a detecgdo

do material genético viral.

Nossos resultados demonstraram um
indice de eficiéncia e especificidade acima de
95% na detecgdo do VFA em amostras vacinais
e selvagens, o que estd em concordancia com o
estudo de Domingo et al.*%, que também enfatizou
a alta performance da RT-qPCR na detec¢do desse
virus. Essa concordancia entre os dados obtidos
em nosso estudo e os dados da literatura reforga a

validade e confiabilidade de nossa abordagem.

E importante ressaltar que a deteccio do
VFA em amostras vacinais e selvagens desempenha
um papel crucial no monitoramento da circulagdo
viral e naidentificacdo de surtos. Nossos resultados
contribuem para o avan¢o do conhecimento nesta
area, demonstrando a eficiéncia do método de RT-

gPCR na detecg¢do das diferentes cepas do VFA.

Nossos  resultados revelaram uma
eficiéncia e confiabilidade dos resultados em 90%
paraadetecgao do VCHIK em amostras de parafina
por meio da técnica de RT-qPCR. Esses dados sdo
consistentes com estudos anteriores, como o0s
mencionados por Silva et al.”7 e Pialoux et al.’®, que
discutem a epidemiologia e os mecanismos de

replicagdo do VCHIK.

Embora nossos resultados demonstrem
uma eficiéncialigeiramente menorem comparagao
com os estudos citados, é importante considerar
que cada estudo possui suas particularidades,
das

utilizadas, protocolos experimentais e condig¢oes

incluindo as caracteristicas amostras

especificas de detecg¢do do virus.

Apesar dessa diferenga, é encorajador
observarquenossosresultadosestdoalinhadoscom
a literatura existente, que destaca a sensibilidade
e especificidade da RT-qPCR na detec¢do do
material genético do VCHIK em diferentes tipos
de amostras. Essa concordancia reforga a validade

e a confiabilidade da nossa abordagem.

5 CONCLUSOES

Em conclusdo, o uso da técnica de RT-
gPCR para a detec¢do de arbovirus em amostras
de parafina apresenta beneficios significativos,
permitindo analises retrospectivas e fornecendo
informagoesvaliosasparaestudosepidemiologicos.
Nossos resultados foram consistentes com
estudos anteriores, demonstrando a eficiéncia e
confiabilidade da RT-qPCR na detecgdo dos virus
da Dengue, Zika, Febre Amarela e Chikungunyaem
amostras de parafina. Nossa abordagem permitiu a
identificacdo de sorotipos especificos, fornecendo
insightsimportantes para compreenderadindmica
de transmissdo, padroes sazonais e geograficos
de infecgdo, e facilitando o desenvolvimento de
estratégias de controle e preven¢do mais eficazes.
Esses resultados contribuem para o avango do
conhecimento sobre essas doencas e reforcam a

validade e confiabilidade de nossa metodologia.
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