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RESUMO

As doencgas infecciosas sdo um grande problema de salde publica no mundo
atualmente, em especial as transmitidas por meio de vetores. O Aedes aegypti é um
mosquito capaz de transmitir algumas doencas virais, entre elas a Dengue, a Zika e a
Chikungunya, sendo importante alvo de politicas publicas. A confirmacdo diagndstica clinica
dessas doencas é insidiosa, entretanto todas necessitam de intervencdo precoce para
reducdo de danos subsequentes, principalmente nas fases agudas. A espectrometria de
massas € uma técnica analitica capaz de fornecer um diagndstico seguro e rdpido ao
identificar caracteristicas moleculares semelhantes em pacientes infectados, que podem ser
relacionadas a caracteres especificos da interacdo com o hospedeiro. Hd moléculas
presentes nos virus bem como outras produzidas no momento da invasao ao organismo que
podem ser utilizadas para identificar padrdes especificos de cada uma das infec¢des e
confirmar o diagndstico no momento da atividade viral da doenca. Deve-se, para isso,
identificar moléculas diferenciais em cada uma das doencas virais e utiliza-las para a
resposta diagnodstica precoce. O presente trabalho demonstra que, nas infecgdes pelos virus
da Dengue, Zika e Chikungunya, existem ions marcadores especificos que apresentam
diferentes espectros e podem ser utilizados para definicdo de rdpido diagndstico. Foram
utilizadas quinze amostras de pacientes infectados com dengue, quinze com Zika, quinze
com Chikungunya e quinze pacientes higidos como grupo controle. Para uma melhor eficacia
da andlise estatistica, foram realizados testes para determinar melhores condi¢des para
execucdo dos experimentos da pesquisa avaliando métodos de extracdo, matriz,
concentracdo de amostra e poténcia do feixe de laser utilizado. O trabalho pode determinar
gue na amostra de sangue de pacientes distintos infectados por Zika virus houve
reprodutibilidade no método para o fon marcador 650 m/z do espectro, além de
importantes relagdes de proporcionalidade entre outros ions. Da mesma forma, pacientes
infectados com Chikungunya virus apresentaram reprodutibilidade do ion marcador 633 m/z
da mesma relagdo, bem como o sorotipo Il da dengue que apontou os ions 879 m/z e 991
m/z. Além disso, foram observadas as porc¢des polares com bons resultados para dengue
tipo Il em 725 m/z, assim como os peptideos com reprodutibilidade de ions marcadores nas
bandas 567 e 672 o m/z para a Chikungunya. Foram analisados pacientes coinfectados para
observacao de reprodutibilidade de fingerprint por esta técnica. Conclui-se, portanto, que ha
uma especificidade apresentada por esses ions referentes a diferentes moléculas que
possibilitam identificar de maneira rapida o fingerprint metabdlico destas doencas. Essa
utilizacdo de biomarcadores para rapido diagndstico molecular de arboviroses representa
uma das melhores alternativas para o futuro de seu diagnéstico.

Palavras-Chave: Zika. Chikungunya. Dengue. Espectrometria de massas. Fingerprint
metabdlico. Diagndstico molecular.
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1. INTRODUCAO

As doengas infecciosas apresentam alto potencial de transmissibilidade e seu
impacto estd relacionado as interacdes patdgeno vs homem, patdégeno vs ambiente, homem
vs ambiente (FAUCI e MORENS, 2012). A ocupacdo e modificagdo desordenada do ambiente
pelo homem favorece o aumento descontrolado da populagdo dos insetos vetores nos meios
urbanos, contribuindo para os surtos cada vez mais frequentes de doencas infecciosas, bem
como o aparecimento de doengas neuroldgicas associadas a arboviroses, como a Sindrome
de Guillain-Barré e a mielite transversa (VIEIRA et al, 2018). No Brasil, além dos surtos de
dengue terem aumentado na ultima década, tem se notificado a emergéncia de outras
arboviroses, como Zika e Chikungunya, ambas transmitidas por mosquitos do género Aedes,
principalmente o Aedes aegypti.

O virus da dengue (DENV), que possui uma distribui¢ao intimamente relacionada a
concentracdo populacional das regides em que se dissemina (ARAUJO et. al., 2017) é o
agente etioldgico da doenca tropical com maior indice de transmissdo por vetor nos ultimos
anos e possui quatro subtipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) bem descritos na
literatura (VASCONCELOS e PINHO, 2017). Em 2018, foram notificados 265.934 casos
provaveis de dengue, destes 174.724 foram confirmados (65,7%). Foram confirmados nesse
periodo, 3616 casos com sinais de alarme, 321 casos de dengue grave e 155 ébitos por
dengue. Em 2019, até o més de marco, 273.193 casos provaveis foram notificados, um
aumento expressivo em relagdo a 2018, que no mesmo periodo teve 71.525 notificacbes de
casos provaveis. Apesar desse aumento de 282% do numero de casos, ainda assim ndo se
considera que o pais esteja em estado de epidemia devido ao fato que a taxa de incidéncia
estd dentro do canal endémico que leva como base a série histdrica dos ultimos 8 anos. Até
marco de 2019 também foram confirmados 2452 casos de dengue com sinais de alarme, 210
de dengue grave, e 80 dbitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Analisando esses dados
epidemioldgicos, é possivel perceber a necessidade de desenvolvimento de maneiras rapidas
e eficazes de se diagnosticar a doenca.

A dengue é uma doenca de caracteristica sazonal, pois a sua prevaléncia estd
relacionada aos periodos de maior incidéncia de chuvas e acimulo de agua em ambientes
com presenca humana — sendo a maior prevaléncia em areas urbanas —, acometendo e

incapacitando principalmente adultos jovens em idade economicamente ativa (OLIVEIRA;



ARAUJO e CAVALCANTI, 2018), reforcando ainda mais a importancia da rapida identificacio
da doenga e a aplicagdo de medidas de recuperagao do paciente.

O Zika virus (ZKV), da familia Flaviviridae e género Flavivirus, foi introduzido
recentemente nas Américas sendo notificada a ocorréncia no Brasil em 2015. Os primeiros
surtos foram detectados no Nordeste, principalmente no estado de Pernambuco, porém em
poucos meses o surto se disseminou por todas as regides do pais causando uma epidemia e
se constituindo em um problema de saude publica nacional (OLIVEIRA e VASCONCELOS,
2016). Em 2018, foram notificados 8680 casos de doenca aguda pelo virus Zika, sendo 1097
destes em gestantes. No mesmo periodo foram registrados 5 ébitos pela doenga. Em 2019,
até marco, foram registrados 2344 casos provaveis de Zika no pais, sendo 393 destes em
gestantes. (MINISTERIO DA SAUDE, 2019)

O Chikungunya virus (CHIKV), um virus pertencente a familia Togaviridae e ao género
Alphavirus, também tem incidéncia crescente no territdrio brasileiro. Os principais sintomas
dessa infeccdo sdo forte artralgia, febre alta, cefaleia, ndusea e vomitos (KUCHARZ e
CEBULA-BYRSKA, 2012). O primeiro caso de transmissdo autdctone de CHIKV nas Américas
foi registrado em 2013 na regido do Caribe (BORTEL, 2014). Um ano depois, esta epidemia ja
havia se espalhado por outros paises da América do Sul, como Guiana Francesa, Venezuela,
Colémbia, Suriname, Paraguai e Brasil (CDC, 2014).

Assim como para o virus da Zika, o principal vetor da Chikungunya é o Aedes aegypti,
gue juntamente com o Aedes albopictus apresenta elevada competéncia vetorial para o
CHIKV (VEGA-RUA et al., 2014). Em 2018, foram registrados 87.687 casos provaveis de febre
Chikungunya, e ao final do ano haviam 52 débitos confirmados laboratorialmente, e 32
estavam sob investigacdo. Em 2019, até marco, houveram 15.352 casos suspeitos no pais,
com 2 ébitos confirmados e 14 em investigacdo. (MINISTERIO DA SAUDE, 2019)

A comunidade cientifica brasileira e mundial vem trabalhando intensamente desde a
disseminacao inicial do Zika virus pelo mundo para entender como desenvolver estratégias
mais eficazes de diagndstico e tratamento (VALLE et al, 2016). A drea da metabolomica, pela
técnica do ion marcador por espectrometria de massas, consiste na identificacdo dos
metabdlitos marcadores produzidos pela interacdo do virus com seu hospedeiro e se
apresenta como uma ferramenta de grande importancia no diagndstico molecular, no
entendimento do vasto espectro de respostas metabdlicas causadas por essas arboviroses

em seu hospedeiro.



A identificacdo rapida entre virus pode ser bastante dificil do ponto de vista protéico
devido a sua semelhanga natural, mesmo com uma técnica especifica como a
espectrometria de massas. No entanto, os arbovirus possuem um envelope lipidico que
fornece grande substrato de estudo e levanta a possibilidade de se encontrar marcadores
moleculares especificos em diferentes virus, como o CHIKV e o ZKV, para que se
desenvolvam técnicas de diagndstico rapido, o que poderia mudar a velocidade na tomada
de decisdo das condutas médicas e resultar em menores consequéncias a curto e médio
prazo. O presente trabalho objetiva, portanto, identificar ions marcadores moleculares, em
especial os lipidicos, nos virus da dengue (sorotipos I, Il e Ill), Zika e Chikungunya para

possibilitar diagndsticos moleculares que identifiquem distintamente as arboviroses.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Os virus da Dengue, Zika e Chikungunya promovem infec¢bes que, em sua natureza,
sao simples, mas podem gerar sinais, sintomas e consequéncias que sdo relevantes a saude
de forma individual e coletiva. A entrada do Zika virus e do Chikungunya virus no ambiente
latino-americano levanta preocupacdes de saude publica, ja que ha ambientacdo — clima,
caracteristicas da urbanizacdo e educacdo da populagdo, entre outros — ideal para
desenvolvimento e proliferacdo do vetor nessas regides geograficas (COLON-GONZALEZ et
al, 2017), além da associacdo paralela com o Dengue virus que ja faz parte do acervo de
preocupacdo da saude publica nesses paises.

Acredita-se que a origem da infeccdo pelo CHIKV tenha se dado na Oceania. No
entanto, a disseminacdo no continente africano ja é bem estabelecida e estudos mostram
gue nessa regido a infeccdo em primatas pode ser importante para a manutencdo do ciclo
viral. Varios macacos permanecem infectados e podem servir de reservatério e, mais
raramente, ocasionar transmissao interespecifica direta, situagcdes que podem ocorrer com a
introducdo do virus em novos ambientes (EASTWOOD et al, 2017).

Sabe-se que a introducdo de novos microrganismos em determinados ambientes
pode oferecer riscos. E necessdrio, portanto, refinar o acesso e a qualidade no atendimento
de saude publica. Estudos apontam que o atendimento em saude deve reforcar assuntos
como a protecdo contra o vetor e utilizacdo de métodos contraceptivos em locais de grande

incidéncia, em especial do ZKV. Tais orientacbes podem levantar questGes éticas sobre



planejamento familiar e intervencdes na gestacdo e apontam forte necessidade de mais
estudos sobre o assunto (TAMBO et al, 2017).

A forma de transmissdao simples e o diagndstico clinico limitado pela semelhanga
entre as doengas dificultam as intervengdes e acentuam o risco a saude publica. O mesmo
mosquito transmissor, o Aedes aegypti, é capaz de disseminar as trés doengcas com maior
contencgao bioldgica na saliva para o CHIKV e menor para o ZKV, facilitando ainda mais sua
disseminacdo (GOERTZ, 2017). Este comportamento leva a problemas maiores de
disseminagdo, ja que hd deteccdo do ZKV em secregdo vaginal acima de 14 dias e em
eritrécitos acima de 81 dias apds primo-infeccao (MURRAY et al, 2017).

O Dengue virus encontra-se disseminado em mais de 120 paises do mundo ha
predilecdo pelo clima tropical, predominante no Brasil. A relacdo do clima ndo estd bem
estabelecida em relacdo ao virus, mas sim diretamente dirigida ao vetor. O mosquito
encontra no ambiente tropical, com chuvas abundantes e temperatura ideal de reproducao,
uma O6tima situacdo de proliferacio. O aumento da urbanizacdo em paises em
desenvolvimento favorece ainda mais a formac¢do de ambientes apropriados para a
disseminacdo do vetor, j& que o aumento populacional sem o devido controle favorece
acumulo de lixo e pouca disseminacdo de informacgao referente a reproducao do mosquito,
levando ao aumento do nimero de insetos e, consequentemente, do aumento da incidéncia
da doenca (BHATT et al, 2013), como demonstrado pelo trabalho de Brady (2019), que
aponta que 80% dos moradores de grandes cidades apresentam infec¢ao de algum sorotipo
do Dengue virus em algum momento da vida.

Desde que a Dengue foi encarada como importante para a salde publica, foram
adotadas diversas campanhas com o intuito de reduzir sua incidéncia e morbimortalidade.
Atualmente, essas campanhas tém se tornado mais efetivas, gerando uma reducdo do
numero de internacdes por dengue classica e hemorragica no pais (CORREIA et al, 2019),
entretanto ainda assim existem discrepancias regionais em relacao a dengue, que associada
ao aumento em 2019 das notificacdes de casos suspeitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019)
mostram que ha caréncias tanto no controle no vetor e na identificacdo nas diferentes
regioes do Brasil.

Toda essa situacdo imp0Os a tentativa de busca por novos critérios de diagndstico
clinico, principalmente para gestantes e ZKV e idosos e CHIKV, com resultados na literatura
com sensibilidade e especificidade relativamente baixas, o que leva a busca de melhores

alternativas (GODAERT et al, 2017). A literatura aponta que coinfec¢ées podem favorecer a



velocidade de replicacdo de alguns virus como o Chikungunya (SILVA et al, 2017), o que
torna mais necessaria a necessidade de diagndsticos rdpidos para determina¢ao da conduta
clinica a ser estabelecida.

As trés doengas possuem sérias consequéncias a médio e longo prazo. Estudos
apontam que a infec¢do pelo ZKV em recém-nascidos pode resultar em microcefalia, perda
de massa cefdlica com calcificagBes, pigmentacdo de retina e hipertonia precoce com
envolvimento extrapiramidal (MOORE et al, 2017), além de permitir reacdo imunoldgica
cruzada e favorecer o desenvolvimento da sindrome de Guillain-Barré, doenca neuroldgica
periférica, com acometimento ascendente e que pode comprometer vias respiratérias
(MALTA et al, 2017).

O CHIKV é capaz de deixar sequelas musculares caracterizadas por dor muscular
espontanea incapacitante por até trés anos apds a infeccdo inicial. Quanto mais tarde sdo
realizadas as intervengdes clinicas para a doenga, maior a tendéncia estatistica das
complicacdes a médio prazo permanecerem. Estudos mostram que essa situacdo de
incapacitacao forga a busca por rapidos diagndsticos por meios ndo clinicos que ajudem no
monitoramento de respostas mais rapidas (GIRY et al, 2017).

A dengue pode apresentar-se na forma febril, que é uma apresentacao mais branda
autolimitada, mas existe o risco de desenvolver-se para apresentacdes mais graves, podendo
gerar quadro grave de hemorragia, choque, e disfun¢des graves de 6rgdos (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016). Se diagnosticada tardiamente, a sindrome de choque da dengue raramente é
reversivel (VITA et al. 2009), portanto é de grande importancia o diagndstico rdpido e
atencdo aos sinais de alerta.

A partir dessa necessidade, o diagndstico laboratorial foi empregado, mas com vdrias
limitacdes. Seu resultado ndo apresenta possibilidade de confirmagdo nos primeiros dias de
infeccdo devido ao préprio processamento imunoldgico do organismo humano e as
condutas médicas ainda sdo baseadas no diagndstico clinico (WOROBEY, 2017). Como
tentativa de ultrapassar essa limitacdo, surgiram os estudos moleculares virus das
arboviroses, principalmente quanto a intera¢do virus-hospedeiro.

A espectrometria de massas pode demonstrar ainda eventos mais especificos como a
interacdo molecular entre duas estruturas e sua resposta metabodlica (GAO; CAZARES e FISH,
2017). Estudos apontam que a protedmica e a transcriptdmica, em outra linha de estudo,
sdo capazes de determinar moléculas muito especificas e fornecer resultados com alta

especificidade (KAN et al, 2017). Contudo, a semelhanga entre a carga proteica de virus com



proximidade filogenética dificulta os estudos e o achado de um marcador proteico
especifico.

Como alternativa, a lipidomica é uma opcdo que pode ser de grande importancia.
Estudos apontam que sua especificidade é grande a ponto de diferenciar doencgas
semelhantes em um mesmo tecido corporal como descrito por Passos-Castilho et al (2015).
O uso dessa técnica torna possivel a identificagdo de alvos moleculares em tecidos
organicos, ja que as respostas celulares a presenca viral podem provocar o surgimento de

metabdlitos de origem lipidica (CLAUS e LIEBERT, 2014).

3. METODOLOGIA

Em um microtubo, 200 pL do plasma foram ressuspendidos em aproximadamente
150 plL de dgua MilliQ. A esta suspensdao foram adicionados 190 pL de cloroférmio (grau
HPLC) e 375 uL de metanol (grau HPLC). Apds 2 minutos no vortex foram adicionados 187,5
uL de cloroféormio (grau HPLC) e 150 uL de dgua MilliQ. A mistura bifasica foi coletada
separadamente. A fase inferior, apolar e contendo lipideos em solucdo de cloroférmio, foi
transferida para outro microtubo e concentrada para eliminar o solvente (procedimento
adaptado de Bligh & Dyer, 1959). A fracdo metabdlica, rica em metabdlitos polares, foi
coletada. Ambos os extratos foram armazenados a -202C. O extrato apolar foi redissolvido
em metanol/cloroférmio 2:1 no momento da analise. Para o preparo das placas de MALDI,
volumes de 1 uL da solugcdo do extrato foram depositados, em triplicata, em pocos da placa
de MALDI, seguida de secagem em temperatura ambiente. Também foram utilizadas a

matriz de DHB e o feixe de laser com potencial de 60% do total.

3.1. DEFINICAO DO METODO

Inicialmente, foram realizadas avaliagdes para o refinamento do método e para
estabelecer as condi¢Bes 6timas de execucdo. O equipamento a ser utilizado — MALDI/TOF
MS — permite variacdes em seus parametros de uso como o feixe de laser, a concentragdo de
amostra utilizada e a matriz agregada a amostra. A definicdo dos melhores parametros é
fundamental para o melhor resultado alcancado e foi realizada no Laboratério Thomson de
Espectrometria de Massa, da Universidade de Campinas — UNICAMP, de 5 a 10 de fevereiro

de 2018.



Além das varidveis do MALDI/TOF MS, também foi verificado outro método de
extracdo lipidica baseado na utilizagdo de metil-terc-butil-eter (MTBE). Para tanto, foram
adicionados 225 pL de MeOH frio a 50 puL de amostra, misturando-os por 10 seg. Depois,
foram adicionados 750 uL de MTBE, também misturado por mais 10 seg. O resultado foi
levado ao vortex por 10 min e, logo depois, foram adicionados 188 plL de agua milliQ, com
nova mistura de 20 seg. A solugao foi centrifugada a 14000 rpm por 10 min a 42 C. Apds
centrifugacao, foi realizada coleta da fase organica (superior) que foi seca com speed-vac por
1 h e 30 min. O material obtido foi ressuspenso em 100 puL de MeOH e levado ao vértex por
mais 5 min. Logo apds, foi novamente centrifugado a 14000 rpm por 5 min a 42 C.

Para a analise do método, foram comparadas quatro matrizes diferentes: o acido
dihidroxibenzoico (DHB), a 9-aminoacridina (AMC), o acido a-ciano-hidroxicinamico (CIANO)
e o acido transferralico (ATF). Também foram comparadas as concentrag¢des (0,5 uL; 1 uL;
1,5 uL) e a intensidade do feixe de laser do aparelho (60% e 70%). Todas as amostras foram
comparadas em triplicata com igual numero de disparos (10 em cada amostra) para
comparacao entre os espectros (Apéndice 1).

Foram realizadas avaliagOes estatisticas para determinar a margem de seguranca
para a analise dos dados encontrados, pelo software Metaboanalyst. Foram utilizados
relagdo massa/carga com erro de 0.4, desvio-padrdo relativo ndo paramétrico, escala de
Pareto e margem de erro de 0.5%. Para os métodos de extracdo Bligh-Dyer e MTBE, foram
comparadas as variancias das matrizes utilizadas no MALDI, das concentra¢des aplicadas e
do percentual de feixes de laser utilizados com os seguintes resultados, para sé entdo ser
escolhido método definitivo, como demonstrado a seguir.
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Bligh-Dyer — Concentragoes:
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MTBE — Percentual dos feixes de laser:
e Aplicagao de 60%:

Scores Plot
2 A AMC
+ ATF
* CIANO
DHB Scree plot
do
N
de
o | ® _ ;"
E pis -
i
= 9
= @ | Q-Q‘
z i
2 £
o T i o  MTBE_ClANo1_so ]
o AMTBE_AMC3 500 & o
a - % MTBE_CIANO1 60 | MTBE_ATF3_60_0 @ &
=] . [ DEAMBEGHOIL L WHEEEAITRE G g o=
A TBEBEIATRNE L g °
AMTEE_Anic2_60_0 ) £
+ MTBE_ATF2_60_1 g &
@
=
EE o | o {j«-
= > ¥ o
3—“‘1—1“*&1{&\ " B
24 —%
) o
=
! ! ! ! 1 2 3 4 5
20 0 20 40
PC1(38%) PC index
H 3 0/ «
e Aplicagao de 70%:
Scores Plot
31 & AMC
+ ATF
x CIANO
DHB Scree plot
g
Qdﬁ
+ MTBE_ATFITEEAMC2 700 o i
MTEE. DHBz 7oA TBEZAMC3 700 6"5
o @
- -+ MTBEEABFEF00L 1 TEE ATF2 70 1 = ¥
= 4 MTBE ATF3 70_1 @
S MTEE AT 70 T &
MTBE_DHE 70_1
& A HTEE-AES-A5 " N &
HFFEE SR PR, © B \
= hithEEe R A" S TEPEd0zH o o v
& = A wTEE_AMCL 701 s orsi JE4 PR 1 £
o WTEE HTBE AT 700 z
= TS DFEE 79181 70_0 H &
AMTBE_AMEL 700 - "
El WG AT oz £ e &
k AMMESRUSTE L, cioz 0 ]
HTEE. CiANO03_70 ]
x MTBE_CIANOZ 70 > o
% WMTBE_CIARONT@E_CIANO1 70 1) e
" il oY Q‘)ﬂf‘
& S -
o
o e
R
T T T T T ! 3 P i 5
40 20 0 20 w0
PC L (344 %) PCindex

Apds analise estatistica cuidadosa, foi observado que as melhores condi¢des para a
execucdo dos experimentos tratam-se da utilizacdo de métodos de extracdo Bligh-Dyer,
utilizando-se a matriz DHB, a concentracao da amostra de 1l e aplicando-se o feixe de laser

a 60% do potencial total.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. FASE LIPIDICA

Inicialmente, é interessante destacar as semelhangas entre os componentes
encontrados na leitura do MALDI/TOF MS, ja que os objetos da observacdo se tratam de
virus com ciclos de vida e interacdes com o hospedeiro que compartilham muitas

homologias metabdlicas. As relages m/z na leitura do espectrémetro entre as faixas em



torno de 703 e 832 apresentam-se igualmente nas trés espécies e com intensidade
semelhante em ambas. Essa provavelmente trata-se da maior parte do envelope lipidico
compartilhado por todas as espécies avaliadas. Também é observado que apéds a faixa de
832 ndo hda mais expressdao de moléculas na fase lipidica, tornando esse fato uma chave de
investigacao na comparagdo entre arboviroses.

Na apresentacao do CHIKV (Figura 1), foi observado que o ion 633 apresenta-se com
intensidade em torno de 1.10* e n3o aparece na leitura do ZIKV e do DENV II. Além disso,
existe uma relagdao entre os ions de marcacdo 518 e 546 em que ambos sempre aparecem
em uma proporc¢ao de 2:1, situacdo ndo observada nas outras respostas metabdlicas virais
pesquisadas. A literatura demonstra que esses marcadores moleculares, quando associados
a resposta de um determinado espécime, podem ser utilizados para identificar suas
respectivas estruturas organicas (KLITZKE, 2012). Dessa forma, as caracteristicas proprias
definidas neste trabalho a leitura do CHIKV na espectrometria de massas podem levar a
rapida identificacdo do virus.

A leitura do ZIKV (Figura 2) apresentou dois ions marcadores nas faixas em torno de
650 e 678 m/z com intensidade média de 4.10% e 1. 10%, respectivamente. O referido achado
nado foi detectado na leitura do CHIKV e do DENV Il e pode ser usado para identificacdo da
infeccdo da Zika. Além do ion, foi observada também a relacdo entre os ions nas bandas 524
e 548 m/z na propor¢cdo média de 3:1 que se mantém nas leituras e também pode ser
utilizada para identificacdao, pois nao existe na leitura das outras arboviroses da pesquisa de
forma a se observar nos graficos do perfil lipidico comparativo (Figura 5).

Diferentemente da Zika e da Chikungunya, o dengue virus do sorotipo Il apresenta
resultados mais especificos ao final do espectro. A leitura do DENV Il (Figura 3) apresentou
dois ions marcadores nas faixas em torno de 879 e 991 m/z com intensidade média de 1.10*
e 5. 10°, respectivamente. O referido achado n3o foi detectado na leitura do CHIKV e do ZIKV

e pode ser usado para identificacdo da infeccao da dengue causada pelo sorotipo Il do virus.
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Figura 1 — TIC (total ion current chromatogram) do perfil lipidico do CHIKV. Do lado esquerdo, a proporgao de

2:1 observada entre os ions 518 m/z e 546 m/z. Do lado direito, o ion 633 m/z.



PERFIL LIPIDICO ZIKV
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Figura 2 — TIC (total ion current chromatogram) do perfil lipidico do ZIKV. Do lado esquerdo, a proporgdo de 3:1

observada entre os ions 524 m/z e 548 m/z. Do lado direito, os ions 650 m/z e 678 m/z.



PERFIL LIPIDICO DENV II
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Figura 3 — TIC (total ion chromatogram) do perfil lipidico do DENV II. Do lado direito, séo observados os ions
879 m/z e 991 m/z.



PERFIL LIPIDICO COINFECTADOS
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Figura 4 — TIC (total ion chromatogram) do perfil lipidico de 3 pacientes distintos, coinfectados pelos trés
virus, concomitantemente: ZKV, CHIKV, DENV II.



PERFIL LIPIDICO COMPARATIVO
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Figura 5 — TIC (total ion chromatogram) do perfil lipidico comparativo. Observa-se a identificacdo dos ions
especificos 633 m/z para CHIKV, 880 m/z e 971 m/z para DENV Il e 650 m/z para ZIKV.

4.2. FASE POLAR

A fase polar, predominantemente composta por metabdlitos de menor tamanho,
provenientes do metabolismo de cada doencga especifica, apresentou resultados muito
caracteristicos. Tanto o ZIKV, o CHIKV quanto o DENV Il apresentam duas regides com varias
expressdes idnicas comuns. Entre 518 m/z e 567 m/z com intensidade entre 4.10% e 1.10% e
entre 672 m/z e 782 m/z com baixas intensidades, porém bastante prevalentes.

A fase polar das amostras do CHIKV (Figura 6) apresentou o ion 537 m/z com uma
intensidade de 3.10% Apesar de ser o mesmo ion observado no ZIKV, a intensidade relativa
com que se apresenta é duas vezes maior e pode tornar possivel a utilizacdo do ion para
identificacdo. Outros ions se sobressaem com menor intensidade, porém com presenca no
intervalo no qual o ZIKV n3o apresenta ions. Sdo eles os ions 638 m/z, 749 m/z e 860 m/z. O

mais expressivo ion na fase polar para identificagdo do CHIKV é o 659 m/z que ndo é




observado nas outras infeccBes, possuindo intensidade relativa em torno de 1,5.10%
bastante expressivo quando comparados com outros.

O ZIKV apresentou em sua fase polar (Figura 7) poucos picos que se apresentam de
forma bastante regular. O ion 537 m/z se ioniza de forma constante, com uma intensidade
em torno de 1,5.10% Foi observado ainda que os intervalos entre 567-672 m/z e 780-966
m/z apresentam-se completamente vazios nas diferentes amostras analisadas. Assim, pode-
se utilizar como método de identificacdo a auséncia de picos nesses intervalos no lugar de
sua observancia como critério de reconhecimento comparativo das fases polares (Figura 10).

O DENV Il apresentou em sua fase polar (Figura 8) poucos picos regulares, mas a
maioria estd presente nas outras infeccbes. No entanto, o ion 725 m/z se apresenta de
forma constante, com uma intensidade em torno de 1,5.10% Foi observado ainda que ndo ha
qualquer pico que se apresente no espectro do DENV Il apds o ion 832 m/z. A auséncia de

marcacao também pode ser utilizada para rdpida exclusdo de diagnéstico da doenca.
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Figura 6 — TIC (total ion current chromatogram) do perfil da fase polar do CHIKV. Em evidéncia, os ions 537 m/z,

638 m/z, 659 m/z, 749 m/z e 860 m/z.
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Figura 7 — TIC (total ion current chromatogram) do perfil da fase polar do ZIKV. Em evidéncia, os ions 537 m/z e

os intervalos 567-672 m/z e 780-966 m/z.638 m/z, 659 m/z, 749 m/z e 860 m/z.
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Figura 8 — TIC (total ion chromatogram) do perfil da fase polar do DENV Il. Observa-se a presenca do ion

725 m/z em maior intensidade.




FASE POLAR COINFECTADOS
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Figura 9 — TIC (total ion chromatogram) do perfil triplice da fase polar de 3 pacientes distintos, coinfectados
pelos trés virus, concomitantemente: ZKV, CHIKV, DENV II.
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Figura 10 — TIC (total ion chromatogram) do perfil comparativo da fase polar.

4.3. PERFIL PEPTIDICO

O perfil peptidico também foi analisado e as leituras dos CHIKV e do DENV Il (Figuras
11 e 13, respectivamente) ndo apresentaram ions significativos. Ndo obstante a este
resultado, o perfil do ZIKV (Figura 12) apresentou o ion 5020 m/z com intensidade em torno
de 2.10* que o torna bastante especifico como é demonstrado no quadro comparativo dos

perfis peptidicos (Figura 15).
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Figura 11 — TIC (total ion current chromatogram) peptidico do CHIKV.
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PERFIL PEPTIDICO DO ZIKV
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Figura 12 — TIC (total ion current chromatogram) peptidico do ZIKV.




PERFIL PEPTIDICO DENV Il
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Figura 13 — TIC (total ion chromatogram) do perfil peptidico do DENV II.
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Figura 14 — TIC (total ion chromatogram) do perfil peptidico coinfectados.




PERFIL PEPTIDICO COMPARATIVO
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Figura 15 — TIC (total ion chromatogram) do perfil peptidico comparativo.




5. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados das andlises das amostras apontam-se promissores quanto a
existéncia de ions marcadores para identificar as arboviroses Dengue, Chigungunya e Zika,
demonstrando avanco frente ao diagnéstico dessas duas doencas com diferenciacao
clinica dificil.

O método utilizado é possivel de ser reproduzido fora do laboratdrio, basta que a
instituicdo, hospitalar, clinica ou académica, possua a instrumentacdo para andlise. H3,
inclusive, laboratérios especializados em diagndstico que ja utilizam a tecnologia para
outras finalidades, deixando claro que os resultados se mostram factiveis frente a
aplicacdo pratica de sua utilizacdo nos sistemas de saude.

Conclui-se, portanto, que had uma especificidade apresentada por esses ions
referentes a diferentes moléculas que possibilitam identificar de maneira rdpida o
fingerprint destas doengas, tornando muitos desses ions marcadores de diagndstico e
discriminantes metabdlicos. Essa utilizagdo de discriminantes para rapido diagndstico
molecular de arboviroses representa uma das melhores alternativas para o futuro de seus

diagnésticos.
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1. GRAFICOS DOS RESULTADOS DA ANALISE DO METODO
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A sindrome de Guillain-Barré (SGB) consiste em polirradiculoneurite aguda caracterizada
por paresia progressiva simétrica, bilateral e ascendente, acompanhada de hiporreflexia ou
arreflexia, além de alteragdes sensitivas leves ou ausentes, que perdura quatro semanasl.E a
maior causa de paralisia flacida generalizada no mundo, com incidéncia média anual de 1-4 por
cem mil habitantes, em idade média de 20- 40 anos2, sendo que a

relagdo entre os géneros demonstra presenga da SGB em trés homens para cada duas
mulheresl. Em solo brasileiro, a incidéncia anual estimada é de 0,6 casos por cem mil
habitantes3 e a mortalidade da SGB varia entre 4,9% e 7,4%, de acordo com a apresentacao
inicial da doencad4.A sindrome é frequentemente associada a infec¢cbes precedentes,

principalmente por Campylobacter jejuni, Mycoplasma pneumonia, Hamophilus influenzae,




cytomegalovirus e virus Epstein-Barr. Além disso, sdo reportadas apds vacinas para tétano,
hepatite e influenzal. Ha associacao ainda com a idade e regido, tal como a recente descoberta
no Brasil da relacdo entre a infeccdo pelo virus da Dengue e a SGB4.A sazonalidade é relevante
no estudo epidemiolédgico da SGB, constatando-se maior incidéncia no inverno (40,6%) e outono
(20,8%), o que se correlaciona com uma maior taxa de infec¢Oes de vias aéreas superiores, sendo
esta o principal fator antecedente da sindrome (37,7%)5.0 préodromo relaciona-se a sintomas
gerais e inespecificos como febre, tosse, dor de garganta, sintomas gastrintestinaisl. Estudos

sobre a evolugdo e progndstico da doenga

mostram que apds um ano do aparecimento dos primeiros sintomas 81% dos pacientes
recuperam-se completamente ou com minimos déficits neuroldgicos5.No Brasil, apesar de
poucas pesquisas sobre o tema, um estudo mostrou que a média de tempo em que os pacientes
permanecem hospitalizados é de 31,04 dias, enquanto que a média temporal para recuperacao
da funcdo motora e deambulacdo é de 73,14 dias4. As principais sequelas observadas sao déficits
motores, podendo surgir demais alteracdes neuroldgicas, como disfuncGes sensdrias e
autondmicas4. Tais sequelas se relacionam a condi¢cbes como o estado do paciente no momento
da admissdo, a idade, a necessidade de ventilagdo mecanica e lesdo axonal do sistema nervoso
central5.Tendo em vista a relevancia do tema, com sua crescente incidéncia em adultos jovens e
escassos estudos quantitativos realizados no Brasil e, principalmente, no Distrito Federal,

justifica-se o] presente estudo.
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Analisar os fatores desencadeantes da Sindrome de Guillain-Barré (SGB) nos pacientes atendidos

no HBDF entre 2010 e 2014.
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identificacdo dos possiveis agentes etiolégicos com base na epidemiologia e andlise dos
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