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RESUMO: As infecgdes ocasionadas pelos virus da Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) em gestantes sdo de
grande preocupacdo pelos possiveis danos causados pelos mesmos as maes e fetos. O ZIKV esta relacionado a microcefalia e outras
anomalias cerebrais graves em neonatos ¢ a infec¢do por CHIKV em gestantes no periodo intraparto pode levar a transmissao vertical,
com possibilidade de agravamento no quadro do neonato. E, apesar de ainda nao haver relatos de ocorréncia de malformagdes congénitas
associadas a infecgdo por DENV em gestantes, as mesmas sdo consideradas um grupo de risco, pois apresentam maiores chances de
evolucdo para formas graves ou 6bito e aumento no risco de partos prematuros decorrente da infecgdo materna perinatal. Neste estudo,
foi realizada uma analise retrospectiva dos resultados envolvendo os virus DENV, ZIKV e CHIKV para determinar a taxa de positividade
destas arboviroses em gestantes no municipio de Sdo José do Rio Preto-SP, nos anos de 2018 e 2019. Para isso, foram coletados resultados
de PCR em tempo real (RT-PCR) para DENV, ZIKV e CHIKV de amostras de soro e urina obtidas de 557 gestantes com historico de
febre, bem como 93 amostras de recém-nascidos (RN). Na analise dos resultados foi verificado que o sorotipo-2 de Dengue (DENV-2) foi
detectado em 106/557 correspondendo a 19% das amostras, o sorotipo-1 (DENV-1) foi detectado em apenas uma amostra e o ZIKV foi
detectado em duas amostras. CHIKV nao foi detectado. Nao foi detectado arbovirus nas amostras de RN testadas pela técnica de RT-PCR.
Quanto a idade, 40% das gestantes pertenciam a faixa etaria de 25 a 32 anos, seguidas pelas faixas de 33 a 40 anos e 17 a 24 anos com
percentuais de 31 e 29%, respectivamente. No periodo, uma gestante que estava na 13 semana de gestagdo foi a dbito por DENV-2. Os
resultados obtidos evidenciam a importancia do diagnostico precoce das arboviroses neste grupo, viabilizando a assisténcia adequada as
gestantes. Nesse sentido, 0 monitoramento da circulagao simultdnea de arboviroses responsaveis por causarem complicagdes em gestantes
e infecgdes congénitas deve continuar em areas endémicas como a de Sao José do Rio Preto, visando um diagndstico materno precoce e
manejo adequado de gestantes testadas positivas verificando a presencga de sinais de alerta e de dengue grave.
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DETECTION OF ARBOVIROSES IN PREGNANT WOMEN IN THE NORTHWEST REGION OF THE STATE OF SAO
PAULO

ABSTRACT: Infections caused by Dengue (DENV), Zika (ZIKV) and Chikungunya (CHIKV) viruses in pregnant women represent great
concern because of the possible damage that can be caused by these viruses to both mothers and fetuses. ZIKV is related to microcephaly
and other severe brain abnormalities in neonates, while CHIKV infection in pregnant women in the intrapartum period can lead to vertical
transmission, with the possibility of worsening in the neonate. And although there are no reports of congenital malformations associated
with DENV infection in pregnant women, they are also considered of risk group, since they have greater probability to progress to severe
forms or even death. In addition, there is an increased risk of premature childbirth. In this study, a retrospective result analysis involving
DENYV, ZIKV and CHIKYV viruses was carried out to determine the positivity rate of those arboviruses in pregnant women in the city of Sao
José do Rio Preto-SP, in the years 2018 and 2019. For this purpose, real-time PCR results (RT-PCR) were collected for DENV, ZIKV and
CHIKYV from serum and urine samples obtained from 557 pregnant women with a history of fever, as well as samples from 93 newborns
(NB). Dengue serotype-2 (DENV-2) was detected in 106/557, which corresponds to 19% of the samples; dengue serotype-1 (DENV-1) was
detected in only one sample, and the ZIKV was detected in two samples. CHIKV was not detected. Arboviruses were not detected in the
NB samples tested by the RT-PCR technique. In relation to age groups, 40% of pregnant women were between 25 to 32 years old, followed
by the groups of 33 to 40 years old, and 17 to 24 years old, with 31% and 29%, respectively. In the period, a pregnant woman who was
in the 13" week of pregnancy died due to DENV-2. The results obtained emphasize the importance of the early diagnosis of arboviruses
in this group, thus enabling adequate assistance to pregnant women. In this sense, the monitoring of arboviruses circulation responsible
for causing complications and congenital infections in pregnant women should continue in endemic areas such as Sao José do Rio Preto,
aiming at an early maternal diagnosis and adequate management of the patients who tested positive, checking for the presence of any alert
signs and severe dengue.
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Introducao

As epidemias causadas por arbovirus nas ultimas
décadas demonstraram que esses continuam apresentando-
se como uma ameaca a saude humana em escala global.
O termo arbovirus (arthropod borne viruses) refere-se aos
virus transmitidos por artropodes hematdfagos a hospedeiros
vertebrados suscetiveis ¢ que causam doencas denominadas
arboviroses, frequentemente associadas a surtos e epidemias
em seres humanos (MAYER et al., 2017, WU et al., 2019). A
infecgdo pelo virus da Dengue (DENV) ¢ a mais prevalente na
populagdo mundial, com aproximadamente 390 milhdes de
casos por ano, e, destes, 96 milhdes resultardo em infecgdes
com sintomas graves (MULLER et al., 2017; TIAN et al.,
2018; BRADY e HAY, 2020).

Nos ultimos trinta anos, DENV foi o arbovirus que
causou os maiores problemas de saude publica no Brasil,
com reintroducdes continuas contribuindo para a manutengdo
no virus no pais (VILLABONA-ARENAS et al.,, 2014), o
CHIKYV foi relatado pela primeira vez em 2014 (NUNES et
al., 2015), seguido pelo ZIKV em 2015 (ZANLUCA et al.,
2015).

Dengue, Zika e Chikungunya acomete toda a
populagdo, todavia, grupos mais propicios como as gestantes
podem sofrer maiores complicagdes (DONALISIO ef al.,
2017; CARVALHO et al., 2019). As gestantes necessitam de
atengdo especializada, pois nesse periodo pode ocorrer uma
relativa imunossupressdo materna para abrigar o feto, pois o
mesmo ¢ semi-alogénio (possui metade do material genético
igual ao da mae ¢ metade distinto, de origem paterna, esta
condigdo pode ser fator determinante para uma maior
gravidade dessas doengas (MOTA, 2012; FEITOZA et al.;
2017).

O comportamento fisiopatologico da dengue
apresenta-se semelhante em gestantes e ndo gestantes. Com
relagdo ao bindmio materno-fetal, gestantes infectadas pelo
virus da dengue podem transmitir o virus ao feto, aumentando
o risco de abortamento no primeiro trimestre e de trabalho
de parto prematuro, quando adquirida no ultimo trimestre.
Existe também uma incidéncia maior de baixo peso ao nascer
em mulheres que tiveram dengue durante a gravidez e quanto
mais proéximo ao parto a paciente for infectada, maior sera a
chance de o recém-nato apresentar quadro de infec¢do por
dengue. Com relagdo a mae, pode ocorrer hemorragia tanto
no abortamento, no parto ou no pés-parto (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

A infec¢do por CHIKV ndo estd associada com
maior risco de complicagdes em gestantes, entretanto, assim
como em ndo gestantes ha um risco aumentado de sequelas
e sepse necessitando de tratamentos em terapia intensiva,
especialmente no terceiro trimestre de gestacdo (CHARLIER
etal.,2017; ESCOBAR et al.,2015). A transmissdo perinatal
pode atingir até 50% nos casos de viremia materna dois
dias antes ou dois dias apos o parto (FRITEL et al., 2010;
TORRES et al.,, 2016). A maioria dos recém-nascidos
infectados sdo assintomdaticos no momento do nascimento,
entretanto, os sinais de infec¢do surgem normalmente entre
trés a cinco dias apds o parto e, dentre os sintomaticos,
muitos apresentam encefalopatia (GERARDIN et al., 2008,
VOUGA et al., 2019).

A infecgdo por Zika em gestantes ¢ assintomatica
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na maioria dos casos, sendo os casos sintomaticos variando
de 17 a 38%, porém, para os neonatos, a infeccdo pode
causar muitos danos destacando a microcefalia congénita
associada a diminui¢do do tamanho normal do cérebro e
desenvolvimento neuroldgico anormal (POMAR et al.,
2019). O surto de ZIKV registrado entre os anos 2015-2016 e
a identificag@o de sua capacidade de produzir malformagdes
congénitas no feto evidenciaram a ameaga que este arbovirus
representa para as gestantes e¢ seus fetos e reforcaram a
importancia do diagnostico precoce do mesmo em gestantes,
especialmente durante as epidemias (CALVET et al., 2016;
CHARLIE et al., 2017).

Sendo assim, os objetivos do presente estudo
foram investigar a presenga dos arbovirus Dengue (DENV),
Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV) em amostras de soro
e urina de gestantes da regido noroeste do estado de Sao
Paulo. O maior ¢ mais importante municipio da regido, Sdo
José do Rio Preto, ¢ area de grande infestagdo do mosquito
transmissor Aedes aegypti ¢ ¢ endémico para Dengue, ja
apresentou casos confirmados de microcefalia em neonatos
pelo virus Zika, aumento de casos do virus Chikungunya e
varios relatos de morte por Dengue (ESTOFOLETE et al.,
2019). Esse cenario foi determinante para a realizagao deste
estudo objetivando a detecgdo precoce destes patdgenos em
gestantes desta regido.

Material e Métodos

Desenho do Estudo

Neste estudo transversal, retrospectivo, foram
analisados os resultados de amostras de soro e urina de
gestantes ¢ de soro de recém-nascidos (RN) cujas maes
apresentaram sintomas de doenga exantematica sugestivos
de infec¢des por arbovirus em qualquer periodo da gestagéo,
cadastradas no sistema para a investigacdo das arboviroses
por RT-qPCR. As amostras de gestantes foram coletadas
durante o periodo de infec¢do aguda de acordo com os
critérios do Ministério da Saude (soro até o quinto dia e urina
até o 14 dia apos o inicio dos sintomas) e em amostras dos
recém-nascidos com diagnoéstico clinico de microcefalia no
nascimento (MS, 2017).

Os resultados analisados foram de amostras
recebidas no periodo de janeiro de 2018 a dezembro de 2019
na regido do municipio de Sdo José do Rio Preto, o mais
populoso e importante economicamente da regido noroeste
paulista (figura 1).

Figura 1: Regido do municipio de Sdo José do Rio Preto,
estado de Sao Paulo.
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Os critérios de exclusdo foram pacientes que nao
foram testados por RT-qPCR para os arbovirus (CARVALHO
et al., 2019). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
do Instituto Adolfo Lutz (CAAE: 89374718.0.0000.0059).

Ensaios Laboratoriais

O sangue venoso foi coletado em tubos contendo
ativador de coagulo para obteng@o de amostras de soro ¢ as
amostras de urina foram coletadas em frascos estéreis. As
amostras foram centrifugadas e aliquotadas em criotubos
identificados e estocadas em freezer -80 °C.

A extracdo de RNA foi realizada com o Qiamp
Viral RNA Kit (QIAGEN Inc.,USA), de acordo com as
recomendagdes do fabricante.

Para a detecgdo do RNA do DENV foram utilizados
os primers e protocolo de Lanciotti e colaboradores (1992).
Ja para a deteccdo do ZIKV e do CHIKV foram utilizados
primers e protocolos de Lanciotti e colaboradores (2008) e
Lanciotti e colaboradores (2007), respectivamente.

Resultados

No periodo estudado foram analisados resultados de
557 amostras de soro e urina de gestantes e 93 amostras de
soro de recém-nascidos. A figura 2 demonstra a distribuigdo
dos casos investigados recebidos no periodo de estudo.
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Figura 2: Distribui¢ao das amostras recebidas no CLR TAL
de Sao José do Rio Preto no periodo de janeiro de 2018 a
dezembro de 2019.

No periodo total do estudo, 106 (19%) amostras
de soro de gestantes foram positivas para o virus Dengue
sorotipo 2 (DENV-2) e apenas uma amostra foi positiva para
o sorotipo 1 (DENV-1).

No ano de 2018, em relagdo as gestantes, sete soros
apresentaram resultado detectavel para o DENV-2, um soro
para o DENV-1 e duas amostras foram detectaveis para o
ZIKV. No ano de 2019, foi detectado apenas o DENV-2 em
99 gestantes. Nao foi observada co-infeccdo ¢ ndo houve
deteccao do CHIKYV (figura 3).
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Figura 3: Distribui¢do dos casos de arbovirus investigados
em gestantes nos anos de 2018 e 2019.

Um total de 93 amostras de recém-nascidos e suas
respectivas maes foi colhido, correspondendo a 17% do
total. Dessas, foi detectado o DENV-2 em trés amostras,
no entanto, seus respectivos RNs apresentaram resultados
negativos, evidenciando que ndo houve transmissao vertical
do virus.

Informagdes sobre o periodo gestacional constavam
em apenas 33% dos formularios, sendo observada maior taxa
de positividade no 3° trimestre de gestacdo com 20 casos
(57%), seguido de 8 casos no segundo trimestre (23%) e 7
casos no primeiro trimestre (20%).

Quanto a faixa etaria das gestantes positivas para
DENV-2, o predominio foi entre 25 a 32 anos em 39,6%
dessas, seguido por 33 a 43 anos em 31,1% e 17 a 24 anos
em 29,2%.

A gestante com resultado positivo para DENV-1
tinha 28 anos e apresentou sintomas no terceiro trimestre de
gestagao, seu recém-nascido apresentou resultados negativos
no teste de RT-PCR para as arboviroses testadas. As
gestantes positivas para ZIKV, com idades de 28 e 41 anos,
manifestaram sintomas também durante o ultimo trimestre
de gestac@o e seus recém-nascidos testaram negativos para
as arboviroses no teste de RT-PCR, e nao desenvolveram
microcefalia.

No periodo de estudo, houve um o6bito de gestante
por DENV-2 no ano de 2019, a paciente de 26 anos
encontrava-se na 13* semana de gestagdo ¢ ndo apresentava
comorbidades. Nessa gestante foram realizados também a
investigagdo de ZIK, DENV, CHIKV e Influenza por RT-
PCR e por imuno-histoquimica em fragmentos de bago e
figado, apresentando resultado positivo para DENV-2 nos
dois testes em ambos os 6rgaos. Os outros virus testados ndo
foram detectados.
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No exame histopatologico os achados foram edema
do parénquima cerebral, infiltrado inflamatdrio misto discreto
intersticial no miocardio, congestdo no pulmio, traqueite
aguda exulcerada, congestdo sinusoidal do figado, deplecdo
linfoide do bago e autolise parcial do rim.

Discussao

Este estudo avaliou amostras de gestantes e
recém-nascidos (RN) atendidos em Unidades de Pronto
Atendimento e Hospitais de 102 municipios pertencentes ao
Departamento Regional de Saude - XV (DRS-XV) de Sao
José do Rio Preto, que ¢ um dos 17 departamentos do Estado
de Sao Paulo.

No contexto epidemioldgico brasileiro, os
arbovirus de maior circulagdo sio DENV, CHIKV e ZIKV
(ESTOFOLETE et al., 2019). A taxa de positividade de
aproximadamente 19% para DENV-2 encontrada foi
expressivamente maior quando comparado com dados
recentes encontrados na literatura em gestantes (FALAVINA
etal.,2019; CARVALHO et al., 2019).

A infeccdo por DENV durante a gravidez pode
ocasionar complicagdes fetais e neonatais como perdas fetais
(abortos < 28 semanas de gestacdo e nascidos mortos); parto
prematuro; baixo peso ao nascer para a idade gestacional ¢
infeccdo perinatal. (CHARLIER et al., 2017; PAIXAO et
al., 2018; PAIXAO et al., 2019). Porém, infelizmente, nao
tivemos acesso as informagdes relatadas acima das gestantes
estudadas, sendo uma grande limita¢do do estudo.

No atual estudo, nenhum recém-nascido de mae
positiva para dengue, apresentou resultado positivo no
RT-PCR, sugerindo que ndo houve transmissdo vertical.
Entretanto, um dos limitantes do estudo foi a ndo realizacao
de todos os testes diagndsticos necessarios nas maes € nos
recém-nascidos como a sorologia IgM para a detecgdo
de transmissdo materno-fetal. Apesar de ndo encontrada
no estudo atual ha relatos na literatura que comprovam a
possibilidade de transmissdo vertical do DENV (ALALLAH
et al., 2019; CHYE et al., 1997). Em estudo realizado por
Ribeiro e colaboradores (2013), sete casos de transmissao
vertical foram relatados e confirmados por sorologia, RT-
PCR e imuno-histoquimica.

Durante o periodo deste estudo, foi confirmado um
obito de gestante hospitalizada com sinais de gravidade por
DENV-2, o que corresponde a 0,2% das gestantes, inferior
a taxa de mortalidade encontrada na literatura que variam
de 2,9% a 22% (FEITOZA et al., 2017; MACHADO et al.,
2013; PAIXAO et al., 2018). A ocorréncia de 6bito materno
de mulheres gravidas com infec¢des por dengue tem sido
correlacionada principalmente a hemorragias relacionadas a
trombocitopenia e alteragdes endoteliais durante a infecgdo
aguda (NASCIMENTO et al., 2017). Na gestante que veio a
obito do atual estudo, os achados do exame histopatologico
como alteragdes no miocardio, figado e outros orgios
evidenciam que o DENV pode infectar qualquer tecido do
corpo, até mesmo pele, musculos e intestino o que ¢ refletido
nas manifestacdes clinicas como dor muscular, erupgdes
cutaneas, dor abdominal entre outros (LIM et al., 2014;
Kularatne ef al., 2014; Kularatne et al., 2018).

Em estudo de Nascimento e colaboradores em 2017
foi comparado as taxas de oObitos em mulheres em idade
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reprodutiva com mulheres gravidas e foi observado um
risco de morte quatro vezes maior nas gestantes, sendo mais
frequente as formas mais severas e 0bito no terceiro trimestre
de gestagao.

Outro importante fato foi o oObito ter ocorrido
por dengue do sorotipo 2. Os sorotipos mais comumente
associados a casos severos e fatais de dengue sdo o DENV-
2 e DENV-3, como demonstrado em estudo de Nunes e
colaboradores (2011) o qual evidenciou que a infecgdo pelo
sorotipo 2 foi associado a um risco cinco vezes maior de
morte quando comparado ao DENV-1. Além disso, estudos
prévios também mostraram que infeccdes por DENV-2
estdo associados a um aumento no numero de casos severos
como febre hemorragica e choque (PAWITAN et al., 2011;
NUNES et al., 2018). E importante frisar também que o
cenario hiperendémico da regido do estudo com a circulagdo
dos quatro sorotipos em diferentes periodos pode levar a um
aumento de casos graves e fatais (GUZMAN e HARRIS,
2015).

Diversos estudos relatam significativa mortalidade
materna por dengue como no Sudao (ISMAIL et al., 2006),
Rio de Janeiro (ALVARENGA et al., 2009) e Sul da Asia
(ADAM et al., 2010), sendo esse grupo 4 vezes mais
suscetiveis a manifestar dengue grave e morte quando
comparado a mulheres ndo-gravidas (MACHADO et
al., 2013; MOTA et al. 2012). Nesse contexto, gestantes
diagnosticadas com dengue precisam ser consideradas de
alto risco para o desenvolvimento de dengue grave, sendo
essencial uma vigilancia médica rigorosa em tais mulheres
(SONDO et al., 2019).

Em relacdo aos casos de ZIKV, as duas gestantes
positivas foram diagnosticadas no terceiro trimestre
de gravidez e seus respectivos RNs ndo nasceram com
microcefalia sugerindo menor taxa de malformagdes
congénitas quanto maior o tempo de gestagdo, como ja
demonstrado em outros estudos corroborando com estudo
de Rocha e colaboradores (2019) no qual foi observado que
a infec¢@o por ZIKV no primeiro trimestre de gravidez foi
o fator de risco mais fortemente associado a microcefalia
(HOLTZMAN et al., 2018; ROCHA et al., 2019). Uma
recente analise realizada com 1297 mulheres gravidas nos
Estados Unidos reportou que bebés nascidos de maes com
infeccao confirmada laboratorialmente para o ZIKV tiveram
10% de risco de possuir defeitos congénitos, sendo em
75% desses, microcefalia e/ou outras anomalias cerebrais
(REYNOLDS et al., 2017).

Além disso, autores sugerem que multiplas
infeccdes prévias por DENV poderiam causar um efeito
protetor contra o ZIKV e ndo causar a sindrome congénita do
Zika (PEDROSO et al.,2019; OLIVEIRA et al., 2020), e, por
Sao José do Rio Preto ser um municipio hiperendémico para
dengue (CHIARAVALLOTI-NETO ef al., 2019) com vérias
epidemias regressas (MONDINI ef al., 2009; ROCCO et al.,
2012), poderiamos inferir que a populacdo seja beneficiada
por esse efeito protetor.

Conclusio
Foram detectados DENV e ZIKV nas gestantes

estudadas, ratificando a importancia do diagnostico precoce
das arboviroses nesse grupo para viabilizar a assisténcia
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adequada as gestantes.

A ocorréncia do 6bito de uma gestante jovem e
de seu feto evidencia a necessidade de acompanhamento
da infeccao por dengue durante a gestagdo. A investigacdo
de arboviroses em regides endémicas como a de Sdo José
do Rio Preto deve ser bem estruturada e monitorada, por
isso enfatizamos a importancia da realizagdo do pré-natal
para promover um diagnostico materno precoce € manejo
adequado de gestantes positivas envolvendo a busca de
sinais de alerta.

Este estudo possui limitagdes que incluem a falta
de informacdes sobre as gestantes e a evolugdo das mesmas
durante o curso da infecgdo, resultados de outros métodos
diagnosticos além da RT-PCR também seria primordial para
melhor analise da presenca de transmissdo vertical.
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