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RESUMO

Com o surgimento de periodicos surtos isolados ou epidemias, a febre amarela
tem tido grande impacto em saude publica. Sabe-se da grande dificuldade para
o diagnéstico da doenga e assim, torna-se de extrema importédncia um
diagndstico laboratorial de qualidade. Este pode ser esquematicamente dividido
em “Diagnéstico Imunoldgico”, “Diagnéstico Molecular” e “Diagndstico
Histopatologico”, este artigo engloba as principais vantagens e desvantagens
de cada metodologia citada. O presente trabalho apresenta-se como uma
pesquisa bibliografica englobando literaturas relevantes em relagdo ao tema
apresentado.
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1 — Introdugao
1.1 — Adoenga

A febre amarela é uma doencga infecciosa n&o contagiosa ou enzootica
nas florestas tropicais da América e Africa causando periodicamente surtos
isolados ou epidemias maiores ou menores que se mantém endémica
causando impacto na saude publica, sendo transmitida ao homem mediante a
picada de insetos hematofagos da familia Culicidae (arbovirose), em especial
dos géneros Aedes e Haemagogus (VASCONCELOS, 2003).

Apresenta-se como uma doenga febril aguda, de curta duragéo (maximo
12 dias) e de gravidade variavel. A forma grave caracteriza-se clinicamente por
manifestacdes de insuficiéncia hepatica e renal, que podem evoluir para uma
maior gravidade. (BRASIL, 1999)

O virus da febre amarela € mantido por dois ciclos basicos: um silvestre,
onde os mosquitos responsaveis pela transmissdo diferem na América e na
Africa, e um ciclo urbano, onde o mosquito Aedes aegypti é o responsavel pela
disseminagao da doencga nos dois continentes. Neste ciclo, a transmiss&o pelo
Aedes aegypti é feita diretamente ao homem. Este, uma vez infectado, pode
desenvolver a doenca e serve de fonte de infeccdo para novos mosquitos,
perpetuando assim o ciclo, até que se esgotem os susceptiveis ou se realize
vacinacdo em massa da populacdo para interromper a transmissao
(VASCONCELQOS, 2002).

1.2 — O virus

O virus pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, mesmo
género e familia de outros virus responsaveis por doenga em humanos, entre
as quais dengue, West Nile, Rocio e encefalite de St. Louis; € um virus RNA,
de polaridade positiva, com aproximadamente 11kb de comprimento e uma
unica fase aberta de leitura (Open Reading Frame - ORF) de
aproximadamente 10.800 nucleotideos que codificam cerca de 3.400
aminoacidos. Esta regido é flanqueada por duas regides n&o codificantes



(NCR), 3'NCR com cerca de 511 nucleotideos e 5'NCR com aproximadamente
118 nucleotideos, importantes para a regulagéo e expresséo do virus (BRASIL,
1999 e VASCONCELQOS, 2003).

1.3 — Histérico da Doencga

Até pouco tempo, desconhecia-se a origem do virus, ndo se sabia se ele
era nativo das Américas ou teria sido introduzido no continente com o comércio
de escravos vindos da Africa. Com o advento da Biologia Molecular, pode-se
mostrar que os virus encontrados na América, apresentaram delecdo em uma
sequéncia repetitiva do genoma na regido 3'NCR, o que n&do ocorreu nas
amostras provindas do continente Africano. Isto praticamente define a origem
do virus como Africano. (VASCONCELOS, 2003)

1.4 - Epidemiologia

Em relagdo aos grupos populacionais com risco de adquirir a doenga,
sabe-se que pode-se considerar que todas as pessoas ndo vacinadas e que se
submetem as picadas dos transmissores infectados em areas de floresta,
dentro da area endémica da virose (especialmente onde esteja ocorrendo
circulagao do virus) podem vir a adquirir a doencga.

No Brasil, as areas de risco (endémica e epizootica ou de emergéncia)
incluem as regides Norte, Centro Oeste, o estado do Maranhdo e a parte
ocidental dos estados da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul. Nestas areas, a doenga ocorre principalmente
entre lenhadores, seringueiros, vaqueiros, garimpeiros, cagadores, ribeirinhos
dos rios amazénicos e em turistas, principalmente com idade variando entre 14
a 35 anos. Essa preferéncia se deve a maior exposicdo e ndao a uma possivel
maior susceptibilidade ao virus (VASCONCELQOS, 2002).

A letalidade global da febre amarela situa-se entre 5 e 10%, mas, nos
casos graves que necessitam de hospitalizagdo, oscila de 40% a 60%
(MONATH, 1988).



1.5 Situagao da Febre Amarela no Brasil e no Mundo

Em relagdo a situagdo da doenga a nivel mundial, as areas de maior

concentragéo estdo indicadas na figura 1.

Figura 1: Areas de risco de transmissio da Febre Amarela no Mundo.
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A figura 2 representa a incidéncia da doenga em relagdo a vacina nos

anos entre 1980 e 2008, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude.

Figura 2 Casos de Febre Amarela relatados anualmente, em relagdo ao indice de vacinagao entre 1980 e 2008.
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O Ministério da Saude, no Brasil, recomenda que algumas regides do
pais efetuem campanhas de vacinagédo contra a Febre Amarela. Estas regides

estdo representadas na Figura 3, abaixo.

Figura 3 — Areas com e sem recomendagio de vacina contra febre amarela, Brasil, 2008/2009.
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Dentro deste contexto, o objetivo deste trabalho & analisar as principais
metodologias e conjuntos diagndsticos disponiveis no mercado, para o
diagnostico laboratorial da Febre Amarela e discorrer criticamente sobre os

mesmaos.

Este trabalho justifica-se devido a dificuldade no diagnodstico da Febre
Amarela, bem como pela necessidade de diferenciagdo desta com outras

patologias com sintomas semelhantes.



2 — Desenvolvimento

O Diagnéstico Laboratorial da doenga pode ser didaticamente
dividido em “Diagnostico Imunolégico”, “Diagndstico Molecular” e “Diagnostico
Histopatologico”. As principais metodologias utilizadas de ambos estéo

descritas abaixo:

2.1 — Diagnéstico Imunolégico

Apesar de o diagndstico molecular ser o teste confirmatério, o

imunoldgico é o mais empregado atualmente.

Dentre os testes imunologicos, destaca-se a utilizagdo da metodologia
de Reacdo imunoenzimatica de captura de IgM (Mac-ELISA), sendo indicada
para o diagnéstico de infecgao recente.

Os imunoensaios enzimaticos do tipo ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) sdo amplamente utilizados em todo o mundo devido a
facilidade metodoldgica, custo reduzido e potencial de automacéo (Pawlosky,
1999). A reagao antigeno-anticorpo realizada em placas de poliestireno é
revelada com a utilizacdo de anticorpos secundarios marcados com uma
enzima. A presencga de anticorpos no material bioldgico € revelada pela agao
da enzima sobre seu substrato especifico, o qual é adicionado a placa, gerando
uma reagao de oxidagdo que modifica a cor do sobrenadante. A leitura é
realizada utilizando espectrofotdmetro ou leitoras automaticas em absorbancia
no comprimento de onda entre 340 e 650 nm. A absorbancia detectada é
proporcional a quantidade de anticorpos especificos presentes na amostra
testada (CARON e FLORES, 2008).

O teste ELISA-IgM é muito util no diagndstico rapido das infecgbes
correntes e/ou recentes, pois usualmente esta imunoglobulina surge na
primeira semana apods o inicio dos sintomas, alcanga um pico na segunda
semana e perdura por 2 a 3 meses (ARAUJO et al, 1999 e RIBEIRO E
ANTUNES, 2009),



Alguns autores descrevem a possibilidade de diagnéstico da doencga
pela técnica de Imunofluorescéncia Direta (IFD), utilizando material de bidpsia
hepatica (Schatzmayr, 1984). A biopsia hepatica confirma o diagndstico pela
demonstragcdo do virus nos tecidos hepaticos, por imunofluorescéncia direta,
hibridizagdo in situ ou PCR. O estudo histopatoldgico, ja nos primeiros dias da
doencga, pode sugerir o diagndstico, embora n&o seja patognoménico. A bidpsia
hepatica esta contra-indicada, em virtude do risco de sangramento. O material
hepatico obtido no momento do 6bito pode, entretanto, ser submetido a exame
histopatolégico para o diagnostico retrospectivo. As lesbes hepaticas
caracteristicas estdo presentes apenas nas fases iniciais da doenca;
posteriormente, o quadro pode ser confundido com hepatites virais (MARTINS
E SETUBAL, 1990; SETUBAL e SANTOS OLIVEIRA, 1994).

O teste de IFD é empregado na pesquisa e na localizagado de antigeno
em células ou tecidos, através de um anticorpo especifico marcado com
fluorocromo (conjugado). O conjugado se fixa ao antigeno, formando um
imunocomplexo estavel. O anticorpo ndo ligado € removido por lavagens e o
preparo é observado em microscopio de fluorescéncia (FERREIRA E AVILA,
1996)

O teste de imunofluorescéncia indireta (IFl) também pode ser utilizado
no diagnostico laboratorial da doenga (BRASIL, 1999)

Imunofluorescéncia Indireta consiste em antigenos padronizados fixados
a lamina de vidro, o soro do paciente € diluido, colocado sobre o antigeno e
incubado para permitir a formagdo do complexo antigeno-anticorpo. Apos
lavagens a preparagao é incubada com o conjugado fluorescente e se houver
anticorpo no soro, o conjugado (fluoresceina ligada a antimunoglobulina) reage
com anticorpo especifico para o antigeno. Utilizando-se diluigdes seriadas do
soro, € possivel determinar o titulo de anticorpos que sera a maxima diluigao
em que se observa a fluorescéncia (FERREIRA E AVILA, 1996).

Outros testes imunoldgicos, frequentemente utilizados sdo a Inibigdo da
Hemaglutinacdo (IH), a Fixacdo do Complemento e o Teste de Neutralizagao
(BRASIL, 1999).



A Inibicdo da Hemaglutinagdo € um teste de boa sensibilidade, de facil
execucdo e requer equipamentos simples, porém tem baixa especificidade. E
ideal para inquéritos soroldgicos, uma vez que os anticorpos IH persistem por
um longo periodo de tempo, e sdo usualmente detectados em casos de
resposta primaria (a partir da primeira semana da doenga). Em casos de
resposta secundaria, altos titulos de anticorpos IH podem ser precocemente
detectados (2 a 3 dias apds o inicio da febre) (BRASIL, 1999)

A Fixacdo de Complemento é um teste de maior especificidade que a IH. A
presenca de anticorpos € indicativa de infeccdo recente. Os anticorpos
detectados aparecem durante a 5% semana apods o inicio dos sintomas e
declinam rapidamente a baixos niveis, 6 a 12 meses apds a infecgdo. No
entanto, alguns estudos mostram que anticorpos podem persistir em titulos
moderados ou elevados por periodos mais prolongados (até 2 anos) (BRASIL,
1999).

O Teste de Neutralizacdo € o mais especifico. Detecta anticorpos
neutralizantes que aparecem tao precocemente quanto os anticorpos IH,
durante a primeira semana da doenca e permanecem por muitos anos. Os
anticorpos neutralizantes sédo protetores e se caracterizam pela capacidade de
reduzir ou eliminar a infectividade do virus. (BRASIL, 1999)

2.2. Diagnéstico Imunolégico diferencial:

O diagndstico da febre amarela € de dificil realizagdo, pois pode ser
confundido com outras doencas infecciosas, assim, € necessario que se faca o

diagndstico diferencial da doenca.
2.2.1 Com as Formas Leves e Moderadas

O diagndstico diferencial € amplo, devendo ser feito com as doencgas
infecciosas do trato respiratorio, digestivo e urinario. Na evolugdo observa-se
aumento discreto das transaminases reforgcando a suspeita clinica de febre

amarela.



2.2.2 Com as Formas Graves

Leptospirose: manifestagcbes digestivas sdo menos pronunciadas.
Hemorragias s&o mais tardias. Os niveis de transaminases estdo
discretamente = aumentados. Hemossedimentacdo e  mucoproteinas

aumentadas sao favoraveis a leptospirose;

Malaria por P. falciparum: as formas graves, nos primeiros dias, apresentam
quadro clinico compativel com o de febre amarela. Na malaria a anemia é
precoce, com a presenga de esplenomegalia, menor tendéncia hemorragica e
aumento discreto das transaminases. A pesquisa do parasita no sangue
confirma imediatamente o diagnostico. Pode haver concomitancia das duas
doencas, uma vez que ambas podem ser adquiridas nas mesmas condi¢cdes

epidemiologicas;

Hepatite viral: pode ser confundida com a febre amarela, uma vez que a
ictericia, sintomas digestivos e sangramento s&o comuns em ambas. Na
hepatite a febre € pouco acentuada ou ausente. Os niveis sanguineos de uréia

e creatinina sdo normais e ha auséncia de albuminuria;

Septicemia por gram negativo cursando com ictericia: apresenta menor
frequéncia de hemorragias e ha aumento discreto das transaminases. A

existéncia de portas de entrada e hemocultura positiva fecham o diagnéstico;

Febre Maculosa Brasileira: lesbes de porta de entrada e lesbes
exantematicas que surgem apos o 3° dia da doenga, bem como o inicio tardio
da ictericia, permitem orientar o diagndstico na presenga de dados

epidemiologicos compativeis;

Febres hemorragicas virais: este grupo complexo de doengas, produzidas
por arbovirus, que inclui a febre hemorragica do dengue, constitui o maior
problema de diagndstico diferencial, uma vez que os dados clinicos e
epidemiologicos tém varios pontos comuns. O diagnostico diferencial € possivel
mediante investigagdo epidemioldgica, identificagdo do virus, estudos



sorologicos, alteragdes histopatologicas tipicas e conhecimento de areas de

incidéncia dessas doencas.

O quadro abaixo mostra os principais diagnosticos diferenciais da febre
amarela, de maneira resumida (BRASIL, 1999).

Quadro 1: Principais Diagnésticos Diferenciais da Febre Amarela

FORMA DIAGNOSTICO OBSERVAGOES
DIFERENCIAL
. ) . O aumento
Leve D.oen’g:gs infecciosas do trato discreto das
o respiratorio, digestivo e urinario; transaminases
reforga a suspeita
Moderada *Hepatite subaguda. de fe(‘i)re amarl:ela.
Grave *Leptospirose; As possiveis
*Malaria; hipéteses
Formas *Hepatite viral; diagnosticas
*icterodigestiva, *Septicemia com ictericia; devem ser
*icterohemorragica *Febre Maculosa; corroboradas por
*icterohemorragica- *Febre Hemorragicas virais; dados
renal *Intoxicacdes por fosforo, epidemiologicos,
halotano e outros. clinicos e
exames
especificos.

Fonte: Modificado de BRASIL, 1999

2.3 — Diagnostico Molecular

Um dos testes qualitativos mais utilizados na Biologia Molecular, € a
Reacdo em Cadeia da Polimerase, precedida de Transcricdo Reversa (RT-
PCR) a qual pode detectar amostras positivas com até, aproximadamente, 50
copias de RNA/mL, revelando uma sensibilidade analitica altamente superior
aos ensaios imunoldgicos (BRANDAO-MELLO et al., 2001).

A reacao de amplificacdo em tempo real, uma variante da reacao de
PCR convencional, representa grande avango nos métodos moleculares de
auxilio diagnéstico, particularmente por facilitar as tarefas de quantificagdo de
carga viral e da expressao génica em determinado tecido ou amostra bioldgica.



O meétodo utiliza um sistema fluorescente em plataforma capaz de detectar a
luz oriunda da reagdo de amplificagdo, através da utilizacdo de sondas
especificas (FLEURY, 2007).

2.4 - Diagnéstico Histopatolégico

O diagndstico histopatoldgico da febre amarela grave é realizado a partir
de espécimes obtidos “post-mortem”. As lesdes anatomopatoldgicas podem ser
encontradas no figado, rins, bago, coragéo e linfonodos. As maiores alteragdes
encontram-se no figado e rins (BRASIL, 1999).

2.5 — Casos da Doencga na regiao centro-oeste paulista

No ano de 2009, na regido do centro-oeste paulista, foram confirmados
alguns casos da doenga, deixando assim, aproximadamente 300 municipios
em estado de alerta, fato este que levou o Ministério da Saude, em conjunto
com as Secretarias de Saude Municipais a desencadear uma campanha de
vacinagdo em larga escala nesta regiao (FMB, 2009 e JORNAL O GLOBO,
2009).



3 - Conclusao

Neste contexto, onde a febre amarela apresenta-se como um desafio
aos o6rgédos publicos nacionais, devido ao surgimento periddico de surtos
isolados ou epidemias de impacto em saude publica, bem como a dificuldade
para o diagnéstico da mesma; este trabalho conclui que €& de extrema
importancia que se faga um diagndstico laboratorial preciso da doenga.

Os testes moleculares, apesar de nas ultimas décadas terem sido
considerados como padréo ouro para o diagndstico laboratorial de diversas
patologias, apresentam algumas limitagdes, tais quais, a grande dificuldade de
padronizacdo do método, necessidade de laboratorios especializados, bem

como custo elevado, em relagao a outros métodos.

De acordo com Pawlosky, os testes imunologicos s&o largamente
utilizados nos dias atuais, devido a facilidade metodoldgica, custo reduzido e
potencial de automagao. Este trabalho esta de acordo com Pawlosky, porém,
devido ao fato do diagnostico desta doenga ser muitas vezes confundido com
outras doengas infecciosas, € necessario que se faga o diagnostico diferencial
da doenca, levando a um diagndstico de qualidade, podendo o paciente assim,
receber o tratamento adequado da doenca.

O diagndstico histopatolégico tem grande importancia para fins
epidemiologicos e de isolamento viral para estudos, porém, ndo possibilita o
tratamento do paciente, ja que este é realizado apenas em amostras “post-

mortem”.
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