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RESUMO

A dengue é uma doenca viral transmitida pelo mosquito Aedes aegypti e Aedes
albopictus e tem como agente etiolégico o virus da dengue (DENV). O DENV, é um
Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, e pode ser classificado em quatro
sorotipos, sendo eles: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. Esses sorotipos de DENV
Sa0 responsaveis por causar uma variagcdo da doenca que vai desde infeccbes
assintomaticas ou sintomaticas leves como febre de dengue (FD), até quadros mais
graves da doenca, como dengue com sinais de alarme ou dengue grave, podendo ser
fatal. O diagnéstico da arbovirose em estudo, dengue, pode ser feito de forma direta,
como ensaios de RT-PCR e RT- qPCR que fazem a pesquisa do RNA viral, ou de
forma indireta, como ensaios de ELISA e imunocromatograficos que fazem a pesquisa
de anticorpos. Ensaios de RT-gPCR, sdo a principal escolha para o diagndstico
durante a fase aguda da infec¢do, por serem rapidos, com alta sensibilidade e
especificidade, além de permitirem a detec¢cdo de mais de um patdbgeno em uma
mesma reacao. O objetivo do estudo foi realizar a deteccdo de dengue em amostras
de swab nasofaringeo de pacientes com diagndstico molecular positivo ap6s testagem
molecular do soro. A metodologia utilizada foi a técnica de RT-gPCR para a
identificacdo do virus da dengue em amostra de soro, e nas que apresentaram
sorologia positiva, foi realizada a analise posterior com amostras de swab que foram
colhidas de forma pareada. Das 877 amostras de soro analisadas de pacientes
suspeitos de infeccdo por dengue, 41 delas apresentaram resultados positivos
(4,67%). Dos casos positivos para o DENV-1 no soro, 28 também foram positivos no
swab (68,29%). O teste teve um valor de acuracia de 84,1% e um p>0,05. A partir dos
resultados, concluimos que o uso de amostras de swab nasofaringeo para detectar
dengue por RT-gPCR é uma opc¢do de diagndstico promissora, pois permite
diagnosticar tanto a dengue quanto outras doengas, como a COVID-19, com apenas

uma amostra.

Palavras-chave: Dengue; RT-PCR em tempo real; swab nasofaringeo.



ABSTRACT

Dengue is a viral disease transmitted by the mosquito Aedes aegypti and Aedes
albopictus and has as etiological agent the dengue virus (DENV). DENV is a flavivirus,
belonging to the Flaviviridae family, and can be classified into four serotypes, namely:
DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4. These DENV serotypes are responsible for
causing a variation of the disease that ranges from asymptomatic or mild symptomatic
infections such as dengue fever (DF), to more severe pictures of the disease, such as
dengue with alarm signs or severe dengue, which can be fatal. The diagnosis of the
arbovirus under study, dengue, can be made directly, using RT-PCR and RT - gPCR
assays that investigate viral RNA, or indirectly, such as ELISA and
immunochromatographic assays that investigate antibodies. RT-qPCR assays are the
main choice for diagnosis during the acute phase of infection, because they are fast,
with high sensitivity and specificity, in addition to allowing the detection of more than
one pathogen in the same reaction. The aim of the study was to detect dengue fever
in nasopharyngeal swab samples from patients with positive molecular diagnosis after
serum molecular testing. The methodology used was the RT-gPCR technique for the
identification of dengue virus in serum sample, and in those with positive serology, the
subsequent analysis was performed with swab samples that were collected in a paired
manner. Of the 877 serum samples analyzed from patients suspected of dengue
infection, 41 of them showed positive results (4.67%). Of the positive cases for DENV-
1in serum, 28 were also positive in the swab (68.29%). The test had an accuracy value
of 84.1% and a p>0.05. From the results, we conclude that the use of nasopharyngeal
swab samples to detect dengue by RT-gPCR is a promising diagnostic option, as it
allows diagnosing both dengue and other diseases, such as COVID-19, with only one

sample.

Keywords: Dengue fever, real-time RT-PCR, nasopharyngeal swab.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sao infecgdes virais transmitidas principalmente por mosquitos
hematéfagos, especialmente os do género Aedes, como o Aedes aegypt, e Culex,
popularmente conhecido como “pernilongo” ou “murigoca” (ROLO et al., 2021). Essas
doencas séo causadas por arbovirus (que deriva do inglés Arthropoda-borne virus).
As arboviroses sdo uma ameaca constante em regides tropicais, devido as rapidas
mudancas climéticas, desmatamentos, ocupacao desordenada, condi¢cdes sanitarias
precarias, entre outros fatores que favorecem a transmissao viral (LOPES et al., 2014).

Arbovirus sdo virus transmitidos por artrépodes, como mosquitos, e fazem
parte de cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae. O género Flavivirus é o mais relevante para a saide humana e animal,
pois € responsavel por causar doencas como dengue, Zika, febre amarela e virus
West Nile (LICINO; AYRES, 2021). De acordo com o Catélogo Internacional de
Arbovirus, estima-se que existam mais de 500 espécies de virus registradas, sendo
que mais de 150 estéo relacionadas a doengas humanas, como dengue, Chikungunya
e febre Zika (CDC, 2022; REZENDE, 2021).

Esse grupo de virus possui 0 RNA (acido ribonucleico) como material genético,
apresentando assim grande maleabilidade genética e maior propensidade a
mutacdes, facilitando sua adaptacéo entre diferentes tipos de hospedeiros, tanto
vertebrados quanto invertebrados (DONALISIO et al., 2017). Os mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus atuam como vetores comuns dos virus da Dengue
(DENV), Chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), que sdo considerados os mais
prevalentes entre os arbovirus no contexto brasileiro e representam uma importante
guestdo de saude publica devido a seu alto nivel de morbidade e mortalidade
(LOPES et al., 2014; LISBOA et al., 2022).

A circulacdo simultanea de infec¢bes por DENV, CHIKV e ZIKV no Brasil
dificulta o manejo clinico devido as similaridades de sinais e sintomas, especialmente
na fase aguda, podendo o individuo apresentar febre, cefaleia, nauseas, vomitos,
diarreia, mialgias, e em alguns casos, fadiga, mal-estar e exantemas, tendo
implicagBes na transmissdo em idosos, gravidas e criancas pequenas, e ainda possui
uma limitada retaguarda laboratorial (LISBOA et al., 2022; DONALISIO, 2017).

InfeccBes por cada um desses virus podem levar a complicacdes graves, e

casos de coinfec¢cbes ja foram relatados. Por isso, as andlises laboratoriais
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desempenham um papel importante no diagnostico diferencial (HILGENFELD;
VASUDEVAN, 2018).

O diagnéstico para as arboviroses, em especial para a dengue, pode ser feito
de forma direta, como ensaios de reagdo da transcriptase reversa seguida pela
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e reacdo da transcriptase reversa
seguida pela reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT- gPCR) que fazem
a pesquisa do RNA viral, ou de forma indireta, como ensaios de imunoabsorgéo
enzimatica (ELISA) e imunocromatograficos que fazem a pesquisa de anticorpos
(XAVIER et al., 2017; CHEN et al., 2015)

O teste ELISA pesquisa anticorpos da imunoglobulina da classe M (IgM),
realizado durante as fases iniciais da doenca. No entanto, o uso dessa metodologia
acarreta inumeras reacfes cruzadas entre os diversos arbovirus, sendo um fator
negativo. Como alternativa, a RT-PCR se tornou o principal método para diagnostico
de arboviroses, no estagio inicial da doenca (HU, et al., 2015).

Os diagnosticos moleculares, como a RT-PCR e RT-PCR em tempo real (RT-
gPCR), possuem alta sensibilidade e especificidade (HU, et al., 2015). Varias
matrizes biolégicas podem ser usadas, como urina e saliva, além de sangue total,
soro e plasma (HILGENFELD; VASUDEVAN, 2018; LICINO; AYRES, 2021). Porém,
em algumas situacdes, como em pacientes pediatricos, a coleta de amostras de soro

pode n&o ser tdo simples.
1.1. DENGUE

A dengue € uma doenca viral transmitida pelo mosquito Aedes aegypti e Aedes
albopictus e tem como agente etiolégico o virus da dengue (DENV). Se trata de uma
doenca endémica em muitos paises tropicais e subtropicais, incluindo regies da
Ameérica Latina, Africa, Asia e Oceania, e afeta milhdes de pessoas anualmente
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021). No Brasil, 1.172.882 casos provaveis de
dengue (taxa de incidéncia de 549,8 casos por 100 mil hab.) foram notificados, entre
os dias 2/1/2022 e 18/6/2022 (MINISTERIO DA SAUDE, 2022)

O DENV é um Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, e pode ser
classificado em quatro sorotipos, sendo eles: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4.
Esses sorotipos de DENV sdo responsaveis por causar uma variagdo da doenca que
vai desde infec¢cBes assintomaticas, sintomaticas leves como febre de dengue (FD),
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até quadros mais graves da doenca, dengue com sinais de alerta e dengue grave,
podendo ser fatal (MUURGESAN; MANOHARAN, 2020). O diagndstico preciso e
precoce da dengue é crucial para o gerenciamento adequado da doenca e prevencgao
de complica¢Oes graves.

A organizacao gendmica do virus da dengue pertence a familia Flaviviridae e é
composta por um unico filamento de &cido ribonucleico (RNA) de sentido positivo e
fita simples sem caudas poli A no final 3'. O genoma do virus da dengue tem cerca de
11 Kb de comprimento e possui uma uUnica estrutura de leitura aberta (ORF) que
codifica uma Unica poliproteina viral que é clivada pos-traducdo em trés proteinas
virais estruturais (capsideo, membrana precursora e envelope) e sete ndo-estruturais
(proteinas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), responsaveis por auxiliar
no processo de replicacao viral (Figura 1) (MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

Flavivirus
STl Grenes Estruturais Crenes nao-estruturais — 1(JH
Paoliproteina
1 -11kb de comprimenio
+ + + ? Y \J | AR Y
/|l [ e s J 0 100 ey
aned pril I R | NELA NEZR NE3 NE4A REEL] NES

Y 4
- D D ? Protease desconhecida + Peptidase sinal
pr

Protease de Colgi ' Peptidase N53

Figura 1: Organizacao gendmica dos virus pertencentes ao género Flavivirus. Traducéo de uma Unica
poliproteina que é posteriormente clivada por proteases virais e celulares.
Fonte: Adaptado de Amaral, 2014.

A poliproteina viral € formada pela juncdo de multiplas proteinas, cada uma
codificada por um diferente segmento de RNA mensageiro (MRNA). As proteinas sao
entdo liberadas por meio da clivagem do polipeptidio, processo que é controlado por

enzimas especificas presentes no virus. Os peptideos sédo importantes para a
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clivagem do polipeptidio viral, uma vez que elas séo os sitios de clivagem da proteina,
permitindo assim a liberacdo das proteinas individuais. O virus da dengue expressa
duas peptidases, a NS2B-NS3pro e a NS3-NS5, que séo responsaveis pela clivagem
do polipeptidio viral em proteinas funcionais (TRAVASSOS et al., 2010).

Os diferentes sorotipos da doenca sao distintos geneticamente, e sua diferenca
se deve pela diferenca no numero de nucleotideos na regido néo traduzida do RNA
viral. Além de diferentes sorotipos, cada um possui subtipos ou gendtipos, sendo:
DENV-1 com cinco genotipos distintos; DENV-2 com seis genoétipos; DENV-3 possui
cinco genotipos; DENV-4 possui quatro gendtipos (ZANTTO; LEITE, 2018).

Essa variacdo genética € um dos fatores que influenciam no aumento da
viruléncia, transmissibilidade, patogenicidade e viremia de certas cepas de DENV, e
como consequéncia um aumento no risco de desenvolver formas graves da doenca,
devido a maior replicacdo no hospedeiro humano (MUURGESAN; MANOHARAN,
2020).

Uma infecgdo priméaria por um dos sorotipos DENV confere imunidade
transitéria contra esse sorotipo especifico, mas nao contra os outros trés. No caso de
uma reinfec¢éo heterdloga de DENV, o quadro clinico piora consideravelmente devido
a resposta imune adaptativa de reacdo cruzada desajustada (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021; CHEN et al., 2015). Tornando uma reinfeccao por DENV mais
grave do que a primeira. Estudos indicam que o aumento da viremia e a liberacéo
exacerbada de marcadores inflamatérios na corrente sanguinea, como citocinas,
foram associados ao aumento na gravidade da doenca (PESSOA et al., 2016).

Embora grande parte dos anticorpos se liguem ao sorotipo heterdlogo,
descobriu-se que esses anticorpos atuam aumentando a infec¢ao, e ndo atuando de
forma neutralizante contra o novo sorotipo. Esse fenbmeno € chamado de realce
dependente de anticorpos (ADE) e pode levar a imunopatogénese mais grave. Sinais
clinicos tdo graves podem estar relacionados com a rapida expulsdo do virus do
organismo, assim o curso da infeccdo ndo se correlaciona apenas com a alta carga
viral (CHEN et al., 2015; MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

A resposta imune humoral da dengue € caracterizada pela producdo de
anticorpos IgM e 1gG antidengue. O namero de infecgbes por dengue determina a
natureza da resposta imunoldgica: primaria, secundaria, terciaria ou

guaternaria. Anticorpos IgM anti-DENV séo detectados na maioria dos casos no 7° dia
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do inicio de sintomas (Figura 2) e persistem por cerca de 60 a 90 dias, em alguns
casos, por até 6 meses (MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

Em caso de infec¢do priméria, os titulos de anticorpos IgG especificos para o
virus aumentam lentamente entre os dias 7 e 9 apds o inicio da febre, comecando a
aparecer alguns dias apos o anticorpo IgM. Em infec¢des secundarias, o anticorpo
IgG aumenta rapidamente quase imediatamente apds o inicio da febre, conforme
Figura 2. Altos niveis de anticorpos IgM e IgG em um Unico soro sdo usados como
marcadores de diagnéstico presuntivo de uma infeccdo recente por dengue
(MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).
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Figura 2. Evolucéao clinica e laboratorial da dengue. Fonte: Ministério da Saude, Guia de Vigilancia em
Saude, 2022

Embora ndo haja ligacéo entre os diferentes tipos de DENV e o curso clinico
da doenca, estudos sugeriram que o0s sorotipos DENV-2 e o DENV-3 séo
responsaveis por causar formas mais graves de doenca com maior frequéncia do que

outros sorotipos, e que DENV-1 e DENV-4 estdo associados a uma condi¢cdo mais
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leve de sintomas (FARES, et al., 2015). O DENV-2 foi o sorotipo de maior prevaléncia
nas Américas durante varios surtos, classificado epidemiologicamente como o mais
significativo em todo o mundo, seguido por DENV-3, DENV-1 e DENV-4 (ZANOTTO;
LEITE, 2018; PESSOA et al., 2016). No ano de 2022, foram registrados 69.645 casos
provaveis de dengue no Distrito Federal, sendo o sorotipo em circulagdo o DENV-1
(SES-DF, 2022)

A dengue classica é uma condicdo aguda, que pode ser assintomatica na
maioria dos casos. No entanto, 20% das infec¢cbes apresentam sintomas, comecando
com a fase febril (temperaturas de até 40°C), que dura de 2 a 7 dias. Uma vez que um
individuo é infectado pela picada de um mosquito contaminado com DENV, segue-se
um periodo de incubacéo de 4 a 10 dias. A presenca do virus no sangue do paciente
pode ser detectada 2 a 3 dias antes do inicio da febre a 5 a 6 dias apGs seu inicio
(MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

O diagndstico na fase aguda da doenca é realizado, preferencialmente, pela
técnica molecular RT- qPCR, e 0 RNA do DENV pode ser extraido de soro ou plasma,
bem como de sangue total. A sorologia ou pesquisa de anticorpos é o método de
escolha para o diagnéstico no final da fase aguda da doenca (MUURGESAN,;
MANOHARAN, 2020).

A proteina NS1 € uma proteina ndo estrutural produzida pelo virus da dengue
(DENV) durante a infeccdo. Ela é detectada no sangue dos pacientes infectados e é
considerada um importante indicador de infeccdo por dengue (GUBLER, 2017).
Estudos mostraram que a presenca de NS1 no plasma do paciente € prolongada e
pode ser detectada desde o inicio dos sintomas até 7 dias apds o inicio da febre
(RICO-HESSE, 2017). A proteina NS1 é alvo de muitas pesquisas visando
desenvolver testes diagnoésticos rapidos e eficientes para dengue (GUBLER, 2017).

Os esforgos para controlar a disseminacao da envolve medidas preventivas
como a eliminacdo de ambientes com agua parada, que servem de criadouros do
mosquito e o uso de repelentes. Além disso, o controle vetorial com 0 uso de
inseticidas € uma estratégia importante para reduzir a populagcdo de mosquitos
transmissores. Outras formas de combate também sdo desenvolvidas, como a
utilizacdo de mosquitos geneticamente modificados e vacinas. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2021; EMBRAPA, 2017).
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Atualmente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), aprovou o
registro da vacina da dengue desenvolvida pelo laboratorio Takeda™, por meio da
Resolucdo-RE n° 661, de 2 de margo de 2023.

1.2. METODOS DE DIAGNOSTICO PARA ARBOVIROSES

Os marcadores para diagnostico de dengue dependem do tempo de infecgéo,
da resposta imune, dos métodos e técnicas a serem utilizados. Durante os estagios
iniciais da doenca, métodos de deteccdo diretos, como o isolamento do virus,
deteccao do antigeno e do RNA viral podem ser usados para diagnosticar e diferenciar
as infecgdes (BRASIL, 2017).

Existem duas formas principais de se realizar o diagndstico laboratorial para a
dengue. A primeira €, indiretamente, através da deteccéo de anticorpos no sangue do
paciente com suspeita de infeccéo, e a segunda €, diretamente, por meio da detecc¢éo
do patdégeno no sangue e/ou outros fluidos corporais, como urina e saliva (LICINO;
AYRES, 2021).

O isolamento do virus € considerado padrdo ouro para o diagnostico de
dengue, porém é um método demorado, o que acaba limitando seu uso rotineiro no
laboratério. Sendo assim, técnicas de deteccdo de anticorpos especificos do virus e
deteccdo de RNA viral sdo mais amplamente utilizados para o diagndstico (CHEN et
al., 2015).

O teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI) é considerado o padréo de ouro
para identificar uma infec¢cdo primaria ou secundéaria de dengue. Para isso, é
necessario comparar amostras de soro antes e depois da infec¢cdo. No entanto, devido
ao tempo de espera e a dificuldade em obter uma segunda amostra de soro, o método
mais comum usado é o ELISA (MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

O diagnostico durante a fase aguda de uma infeccdo permite uma avaliacao
dos riscos e é importante para o0 manejo do caso e tratamento. Amostras clinicas
devem ser coletadas o mais cedo possivel e preferencialmente nos primeiros 3 dias
do inicio de sintomas (MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

1.2.1. Testes soroldgicos ou indiretos

O diagnostico por meio da sorologia é fundamentado na deteccéo de anticorpos

de imunoglobulina M (IgM), e na soroconversdo de IgM em anticorpos especificos de
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imunoglobulina G (IgG) (GIRY et al., 2017). Os testes imunoenzimaticos de captura
de anticorpos IgM (MAC - ELISA) e imunocromatografico do tipo Point of Care (POC),
sd@o mais utilizados para a pesquisa de anticorpos especificos. Esses testes permitem
a deteccdo de anticorpos do tipo IgM a partir do segundo dia apds o inicio dos
sintomas, porém o periodo mais indicado para se realizar a sorologia é a partir do
quinto dia; e a partir do sexto dia para anticorpos do tipo IgG (ROMEIRO et al., 2016;
BRASIL, 2017). A deteccdo de um aumento de quatro vezes de IgG ou IgM
(soroconverséo de anticorpos) em soros pareados € considerado como um critério
para o diagndstico de dengue (MUURGESAN; MANOHARAN, 2020).

Os ensaios de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) e os testes de
imunofluorescéncia indireta (IIFT) baseados em antigenos otimizados permitem a
deteccdo sensivel e especifica de anticorpos contra DENV no soro ou plasma do
paciente (HILGENFELD; VASUDEVAN, 2018).

O teste imunocromatografico pode ser utilizado como uma forma de triagem,
em especial para deteccao do antigeno NS1 de DENV e dos anticorpos IgM/IgG anti-
NS1, devido a sua rapidez, facilidade de realizac&o, sensibilidade e especificidade, e
pode ser utilizado com diversos fluidos biol6égicos como sangue total, soro, plasma,
saliva e urina. Entretanto, quando o resultado € positivo € necessario realizar sua
confirmacdo por sorologia ELISA ou RT-PCR a partir de uma nova amostra
(BRASIL,2017; CORREA, 2020).

Dependendo da técnica utilizada durante o uso de testes sorolégicos para o
diagnéstico de dengue podem ocorrer reacdes cruzadas entre anticorpos IgM/IgG dos
virus Zika e de Flavivirus endémicos, prejudicando assim a especificidade dos testes,
dificultando o diagndstico e a vigilancia epidemioldgica. Por isso, se faz necessario a
realizacdo do teste de confirmacdo especifico, como o teste de neutralizacado por
reducéo de placa (PRNT) (CORMAN et al., 2016).

O teste de deteccao de antigeno NS1 do virus DENV usando ELISA de captura
é altamente sensivel (mais de 90%) para identificar infec¢des primarias por DENV. No
entanto, para infecgdes secundarias, sua sensibilidade varia de 60 a 80%. Este teste
nao € adequado para triagem de doadores de sangue. Alguns testes NS1 ELISA tém
baixa sensibilidade para o virus DENV-4, o que tem afetado a precisdo da notificacéo
de dados epidemiolégicos casos de DENV-4 no Brasil (FARES, et al., 2015).
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1.2.2. Teste moleculares em RT-PCR

Os testes moleculares, como a transcriptase reversa seguida da reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR) se baseiam na detecgdo do RNA viral, por meio da
amplificacdo do material genético do virus. A RT-PCR em tempo real permite a
mensuracdao do produto simultaneamente a sintese de RNA, o que simplifica sua
execucao pois elimina processamentos pos-amplificagdo, como, a eletroforese em gel
de agarose, necessarios para a deteccdo do amplicon (CORREA et al., 2020).

Ensaios de RT-gPCR, séo a principal escolha para o diagndstico durante a fase
aguda da infeccao, por serem rapidos, com alta sensibilidade e especificidade, além
de permitirem a detec¢do de mais de um patégeno em uma mesma reacao (multiplex
gqPCR) (GIRY et al., 2017)

A monitorizacdo em tempo real da amplificacdo do RNA alvo pode ser feita
usando corantes fluorescentes, como o0 SYBR® Green | entre os reagentes, o qual se
liga de forma n&o especifica ao amplicon gerado durante a reacao, ou através do uso
de sondas de RNA marcadas com fluorescéncia, como o sistema TagMan® que se
ligam de maneira especifica ao alvo de amplificacdo (CORREA et al., 2020).

Um dos problemas enfrentados no diagndéstico molecular € a mutagdo em sitios
de ligacdo dos primers, especialmente em virus de RNA altamente mutéveis, o que
pode resultar em resultados falsos negativos. A fim de evitar resultados falso
negativos, ensaios de RT-gPCR com alta sensibilidade sdo importantes. Uma das
formas de se melhorar a sensibilidade clinica, é utilizando o método de purificacédo de
RNA com volumes maiores de amostras clinicas (CORMAN et al., 2016; EDWARDS
et al., 2017).

Ensaios de RT-qPCR baseado em TagMan® para detecgéo de DENV possuem
uma alta sensibilidade e especificidade (100%), quando comparados ao RT-PCR
convencional (EDWARDS et al., 2017; CHEN et al., 2015). Por outro lado, os ensaios
baseados em SYBR® Green | podem levar a resultados falso positivos devido a uma
desvantagem quimica que faz com que ele se ligue a qualquer dupla fita gerada,
incluindo produtos néo especificos de PCR e dimeros de primer (CHEN et al., 2015).

Diante desse cenario, o presente estudo teve por objetivo avaliar a utilizagédo
de amostras de swab nasofaringeo na deteccdo de dengue, utilizando-se de
amostras de pacientes com sorologia positiva para essa infeccdo apos analise

posterior a coleta.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a deteccdo de dengue em amostras de swab nasofaringeo de

pacientes com diagnostico molecular positivo apos testagem molecular do soro.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar os casos confirmados de infec¢cdo por dengue de acordo com as
manifestacdes clinicas e agente infeccioso identificado em amostras de soro;

e Avaliar a utilizacdo de amostras de swab nasofaringeo para a deteccéo de dengue;

e Avaliar a porcentagem de casos de pacientes conhecidamente positivos para
infec¢des por arbovirus apds testagem no soro que testaram positivos em amostras

de swab.
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3. JUSTIFICATIVA

A partir do estudo utilizando-se a ferramenta de metagendmica, foi possivel
detectar a presenca de particulas do virus Chikungunya em amostras de swab
nasofaringeo de pacientes com sinais de infeccéo viral, que apresentaram resultado
negativo para COVID-19, mas teve sua presenca confirmada por RT-gPCR
(QUINTAO et al., 2022). Diante dessa descoberta, observou-se que, além do cenario
de negligéncia de outras doencas virais circulantes durante a pandemia de COVID-
19, a deteccéo de agentes virais que tradicionalmente sdo detectadas em amostras
de soro, também poderia ser possivel por meio de amostras de swab nasofaringeo.
Ainda, em algumas situacfes, como em pacientes pediatricos, a obtencdo de
amostras de soro pode ndo ser tdo simples, devido a complexidade da coleta de
sangue. A utilizacdo de amostras de swab nasofaringeo para a deteccdo molecular
de arboviroses € uma alternativa a ser testada, além do que, com uma Unica amostra

€ possivel a realizacao do teste para demais doencas virais, como COVID-19.
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4. METODOLOGIA DETALHADA

4.1. COLETA DE AMOSTRAS

As amostras foram coletadas de usuarios do SUS residentes na Regido
Administrativa XXV SCIA/Estrutural, que buscaram atendimento em saude na UBS
Vila Estrutural com manifestacéo febril aguda ou com referéncia a quadro febril agudo
nos trés dias anteriores, acompanhado por, pelo menos dois dos sinais/sintomas
relacionados a infecc¢des virais (por exemplo: dor de cabeca, mialgia, astenia, vomito,
nauseas, diarreia, artralgia, entre outros). Para cada paciente foi coletado uma
amostra de soro e swab nasofaringeo pela equipe especializada.

As amostras de sangue foram coletadas da veia de um dos antebracos (fossa
cubital) e utilizaram-se tubos contendo gel separador (5mL). Para a coleta da amostra
de swab da regido nasofaringea foram utilizados swab de Rayon e meio de transporte
viral - VTM (Laborclin™). Apds as coletas, as amostras foram encaminhadas, em
temperatura controlada, para o Laboratério de Diagndstico Molecular do Hospital
Universitario de Brasilia, e 1a, foram extraidas amostras de RNA viral e em seguida,

armazenadas em freezer a -80°C até o momento da andlise.
4.2, EXTRAC}AO DE RNA VIRAL

Para a extracdo do RNA viral, se utilizou o Extracta Kit Fast - DNA e RNA viral
(MVXA-P016 FAST Loccus™), e a plataforma de extracdo automatizada EXTRACTA
32, marca Loccus™. A extracdo ocorreu de acordo com as recomendacfes do

fabricante.
4.3. DETECQAO POR RT-PCR EM TEMPO REAL TagMan®

ApOs extragdo automatizada do RNA viral, foram realizados os ensaios para a
detecc¢do, no soro, do virus dengue (sorotipos 1,2,3,4), por meio de RT-gPCR. Para
o teste foi utilizando o kit ZDC Biomol (zika, dengue e Chikungunya), desenvolvido
pelo Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP), e seguiu-se as instrucdes de
acordo com o fabricante, exceto, com relacdo ao volume de RNA que precisou ser
adaptado para a realizacao dos testes.

O volume final da reacéo foi de 20 pL, os quais eram 15 yL do master mix

preparado e 5 yL do RNA extraido da amostra. O master mix foi preparado
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separadamente em 2 microtubos, cada um devidamente identificado com “DEN 1/4"
e “DEN 2/3”, respectivamente. Em cada microtubo foi adicionado os seguintes
reagentes: mistura para PCR, agua RNAse free, conjunto de iniciadores especificos,
conjunto de sondas especificas e enzima RT, conforme Tabela 1. O valor que foi
utilizado de cada reagente variou de acordo com o numero de reacfes que eram

realizadas, sendo no minimo 1 e no maximo 28 reacdes.

Tabela 1: Célculo para preparo do master mix utilizado para amostras de soro.
Célculo master mix (pL)

Reagentes 1 reacao 28 reacdes
Mistura PCR 6,66 186,48
Agua RNAse free* 4,84 135,52
Iniciadores 2 56
Sonda 1 28
Enzima RT 0,5 14

Fonte: Instrucdes de uso — KIT BIOMOL zZDC.
*Foi necessario adaptar o valor utilizado de agua RNAse free para que se pudesse utilizar um volume
menor de amostra, sem que houvesse prejuizo na reacao.

As reacdes foram realizadas em placas de PCR de 96 pocos, sendo até 22
pocos para reacao de amplificacdo e deteccdo de amostras de pacientes, para cada
conjunto de alvos, totalizando 44 pocos; e 2 pocos para reacdes de controle positivo
e negativo para cada conjunto de alvos. Foi utilizada a plataforma de PCR em tempo
real QuantStudio™ 5 (Applied Byosystems™) para a execuc¢ao dos testes, seguindo
as recomendacfes de composicdo da reacdo e ciclagem recomendadas no kit
diagnéstico citado (ZDC Biomol).

Aqueles pacientes cujas amostras de soro se apresentaram positivas para
dengue tiveram suas amostras de swab nasofaringeo (colhidas de forma pareada)
testadas para esses mesmos agentes virais pela mesma técnica de RT-qPCR.

Para as amostras de swab, o volume final da reacéo foi de 20 L, os quais
eram 10,2 yL do master mix preparado e 9,8 pL do RNA extraido da amostra. O
master mix foi preparado separadamente em 2 microtubos, cada um devidamente
identificado com “DEN 1/4" e “DEN 2/3”, e teve altera¢des no calculo de composicao,
conforme Tabela 2. O valor que foi utilizado de cada reagente variou de acordo com
0 numero de reacdes que eram realizadas. Apds o preparo do master mix, seguiu-se

a mesma metodologia utilizada para as amostras de soro.
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Tabela 2: Célculo para preparo do master mix utilizado para amostras de swab.
Calculo master mix (uL)

Reagentes 1reacdo 28 reacbes
Mistura PCR 6,66 186,48
Iniciadores 2 56
Sonda 1 28
Enzima RT 0,5 14

Fonte: Instrug6es de uso — KIT BIOMOL zDC

Foi necessario retirar o volume utilizado de agua RNAse free para que se
pudesse utilizar um volume maior de amostra, sem que houvesse prejuizo na reacao.
Os resultados de deteccéo obtidos das amostras de swab nasofaringeo foram
comparados aos resultados obtidos de amostras de soro, avaliando assim viabilidade
da utilizacdo de amostras de swab nasofaringeo na deteccdo de dengue na fase

aguda (viremia) da infeccao.
4.4, ANALISES ESTATISTICAS

Para a realizacao das analises estatisticas, se utilizou a calculadora de teste t
ndo pareado da plataforma GraphPab by Dotmatics, onde se utilizou os dois valores
de média obtidos, amostras positivas e amostras negativas, e seus respectivos valores
de desvio padrao. Os valores de média e desvio padrdo foram calculadas utilizando-
se do Microsoft Excel. A obtencdo do valor de acuracia seguiu a formula padréao
estabelecida (acuracia = (VP + VN) / (VP+FN+VN+FP)), e seu calculo foi realizado na

plataforma Microsoft Excel (Tabela 3).

Tabela 3: Combinagao bindria entre os resultados provaveis obtidos em um determinado teste e 0
diagnéstico verdadeiro da doenca.

Detectada
Sim Nao
Positivo Verdad((a\l/rg)posmvo Falso negativo (FN)
Real Negativo Falso positivo Verdadeiro negativo
(FP) (VN)
Total VP + FN FP + VN

Fonte: Adaptado de Lima, 2014.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram examinadas 877 amostras de soro de pacientes suspeitos de infeccéo
por dengue, e 41 delas apresentaram resultados positivos na RT-PCR em tempo real.
Dos casos positivos para 0 DENV-1 no soro, 28 também foram positivos no swab
(68,29%). No entanto, 13 amostras de swab de pacientes que foram positivas no soro

nao apresentaram presenca do DENV-1 (Tabela 4)

Tabela 4: Resultado das amostras de swab analisadas

POSITIVAS SWAB NEGATIVAS SWAB
2587, 2609, 2612, 2627, 2628, 2643, 2644, 2573, 2676, 2677,
2646, 2654, 2656, 2528, 2670, 2693, 2696, 2739, 2770, 2773,

ID DAS 2692, 2699, 2707, 2711, 2721, 2776, 2851, 3183.
AMOSTRAS 2732, 2748, 2762, 2768, 2780,

2793, 2800, 2804, 2810, 2812,

2846, 2848, 2952

TOTAL 28 amostras 13 amostras

Fonte: Autoria propria

Com relag&o ao kit utilizado para as reagdes de RT-gPCR, seu desempenho
tem caracteristicas de ndo apresentar rea¢des cruzadas com outros patdégenos que
apresentem sintomas clinicos parecidos. A utilizacdo de sondas TagMan® faz com
gue a especificidade analitica do kit chegue a 100%, visto que, essas sondas possuem
a caracteristica de serem especificas para o alvo a qual foram projetadas. Os valores
de desempenho analitico e diagnéstico do teste ZDC-Biomol estdo presentes na
Tabela 5.

Tabela 5 : Desempenho analitico e diagnéstico do kit ZDC-Biomol

Alvos Sensibilidade Especificidade  Sensibilidade Especificidade
analitica analitica (%) diagndstica (%) diagnostica (%)

Dengue 1 129 cépias/reacao 100 94,7% 100

Dengue 2 494 cOpias/reacao 100 100 100

Dengue 3 95 coépias/reacdo 100 100 100

Dengue 4 684 coOpias/reacao 100 100 100

Fonte: Adaptado de Instru¢des de uso Kit ZDC-Biomol

Para avaliar a influéncia da carga viral de DENV-1 no soro, mesmo que de
forma indireta, avaliamos a média de CTs (“Cycle Threshold” ou ciclo limiar) das
amostras que se apresentaram positivas no soro, e que se apresentaram positivas e

negativas no swab (Tabela 6).
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Cycle Threshold ou Ciclo de limiar (CT) € uma métrica utilizada em testes de
RT-gqPCR para detectar a presenca de RNA de um virus ou bactéria. E o nimero de
ciclos necessérios para que o sinal de fluorescéncia atravesse um determinado limiar
e indigue que o RNA alvo foi amplificado. Um valor mais baixo de CT indica uma carga
viral mais alta, e um valor mais alto de CT sugere uma carga viral mais baixa. Os
valores de CT podem ser usados para determinar a fase de uma infeccdo ou a
efetividade de um tratamento (AL BAYAT, 2021).

Tabela 6: Dados de CTs de soro e swab

ID da amostra CT soro CT swab
2587 20 33
2609 23 30
2612 14 27
2627 13 35
2628 14 29
2643 28 N3o detectado
2644 34 Nao detectado
2646 11 30
2654 20 31
2656 19 34
2528 15 29
2573 22 N3o detectado
2670 25 30
2676 15 N3o detectado
2677 23 N3o detectado
2692 16 31
2693 29 Nao detectado
2696 16 Nao detectado
2699 17 30
2707 31 34
2711 16 28
2721 17 32
2732 24 33
2739 13 N3do detectado
2748 15 30
2762 20 27
2768 16 33
2770 25 N3o detectado
2773 27 N3o detectado
2776 26 Nao detectado
2780 18 25

Continua
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ID da amostra CT soro CT swab
2793 19 31
2800 35 32
2804 34 26
2810 20 27
2812 18 29
2846 31 34
2848 15 25
2851 15 N3o detectado
2952 17 26
3183 35 N3o detectado

Fonte: Autoria propria

A média de CTs das amostras que positivaram no soro, foi de 21+6,69 (média
* desvio padréo). Dentro desse grupo de amostras, aquelas que positivaram no swab
obtiveram uma média de CT no soro de 19,75+6,19 e as que se apresentaram
negativas no swab uma média de CT no soro 23,69+6,94. Apesar da média de CT das
amostras positivas no soro que também se apresentaram positivas no swab ser menor
(ou seja, maior carga viral), a diferenca em relacdo a média de CT das amostras
positivas no soro que foram negativas no swab nao foi estatisticamente significativa
(p>0,05), ou seja, ndo foi observada uma diferenca significativa ao comparar as

amostras positivas e negativas (Tabela 7).

Tabela 7: Resultados teste t para amostras de soro.

Grupo Positivo Negativo
Média 19,75 23,69
Desvio Padrdao 6,19 6,94
Valor de p 0,0756

Fonte: Autoria propria

Também foi feita a testagem de 41 amostras de swab que foram negativas no
soro, a fim de realizar demais calculos como o teste de acuracia, e avaliar parametros
com sensibilidade e especifidade do estudo. O valor de acuracia do teste foi de
84,1%, conforme Tabelas 8 e 9. Um valor alto de acuracia para um teste é de suma
importancia para que se tenha confianga nos resultados obtidos, visto que, esse valor
representa a proporcao de verdadeiros positivos e verdadeiros negativos, ou seja,
guanto maior a acuracia de um teste, maior é a precisdo para determinar se um

resultado é positivo ou negativo.



31

Tabela 8: Combinacgéo binaria entre os resultados de soro e swab

Positivo (swab) Negativo (swab) Total
Positivo (soro) 28 13 41
Negativo (soro) 0 41 41
Total 28 54 82

Fonte: Autoria propria

Tabela 9: Resultados do teste de aclracia

Sensibilidade 100%
Especificidade 75,9%
Valor preditivo positivo 68,3%
Valor preditivo negativo 100%
Acuracia 84,1%

Fonte: Autoria propria

O estudo desenvolvido por Tavakoli e colaboradores (2007), foi o primeiro a
confirmar a presenga do DENV-1 em amostras de swab de nariz e garganta, de um
paciente vindo de uma regido endémica, utilizando a técnica de RT-PCR em tempo
real. Em 2017, Cheng e colaboradores, por meio de seus resultados, também
relataram que foi possivel isolar com sucesso o virus da dengue a partir de amostras
respiratérias de quatro pacientes com a doencga, utilizando a técnica de RT-PCR
convencional. A presenca do virus da dengue em amostras respiratorias é um achado
importante, pois isSso sugere que o virus pode ser transmitido por via respiratoria e
podem ter implicacbes para a prevencdo, diagnostico e controle da doenca,
especialmente em &reas onde a infeccdo pelo virus da dengue é endémica, porém
mais estudos sdo necessarios para confirmar essa possivel via de transmissao.

Em nosso estudo, foi identificado que 28 amostras que ja haviam positivado no
soro, foram positivas no swab, isso corrobora com os estudos de (Tavakoli et, al.,
2007; Cheng et, al., 2017). Além disso, realizamos uma avaliagdo e comparacao
indiretamente da carga viral presente nas amostras de soro e nasofaringe, por meio
do valor de Ct. Essa avaliacdo demonstrou que ndo houve uma diferenca significativa
entre as amostras positivas e negativas de swab, quando se compara seus valores de
Cts obtidos no soro.

Poloni e colaboradores (2010) em sua pesquisa, avaliaram a presenca do virus
da dengue em diferentes tipos de amostras, além da amostra sanguinea tradicional.
Os resultados do estudo indicaram que o virus da dengue pode ser detectado tanto



32

na saliva quanto na urina, sugerindo que esses fluidos corporais podem ser utilizados
como fontes alternativas de amostras para o diagndstico de dengue. Isso pode ser
importante, especialmente em situacdes em que a coleta de amostra sanguinea é
dificil ou inviavel. J& em um estudo mais recente realizado por Humaidi e
colaboradores, (2021), os resultados indicaram que a sensibilidade da deteccdo do
virus em saliva e urina parece ser comparavel a da detec¢cdo em amostra sanguinea.

Além disso, a presenca do virus na saliva e na urina parece estar relacionada
com a carga viral no sangue. Portanto, a deteccao do virus da dengue em amostras
nao invasivas, como saliva e urina, é importante para o diagnostico precoce e a
monitorizacdo da evolucdo da doenca.

Portanto, a RT-PCR em tempo real é uma ferramenta valiosa para o diagnéstico
da dengue e pode ser utilizada para detectar o virus da dengue em diferentes tipos de
amostras, incluindo sangue, urina e saliva. E importante destacar que a RT-PCR em
tempo real deve ser usada em conjunto com outros testes clinicos para um diagnostico

preciso e confiavel da dengue.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados, concluimos que o uso de amostras de swab
nasofaringeo para detectar dengue por RT-gPCR é uma opcdo de diagndéstico
promissora, pois permite diagnosticar tanto a dengue quanto outras doencas, como a
COVID-19, com apenas uma amostra. No entanto, € necessario realizar mais
pesquisas para avaliar como a fase da doenca afeta a carga viral presente nas
amostras nasofaringeas. Dessa forma, poderemos determinar o melhor momento

para realizar o teste de swab e maximizar sua sensibilidade e especificidade.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Infecgbes virais emergentes e cobertura vacinal no Distrito Federal
Pesquisador: Wildo Navegantes de Araujo

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 39866620.4.0000.5558

Instituicao Proponente: Nucleo de Medicina Tropical

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.495.474

Apresentacgao do Projeto:
Trata-se de reapresentagao do projeto intitulado Infecgdes virais emergentes e cobertura vacinal no Distrito
Federal", com respostas as pendéncias avaliadas no parecer anterior, datado de 18/12/2020.

Este é um estudo transversal, com expectativa de ser realizado com 7.464 individuos do Distrito Federal e
composto por dois conjuntos de estudos: (a) estudo de acuracia de teste diagnéstico para detecgédo de
infeccdo pelo SARS-CoV-2 e (b) estudos de prevaléncia para afericdo da proporgéo de pessoas que
apresentam anticorpos contra SARS-CoV-2, dengue, chickungunya, zika virus, e avaliagdo de cobertura
vacinal para sarampo, caxumba e rubéola em quatro Regides Administrativas do DF que apresentam perfis
diferentes de vulnerabilidade social (Brasilia, Aguas Claras, Ceilandia e Cidade Estrutural).

O estudo de acuracia sera realizado com cerca de 864 individuos, através de visitas domiciliares. O
estudo de inquérito soroepidemiolégico sera realizado com 6.600 individuos através de visitas domiciliares.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo principal deste estudo & estimar a prevaléncia da infec¢do por SARS-CoV-2, dengue,
chikungunya e zika, assim como da cobertura vacinal para sarampo, caxumba e rubéola nos residentes de
quatro Regides Administrativas do Distrito Federal, e avaliar a acuracia de testes comerciais para detec¢ao

de anticorpos para SARS-CoV-2.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos atribuidos a participacéo no estudo citados pelo pesquisador principal sdo o potencial desconforto
decorrente dos processos de coleta de sangue venoso, pungédo digital e de swab nasofaringeo, os quais
serdo minimizados ao serem coletados por profissionais de saude capacitados e habilitados; e o potencial
risco de perda de confidencialidade dos dados pessoais dos participantes e as medidas que serdo tomadas
para minimiza-lo.

Em relagdo aos beneficios, cita-se que o estudo tera impacto na saude coletiva, ao permitir a investigagao
da acuracia de testes diagnésticos e da compreensao da magnitude e distribuicdo da infec¢do por SARS-
CoV-2, arboviroses e da cobertura vacinal de sarampo, caxumba e rubéola, o que possibilitara o
planejamento da rede de servigos necessarias para o atendimento de casos, ou nédo, destas doengas nos
proximos periodos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

No parecer anterior foram apresentadas pendéncias relacionadas ao protocolo de aramazendamento das
amostras bioldgicas, se em biobanco ou em biorepositério, as quais foram esclarecidas pelo pesquisador.

Pendéncias:

1. Informar qual biobanco sera utilizado pelos pesquisadores
2. Caso nao haja biobanco disponivel, esse colegiado recomenda que o termo "biobanco" seja substituido
por biorrepositério no escopo de todos documentos do projeto.

O pesquisador esclareceu que o material biolégico dos participantes sera armazenado em biorrepositério,
estando o consentimento (assentimento) dos participantes em relagcdo ao uso de seu material biolégico
atrelado exclusivamente a este estudo.

As alteragdes para o termo biorrepositério e a informagdo de que as amostras serdo utilizadas
especificamente para esse estudo foram realizadas nos respectivos arquivos do projeto, incluindo os
Termos de Consetimento e de Assentimento.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos de apresentacdo obrigatéria foram apresentados e estdo adequadamente redigidos para a
avaliagé@o deste CEP

Recomendacoes:

Mantenho a recomendacgédo de atualizagdo dos Curriculos Lattes de todos os membros da equipe do

estudo, para estar em conformidade com as orientagdes do Sistema CEP-CONEP.
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Como as pendéncias foram resolvidas, o parecer do colegiado foi pela aprovacgao do projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apbs apreciagdo na reunido dia 08/01/2021 do colegiado CEP/FM o projeto foi aprovado.OBS: De acordo
com a Resolugdo CNS 466/12, nos inciso 11.19 e 11.20, cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP
os relatérios parciais e final do seu projeto de pesquisa. Bem como a notificacdo de eventos adversos, de
emendas ou modificagdes no protocolo para apreciagédo do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/12/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1638920.pdf 17:28:35
Brochura Pesquisa |ProjetoCompleto3.docx 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
17:28:04 | Araujo

Projeto Detalhado / |ProjetoCompleto3.pdf 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Brochura 17:27:49 |Araujo

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE4_realce.docx 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Assentimento / 17:15:07 | Araujo

Justificativa de

Auséncia

Recurso Anexado carta_resposta_pendencias3.pdf 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

pelo Pesquisador 17:13:47 | Araujo

TCLE / Termos de | TCLE4.pdf 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Assentimento / 17:12:39 | Araujo

Justificativa de

| Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE4.docx 21/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

Assentimento / 17:12:01 |Araujo

Justificativa de

|Auséncia

Orgamento planilha_orcamento.pdf 07/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
18:32:55 | Araujo

Orgamento planilha_orcamento.docx 07/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
18:32:47 | Araujo

QOutros parecer_projeto_hub.pdf 07/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
18:31:52 | Araujo

Declaragéo de Termo_concordancia.pdf 07/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito

concordancia 18:31:10 | Araujo
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Qo

moe

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 07/12/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
18:23:52 | Araujo
Declaragdo de CartaEncaminhamento_Equipe.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
Pesquisadores 21:43:30 | Araujo
Outros Curriculos_EquipeDePesquisa.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:41:56 | Araujo
Qutros InstrumentosColeta.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:11:47 | Araujo
Qutros DeclaracaoResponsabilidade.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:09:15 | Araujo
QOutros ClLattes_Wildo.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
21:07:57 | Araujo
Solicitagdo Assinada | CartaEncaminhamentoFM.pdf 03/10/2020 | Wildo Navegantes de| Aceito
pelo Pesquisador 17:27:43 | Araujo
Responsavel
Cronograma Cronograma.pdf 03/10/2020 |Wildo Navegantes de| Aceito
17:23:57 | Araujo
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
BRASILIA, 11 de Janeiro de 2021
Assinado por:
Antonio Carlos Rodrigues da Cunha
(Coordenador(a))
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