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RESUMO

Dengue é uma doenca endémica, considerada maior arbovi-
rus do mundo com sintomas inespecificos, podendo ocasio-
nar febre moderada a alta, dores musculares e em casos gra-
ves sangramentos intensos e estado de choque. Para chegar
ao diagnéstico da dengue siio necessarios exames clinicos e
laboratoriais para a confirmac¢io da doenca, o resultado é
informado aos 6rgios da saude para publicacio dos dados
através dos boletins epidemiolégicos. O objetivo deste traba-
lho é propor um aparelho que possui um teste rapido que
utiliza a fita de reacio enzimatica para a proteina NS1 cujo
resultado sera integrado ao Sistema Nacional para Estatis-
tica da Dengue, que tem como proposito acelerar o processo
de divulgac¢io dos dados epidemiologicos.

PALAVRAS-CHAVE: Dengue, teste rapido, proteina NS1,

arduino, dados epidemiologicos.

ABSTRACT

In Dengue Fever is an endemic disease, considered the biggest
arbovirus of the world, with unespecific symptoms, that might
be moderated fever, muscle pain and in most serious cases, in-
tense bleeding and chock. To diagnose it, clinical and laboratory
exams are necessary to confirm the disease, and the result is in-
formed to the health systems to publish the data over epidemio-
logical bulletins. The objective of this paper is proposing a fast
test that uses a enzymatic reaction tape for NS1 protein which
the result will be integrated to the National Dengue Fever Satis-
tical System, and accelerate the process of releasing the epide-

miological data.

KEYWORDS: Dengue fever, rapid test, NS1 protein, arduino,
epidemiological data.
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1. INTRODUCAO

Doencas negligenciadas sdo grupos de doengas causa-
das por agentes infecciosos, geralmente endémicas em pa-
ises subdesenvolvidos, especialmente em populagdes de
baixa renda, onde as condigdoes do meio ambiente favore-
cem o desenvolvimento e a sua proliferagdo. Nos ultimos
anos a dengue continua sendo umas das doengas negli-
genciadas com numero significativo de infec¢des no Bra-
sil, sendo a maior doenca de arbovirose do mundo'. Apre-
sentando grandes dificuldades no avango desta area por
nao possuir um tratamento antiviral ou vacina eficaz, pre-
judicando o progresso de novos farmacos ou métodos de
diagnosticos?.

Dengue ¢ uma doenca de grande relevancia de arbovi-
rus do mundo, grupo ecoldgico complexo por artrépodes,
que sdo virus que se propagam biologicamente na natu-
reza entre vertebrados hospedeiros susceptiveis e artropo-
des hematofagos, transmitida por fémeas infectadas por
mosquitos Aedes aegypti e Aedes Albopictus, identificado
como arthropod borne viruses definido pela Word Health
Organization (WHO). Considerada endémica, que pro-
voca alto impacto a satide publica por possuir elevada dis-
seminagdo e capacidade em causar consideravel morbi-
dade e mortalidade no homem?.

Os sintomas da dengue, ap6s um periodo de incuba-
¢do de até duas semanas, sdo inespecificos. Manifesta-se
tanto infecgdes inaparentes quanto dengue cléssica (DC),
febre hemorragica da dengue (FHD) que pode levar a sin-
drome do choque de dengue (SCD) e dengue com com-
plicagdo (DCC)*.

O diagnostico laboratorial ¢ de suma importancia
para determinag@o de infec¢do causada pelo virus DENV,
sabendo que apenas os métodos para diagnostico clinico
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e epidemiolodgico sdo meios complexos de andlise envol-
vendo apenas esses dados. Os exames para identificacdo
laboratorial podem ser executados pelo isolamento e iden-
tificag@o do virus, pela localizacdo de antigenos, do 4cido
nucléico viral e pela determinagdo de anticorpos especifi-
cos, das classes IgM e IgG®. Para maior eficacia do resul-
tado do exame deve correlacionar com o periodo que o
paciente se encontra e o ciclo da doenga no hospedeiro,
que influenciara na escolha do método mais apropriado
para que ocorra uma correta interpretacdo dos resultados
obtidos'®.

Apesar dos exames mencionados, o tratamento para
a dengue ndo depende dos resultados soroldgicos, os mé-
todos diretos de detec¢ao, como o isolamento viral, detec-
¢do do genoma e do antigeno que sdo mais especificos,
apresentam menor disponibilidade'®.

Considerando os meios de diagnostico relacionado ao
tempo de entrega do resultado para o paciente e o retarda-
mento para atualizacdo de dados epidemiologicos, a fina-
lidade deste trabalho é descrever o mecanismo de coleta
de dados para possiveis infecgdes por dengue através do
teste rapido juntamente com o tempo de publicagdo dos
dados adquiridos para o boletim epidemiolégico e sua atu-
alizacdo nas estatisticas de dengue nas regides, mencio-
nando também possibilidades de criagdo de um protdtipo
de aparelho que possa agilizar este processo.

2. MATERIAL E METODOS

O presente estudo tem como meta promover um teste
rapido imunocromatografico para diagnostico da dengue
interpretado pelo microcontrolador arduino integrado ao
Sistema Nacional de Estatistica da Dengue (SINED), sera
realizado em forma de trabalho de campo, com projeto de
pesquisa experimental, em analise qualitativa.

Os dados serdo coletados através de pesquisas em li-
vros, documentarios e revistas cientificas principalmente
publicados no Google Académico e SciELO e teste em
analise pratica, que ird complementar a resoluggo da cria-
¢do do aparelho eletronico portatil de teste rapido para
dengue, embasado na tecnologia de informagéo cientifica.

O aparelho apresentara em seu interior uma fita de pa-
pel enzimatica com antigeno NS1 e reagente controle para
teste com gota de sangue total do paciente, um leitor op-
tico para analisar os dados da fita e enviar o conteudo para
um microcontrolador que realizara a validagdo do teste e
salvar o resultado em um cartdo de memoria para integrar
ao SINED, com tempo de resultado em até 20 minutos.
Apbs o resultado do aparelho os dados serdo enviados ao
SINED para gerar as estatisticas nacionais de possiveis
incidéncias da doenga.

O prototipo tem como objetivo coletar os dados do
exame, positivo ou negativo, para reagdo da proteina NS1
sugestivo a dengue e atualizar o banco de dados para ace-
lerar a divulgagdo das estatisticas de dengue na regido,
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através do aparelho integrado ao SINED. Analisar se o pa-
ciente se encontra com a proteina NS1 circulante no san-
gue, contribuindo para um diagndstico rapido, tendo
como vantagem agilizar e viabilizar o processo médico-
paciente e medico-laboratorio.

3. RESULTADOS

Dengue

O virus DENV pertence ao género Flavivirus e a fa-
milia Flaviviridae, apresentando quatro variedades de so-
rotipos denominados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, possui envelope glicoproteico constituido por
bicamada lipidica em formato icosaédrico que consiste
em proteinas estruturais e ndo estruturais, ainda que pos-
suem entre eles grande variabilidade genética, ¢ conser-
vada a regido ndo-codificante 3°. Material genético cons-
tituido de RNA de fita simples de aproximadamente 11
Kb (kilobases), polaridade positiva (+ssRNA) que funci-
ona como RNA mensageiro, com peso molecular aproxi-
mado de 3.3x106 (daltons), cujo genoma é composto por
dez genes de proteinas, sendo trés que codificam o nucle-
ocapsideo e sete genes que codificam proteinas nio estru-
turais. Estas proteinas estdo integradas em sua bicamada
lipidica que envolve nucleocapsideo viral>®.

As trés proteinas estruturais E, prM e C sdo codifica-
das no primeiro terco do genoma ao passo que 0s outros
dois ter¢os codificam as sete proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). As ndo
estruturais estdo envolvidas na modulagdo da resposta do
hospedeiro e na replicacdo do RNA viral, desempenham
fungdes na montagem, organizagio ¢ liberagdo do virus’.

Os Flavivirus entram nas células hospedeiras por en-
docitose mediada pela interagdo com receptores. O baixo
pH do ambiente do endossomo resulta em mudangas con-
formacionais na proteina E expondo o peptideo de fusdo,
permitindo a fusdo com a membrana do endossomo ¢ a
liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma. Depois da
desmontagem da particula, o genoma viral ¢ liberado e
traduzido a partir de uma tUnica fase de leitura aberta que
codifica uma poliproteina de aproximadamente 3.400
aminoacidos, que ¢ clivada co traducionalmente por pro-
teases virais € celulares®.

Epidemiologia

Segundo o Ministério da Satude e seus Boletins Epide-
miologicos (Volume 47 N° 14 — 2016) divulgados, in-
forma que foram registrados 802.429 casos provaveis de
dengue no pais até a semana epidemioldgica 13 na data
3/1/2016 a 2/4/2016, nesse periodo a regido Sudeste re-
gistrou o maior nimero de casos provaveis (463.807 ca-
sos; 57,8%) em relagdo ao total do pais. Entre os munici-
pios com as maiores incidéncias acumulados por estrato
populacional, em relagdo ao numero de habitantes, Coro-
nel Fabriciano/MG esta em primeiro lugar, com 4.753,90
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casos/100 mil habitantes (populagdo de 100 mil a 499 mil
habitantes)'!.

Municipios com as maiores incidénci de casos provaveis de dengue (/100 mil
hab.). Semana Epidemiolégica (SE) 5 a 13 de 2016, segundo estrato populacional de 100 a
499 mil hab.
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Figura 1. Grafico dos dados da fonte: Boletim Epidemiologico (Volume
47,N° 14 - 2016).

Através deste grafico comparativo, com as trés cida-
des de maiores incidéncias acumuladas de casos prova-
veis de dengue (dentre as cidades brasileiras com estrato
populacional de 100 a 499 mil habitantes) a cada semana
epidemioldgica, a cidade de Coronel Fabriciano, MG,
destaca-se em primeiro lugar, de acordo com os dados co-
letados pelos Boletins Epidemiologicos (Volume 47 N° 14
—2016) divulgados, motivando o presente estudo'’.

Arduino

O Arduino ¢ uma plataforma de prototipagem open
source (codigo aberto). Criado no Instituto Ivrea de De-
sign de Interacdo (Ivrea Interaction Design Institute)
como uma ferramenta facil para prototipagem rapida des-
tinada a alunos com pouco conhecimento em eletronica e
programagao'*.

A placa Arduino ¢ equivalente a um pequeno compu-
tador. Pode ser programado para processar entradas e sai-
das de dados entre o dispositivo e 0os componentes exter-
nos (Shilds) conectados a ele. E considerada uma plata-
forma de computagdo fisica ou embarcada, ou seja, um
sistema que pode interagir com seu ambiente por meio de
hardware e software. Pode ser conectado a um computa-
dor, a uma rede, ou até mesmo a Internet para recuperar e
enviar dados da placa e atuar sobre eles'>.

Os shields sdo placas de circuito utilizadas para esten-
der as funcionalidades do arduino. Essas placas contem
outros dispositivos como, por exemplo, receptores GPS,
cartdao SD, displays de LCD, mddulos ethernet, bluetooth,
etc. Sao faceis de utilizar e uteis no desenvolvimento de
projetos, mas ndo sdo obrigatoriamente necessarios para
que o arduino funciona corretamente'.

Funcionamento do Aparelho

O aparelho possuird uma fita de papel enzimatico,
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teste imunocromatografico, de detecgdo baseada na utili-
zagao de tiras de papel contendo um material suporte, im-
pregnadas com reagentes secos que sao ativadas pela apli-
cacgio de amostras fluidas!>'3.

Utilizara amostras de sangue total, plasma ou soro li-
vre de hemdlise, lipemia e contaminagdo, contendo anti-
geno NS1 que ligard ao conjugado anti-NS1 marcado com
ouro coloidal, cujo imunocomplexo migra por capilari-
dade pela membrana do teste ligando-se aos anticorpos
monoclonais anti-NS1 presentes na area teste (T), deter-
minando o surgimento de uma banda colorida nesta area
e positivando a amostra. Se o antigeno NS1 esta ausente
na amostra, ndo havera o aparecimento da banda colorida
na area teste, negativando o. Na éarea controle (C) sempre
aparecera uma banda colorida, demonstrando que os rea-
gentes estdo funcionando corretamente, conforme figura
217,

NEGATIVO
Somente uma banda (vermelho arroxeado)
aparecera nadrea do controle (C).

»® [

POSITIVO
Aparecerdo duas bandas (vermelho arroxeado),

T C
uma na area teste (T) e outra na &rea do controle
g JONI W 1|

Obs.: Qualquer intensidade de cor rosa nas
areas testes deve ser i como
positivo.

INVALIDO

Se ndo surgir evidente banda de cor visivel na 4rea teste (T) e no controle (C) ou se ndo
surgir banda somente no controle (C). Se isto ocorrer a amostra devera ser testada

novamente.
T C
»(© I

»©® 1

OBS.1: resultados obtidos apds 20 minutos ndo deverdo ser considerados.
0BS.2: é recomendado correr um controle paositivo e negativo conhecidos em cada
bateria de testes paraassegurar o bom desempenho do ensaio.

Figura 2. Interpretagdo dos Resultados. Fonte: <http://www.wamadi-
agnostica.com.br/bulas/imuno-rapido/dengue-ns1-1.pdf>

Ap6s o resultado na fita de reag@o enzimatica, o sensor
optico, que baseia-se na transmissao e recepcao de luz in-
fravermelha sera refletida ou interrompida por um objeto
a ser detectado, que no caso do aparelho sera o apareci-
mento da banda de cor visivel na area de Teste (T) e Con-
trole (C). Estes sensores, também denominados fotoelé-
tricos, compde-se basicamente de dois circuitos: trans-
missor, responsavel pela emissdo do feixe de luz e recep-
tor encarregado de receber o feixe de luz!®.

Posteriormente, a leitura obtida pelo sensor sera envi-
ada para o microcontrolador arduino, responsavel por va-
lidar se o teste foi positivo, negativo ou invalido. Logo, o
resultado serd salvo em um cartdo de memoria micro SD.
Desta forma, o resultado de todos os testes realizados pelo
protétipo estara disponivel no micro SD.

O SINED, sera um Sistema Web criado para integrar
ao aparelho portatil com a finalidade de agilizar o pro-
cesso de divulgacdo da estatistica da doenga no pais. Este
sistema sera de acesso publico por meio da internet, onde
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a populagdo em geral podera acompanhar o estado da do-
enga por meio de graficos e tabelas.

Além disso, o SINED contara com uma area de acesso
restrita, cabiveis aos 6rgaos competentes da satide e as Es-
tagdoes de Trabalho (EsT) que utilizardo o aparelho. A
principal fungdo desta area ¢ servir de integracdo entre
aparelho e sistema. Nela, o responsavel pela EsT fara o
upload de dados, onde as informagdes contidas no cartdo
de memoria serdo inseridas no banco de dados.

O Sistema devera identificar, através do arquivo con-
tido no cartdo de memodria, os dados de localiza¢do do
aparelho como cidade/estado e a EsT que pertence, além
de todos os resultados contidos como positivo, negativo e
invalido. Através dessas informagdes, sera possivel pro-
ver relatorios atualizados com maior agilidade, através de
gréficos e tabelas com os dados gerais do pais e a possi-
bilidade de utilizar filtros por estado e cidade.

4. CONCLUSAO

O teste rapido imunocromatografico para diagndstico
da dengue interpretado pelo arduino, na presenca do anti-
geno NS1 em amostras fluidas que podera ser testadas por
gota de sangue total, soro ou plasma. Sera realizado sob
rigida padronizagdo de condi¢des de reacdo, respeitando
a forma de coleta e o tempo de visualizacdo do resultado.
Sabendo da incidéncia de dengue no pais e o tempo de
publicag@o dos resultados dos boletins epidemioldgicos
mostra-se que o prototipo apresentado sera capaz de pro-
mover maior agilidade de informagdo dos testes sendo re-
passados de forma instantdnea para o banco de dados de
estatisticas de dengue.
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