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RESUMO

Chikungunya virus (CHIKV) é um arbovirus do género Alphavirus da familia Togaviridae,
responsavel por causar uma doenca artralgica incapacitante. Desde o seu isolamento na
década de 1950 provocou surtos esporadicos em paises africanos e asiaticos, mas a partir do
ano de 2004 despertou grande preocupacgdo e interesse das autoridades de Saude Publica
mundial apds a ocorréncia de varios surtos e epidemias com grande nimero de infeccbes na
Africa, Asia e ilhas do Oceano indico. Na América, os primeiros casos autéctones ocorreram
em 2013, e nos anos seguintes foi o responsavel por milhdes de infeccbes em todo o
continente, com destaque para o Brasil. Mayaro virus (MAYV), um outro alfavirus artritogénico,
é endémico das Américas especialmente, na regido da Floresta Amazénica. E
antigenicamente relacionado ao CHIKV e assim como ocorreu com este, pode se disseminar
pelo pais, pois possui um grande potencial de urbanizagdo devido a sua capacidade de
transmissao por mosquitos antropofilicos do género Aedes. Baseado nisso, o presente estudo
objetivou empregar técnicas moleculares para quantificar a positividade do CHIKV no Estado
do Piaui e investigar uma possivel circulacdo do MAYV. Adicionalmente, dados de testes
sorologicos realizados em servicos de saude foram analisados. Foram coletadas 347
amostras de soro de pacientes com suspeita de infec¢éo arboviral em todo o ano de 2017.
Destas, 184 amostras foram positivas para CHIKV, sendo 170 positivas por sorologia, 10
através de RT-PCR e 4 na combinacao de ambos os métodos. A maior incidéncia da infeccao
ocorreu em mulheres (73,37%) e em individuos com idade entre 20 e 49 anos (54,9%). Em
relag@o aos sintomas clinicos, os mais prevalentes foram a febre e a artralgia, acompanhados
por cefaleia, mialgia e exantema. Manifestacfes atipicas, como sinais hemorragicos, foram
vistas em 10,33% dos pacientes, uma frequéncia maior que em outros surtos vistos no
Oceano Indico e na América. O acompanhamento clinico dos pacientes positivos para a
deteccdo do RNA do CHIKV mostrou que aproximadamente 60% deles evoluiram para a fase
cronica da infeccdo, que se caracterizou pela persisténcia de artralgia em diferentes
articulagbes do corpo resultando em impacto na qualidade de vida desses pacientes.
Adicionalmente, uma investigacdo do MAYV através de RT-PCR foi realizada, mas néo foi
obtido nenhum isolado. No entanto, em um trabalho paralelo do laboratério, um caso sugestivo
de co-infeccdo por MAYV e DENV foi identificado. Em resumo, os resultados obtidos
demonstram a importancia da vigilancia laboratorial na caracterizagdo do perfil clinico-
epidemioldgico de arbovirus recém introduzidos no Estado (CHIKV), bem como o papel que
métodos mais precisos como a RT-PCR desempenham nesse processo. Além disso, o
emprego desses novos métodos permite uma investigagdo mais precisa de novos arbovirus,
auxiliando desse modo, a Vigilancia Epidemioldgica estadual no monitoramento da entrada e
circulacao viral e na elaboracao de novas estratégias de enfrentamento a essas infeccdes.

Palavras-chave: CHIKV; MAYV; RT-PCR; Monitoramento Epidemiol6gico; Piaui.
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1 INTRODUCAO

Chikungunya virus (CHIKV) é um arbovirus pertencente ao género Alphavirus da
familia Togaviridae. Ele foi identificado pela primeira vez em 1952, na Tanzénia e a partir
desse momento, ocasionou surtos esporadicos em paises africanos e asiaticos nas cinco
décadas seguintes (BURT et al., 2017; KOSASIH et al., 2013). No entanto, apds uma epidemia
na costa leste do Quénia no ano de 2004, observou-se uma ampla disseminagdo do CHIKV
em varios paises da Africa, ilhas do Oceano indico e Asia provocando surtos de magnitude
sem precedentes (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009; THIBERVILLE et al.,, 2013a;
WEAVER; REISEN, 2010), e que teve reflexos na Europa (REZZA et al., 2007) e Estados
Unidos (LANCIOTTI et al., 2007) com os primeiros casos importados de CHIKV.

Nas Américas, o primeiro registro de transmissdo autéctone do virus ocorreu no final
do ano de 2013, na ilha caribenha de Saint Martin (LEPARC-GOFFART et al., 2014;
WEAVER, 2014) e no ano seguinte, os primeiros casos autéctones foram detectados no
Brasil, nos Estados do Amapéa e Bahia (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; NUNES et al.,
2015; TEIXEIRA et al., 2015). Desde entdo, um aumento exponencial no nimero de casos
suspeitos e/ou confirmados tem sido relatado em varios Estados brasileiros, incluindo o Piaui,
com impacto direto nos indicadores de morbidade (BARROS, 2018; BRASIL, 2017; BRASIL,
2018; CARDOSO, 2017; COSTA, M. et al., 2017; CUNHA et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

Outro patdgeno pertencente ao género Alphavirus, o Mayaro virus (MAYV) também
exibe importancia clinico-epidemioldgica no continente americano. E endémico das Américas
Central e do Sul, principalmente, na area da Bacia Amazonica e areas vizinhas (ACOSTA-
AMPUDIA et al., 2018; AZEVEDO et al., 2009; HALSEY et al., 2013). No Brasil, as maiores
evidéncias de sua circulacdo estdo nas regides Norte e Centro-Oeste, com destaque para o
Estado de Goias (ABAD-FRANCH et al., 2012; AZEVEDO et al., 2009; BRUNINI et al., 2017;
MOURAO et al., 2012; MOURAO et al., 2015; PAUVOLID-CORREA et al., 2015;
RODRIGUEZ-MORALES et al., 2017; ZUCHI et al., 2014).

No entanto, em dados divulgados pelo Ministério da Saude no ano de 2016, um
possivel caso de infec¢do por MAYV foi notificado na Bahia, regido Nordeste (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016). Essa informacio merece ser vista com atencdo por pesquisadores e
autoridades de saude uma vez que, 0 MAYV produz sintomas clinicos semelhantes aos do
DENYV, ZIKV e CHIKV, arbovirus que sabidamente circulam na regido Nordeste (CARDOSO
et al., 2015), além de ter uma capacidade comprovada para circular silenciosamente durante
surtos de outros arbovirus (ZUCHI et al., 2014).

Estes dois virus fazem parte do mesmo complexo antigénico e provocam doencas com
uma sintomatologia semelhante. Elas se caracterizam, na fase aguda, por febre, cefaleia,
mialgia, dor retro-orbitaria e poliartralgia, sendo este, o sintoma mais expressivo dessas

infeccbes, e que pode persistir por varios anos caracterizando a fase crénica (BURT et al.,
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2012; BRUNINI et al., 2017; ESPOSITO; FONSECA, 2017; STAPLES; FISCHER, 2014;
WEAVER et al., 2018; ZUCHI et al., 2014).

No Piaui, as arboviroses sdo um problema antigo para a Saude Puablica. E endémico
para o Dengue virus (DENV) desde a década de 1990 (CASTRO et al., 2003) e recentemente,
teve a co-circulacdo dos quatro sorotipos virais detectada, caracterizando-o como
hiperendémico (GARCES, 2016; SANTOS, 2013; VALE, 2015). Além disso, outros arbovirus
como o West Nile virus (WNV), CHIKV e Zika virus (ZIKV) também foram identificados
(BARROS, 2018; BRASIL, 2017; CARDOSO, 2017; SESAPI, 2016; VIEIRA et al., 2015). Vale
notar que, a co-circulagdo de varios arbovirus em uma mesma area geogréfica prejudica a
identificacdo de arbovirus menos comuns uma vez que, eles provocam uma sintomatologia
semelhante e que o diagnostico € na maioria dos casos, baseado nos sintomas clinicos
(FURUYA-KANAMORI et al., 2016; MORRISON, 2014).

Assim, com base no carater emergente e reemergente do CHIKV nos ultimos anos em
regibes endémicas ou ndo-endémicas para o DENV de varios paises e territérios do mundo,
inclusive no Brasil, com destaque para a regiao Nordeste e numa possivel circulacao
silenciosa do MAYV durante surtos de outras arboviroses, existe a necessidade de uma
melhor compreensédo da epidemiologia desses agentes para o desenvolvimento de sistemas
de vigilancia e de controle funcionais (ABAD-FRANCH et al., 2012; AZEVEDO et al., 2009;
BRASIL, 2017; FURUYA-KANAMORI et al., 2016; NSOESIE et al., 2016; ZUCHI et al., 2014).

Tendo em vista isso, a utilizagdo ou até mesmo o desenvolvimento de métodos
laboratoriais mais sensiveis e especificos, como a RT-PCR, permite um diagndstico mais
seguro e confiavel de infec¢des arbovirais, considerando a dificil diferenciacédo clinica entre
estas. Além disso, permitem uma posterior analise da sequéncia genética do virus circulante
em uma dada regido geogréfica, possibilitando a caracterizacdo em nivel de gendtipo ou
linhagem e uma possivel correlacdo com a gravidade da doenca (BRONZONI et al., 2005;
EDWARDS et al., 2007; PFEFFER et al., 2002).

Adicionalmente, no caso das infec¢des por alfavirus artritogénicos, como CHIKV e o
MAYYV, a deteccdo precoce facilita 0 manejo adequado dos pacientes podendo assim, reduzir
a carga de doenca grave atipica e artritica cronica do CHIKV, por exemplo (YACTAYO et al.,
2016) e o desenvolvimento de métodos moleculares altamente especificos seria muito Util na
investigacdo da epidemiologia do MAYV uma vez que, devido a reatividade cruzada com
alfavirus relacionados mostrada em testes soroldgicos, ha uma subnotificacdo de casos dessa
infeccdo (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arbovirus

Arbovirus € um termo genérico derivado do inglés “arthropod-borne viruses”, que
designa um grupo de virus transmitidos por vetores artropodes, como mosquitos e carrapatos,
e gque necessitam destes para completar parte do seu ciclo replicativo (LOPES; NOZAWA,;
LINHARES, 2014). Estima-se que possa existir mais de 500 espécies de arbovirus, sendo
mais de 150, relacionadas com o desenvolvimento de doencas em humanos (DONALISIO;
FREITAS; VON ZUBEN, 2017; MUSSO; GUBLER, 2016; SILVA JUNIOR et al., 2018).

Atualmente, os arbovirus com maior importancia para a Saude Publica estédo
agrupados em cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae (CASSEB et al., 2013; DONALISIO; FREITAS; VON ZUBEN, 2017; LIANG;
GAO; GOULD, 2015; WEAVER; REISEN, 2010). Eles encontram-se distribuidos
geograficamente por quase todos os continentes, porém sua ocorréncia tem sido relatada
principalmente, em regibes de clima tropical e subtropical (LIANG; GAO; GOULD, 2015;
LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). No entanto, alguns arbovirus como o CHIKV, podem
se adaptar a novas espécies de mosquitos e assim, se disseminar para areas temperadas
(REZZA et al., 2007; TSETSARKIN et al., 2007).

Nos ultimos anos, foi possivel observar uma ampla propagacéo de diferentes arbovirus
em varios lugares do mundo (DONALISIO; FREITAS; VON ZUBEN, 2017; STAPLES;
BREIMAN; POWERS, 2009; WEAVER; REISEN, 2010). Entre os varios fatores que
contribuiram para essa disseminacdo, estdo as mudangas climaticas, o desmatamento, a
urbanizacdo e o aumento do trafego aéreo internacional (BURT et al., 2017; CLETON et al.
2015; DONALISIO; FREITAS; VON ZUBEN, 2017; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014;
GOULD et al., 2017; LIMA-CAMARA, 2016; MOTA et al., 2016).

Além desses, um outro fator também pode contribuir na disseminagéo arboviral: as
variacdes genéticas do virus (MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016; NICHOL; ARIKAWA;
KAWAOKA, 2000). VariagBes genéticas, como as mutagdes, podem influenciar a distribuicao
viral ao aumentar a viruléncia e/ou facilitar a adaptacao a novos vetores, conforme visto com
o CHIKV, onde uma mutacdo numa proteina de envelope foi associada com uma maior
infectividade do CHIKV em mosquitos Aedes albopictus, 0s mosquitos mais predominantes
na ilha Reunido e os principais responsaveis pela disseminacdo do CHIKV pelo Oceano
indico, Sudeste Asiatico e Europa (CAGLIOTI et al., 2013; SCHUFFENECKER et al., 2006;
TSETSARKIN et al., 2007).

Apesar de serem encontrados em muitos paises, a maior diversidade de arbovirus do
mundo esta localizada no Brasil (CASSEB et al., 2013). Até 2013, 210 tipos diferentes tinham

sido identificados e desse total, mais de 30 haviam sido implicados em infec¢cbes humanas
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(CASSEB et al., 2013). No cenério epidemiolégico atual, varios desses agentes estdo em
circulagéo e novos foram introduzidos, com destague para aqueles pertencentes aos géneros
Flavivirus da familia Flaviviridae e Alphavirus da familia Togaviridae (DONALISIO; FREITAS;
VON ZUBEN, 2017; MOTA et al., 2016; VIEIRA et al., 2015).

A maioria das infec¢des arbovirais sdo assintoméaticas, no entanto, o CHIKV e o ZIKV
apresentam taxas maiores de individuos sintomaticos (WEAVER et al., 2018). Nas infeccdes
sintométicas, observa-se uma similaridade de sintomas entre os diferentes arbovirus. No
geral, os pacientes apresentam uma doenga febril indiferenciada que pode ou nédo ser
acompanhada por cefaleia, vbémitos, dor retro-orbitaria, exantema com ou sem prurido e
artralgia, ou ainda, apresentar manifestacfes clinicas mais graves como complicacdes
neuroldgicas e hemorragicas (BRONZONI et al., 2005; DONALISIO; FREITAS; VON ZUBEN,
2017; ESPOSITO; FONSECA, 2017; GUZMAN et al., 2016; LIMA-CAMARA, 2016; MUSSO;
GUBLER, 2016; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Em relacdo ao tratamento, ndo existe um antiviral especifico para as pessoas com
alguma infeccdo arboviral, mas existe atualmente varias linhas de pesquisas para o
desenvolvimento dessas drogas. Uma das estratégias mais promissoras e que pode ter um
impacto clinico em curto prazo é o redirecionamento de drogas que ja sdo utilizadas para
outras doencgas. Essa estratégia ja se mostrou util para o ZIKV. Sofosbuvir, um medicamento
aprovado para uso clinico em pacientes com Hepatite C, foi capaz de inibir a replicacdo do
ZIKV (SACRAMENTO et al., 2017). No entanto, na maioria dos casos clinicos o tratamento
ainda se baseia na utilizacdo de medidas que visam a reducdo dos sintomas. Entre essas
medidas estéo a reposic¢éo de fluidos, o uso de analgésicos, antipiréticos e o repouso absoluto
(LIMA-CAMARA, 2016; LOPES; NOZAWA,; LINHARES, 2014; MOTA et al., 2016).

Assim, e considerando os varios fatores relacionados as arboviroses como a
diversidade de arbovirus existente (CASSEB et al. 2013), a similaridade dos sintomas entre
eles e também entre os demais agentes causadores de doenca febril aguda indiferenciada
(BRONZONI et al., 2005; GALAN-HUERTA et al 2018), a co-circulacdo de arbovirus em uma
mesma é&rea geografica (CLETON et al. 2015; FURUYA-KANAMORI et al., 2016) e a
inexisténcia de vacinas e drogas antivirais para a maioria das arboviroses, faz-se necessario
a adocao de medidas de prevencéo que reduzam a morbidade e o impacto econémico e social
causados por essas doencas (LIANG; GAO; GOULD, 2015).

Dentre as medidas que podem ser utilizadas para atingir os objetivos acima citados,
estdo o desenvolvimento e 0 emprego de programas de controle vetorial eficientes, educacao
sanitéria continua das populagfes de areas de risco, uso de repelentes, vacinagdo (no caso
da Febre Amarela) e vigilancia laboratorial. Além disso, a capacitacdo de médicos
profissionais da saude tem que ser promovida a fim de auxiliar no diagndstico diferencial e no
correto manejo de pacientes (BRONZONI et al., 2005; LOPES; NOZAWA, LINHARES, 2014)
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2.2 Alphavirus

Alphavirus é um género pertencente a familia Togaviridae que inclui 31 espécies de
virus reconhecidas (MOTA et al., 2016; RUPP et al 2015;). Esses virus possuem uma ampla
gama de hospedeiros incluindo péassaros, répteis, roedores, peixes, anfibios, equinos e
primatas ndo-humanos (ATKINS, 2013; MOTA et al., 2016; MURRAY; ROSENTHAL;
PFALER, 2010). O ser humano também é um hospedeiro e varios desses virus representam
sérias ameacas a saude humana em muitas areas do planeta (COUDERC; LECUIT, 2015;
STRAUSS; STRAUSS, 1994).

Os membros do género Alphavirus sdo agrupados em complexos antigénicos
(ZUCKERMAN et al., 2004). Inicialmente, essa classificacdo foi feita baseada em reacdes
soroldgicas e o resultado foi a identificagdo de sete complexos: Complexo do virus da Floresta
Semliki (SFV), Floresta Barmah (BFV), Ndumu (NDUV), Middelburg (MIDV), Encefalite Equina
Venezuelana (VEEV), Encefalite Equina do Leste (EEEV) e Encefalite Equina do Oeste
(WEEV) (GOULD et al., 2010; WEAVER et al., 2012). No entanto, com a descoberta de mais
espécies e com o posterior emprego de ferramentas para a analise das sequéncias genémicas
pdde-se descobrir mais um complexo, o complexo do virus Trocara (TROCV) (GOULD et al.,
2010; POWERS et al., 2001; WEAVER et al., 2012).

Além da subdivisdo em complexos, os alfavirus também podem ser classificados em
Alfavirus do Velho Mundo e Alfavirus do Novo Mundo com base na sua origem geografica e
na doenca clinica provocada (MOTA et al., 2016; RYMAN; KLIMSTRA, 2008; SCHWARTZ,
ALBERT, 2010). Os alfavirus do Velho Mundo sdo responsaveis por causar uma doenca
artritica que pode persistir por anos nos individuos acometidos, enquanto os alfavirus do Novo
Mundo causam uma doencga que se caracteriza por encefalite e que representa uma grave
ameaca a saude humana e também animal (ASSUNC;AO—MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA;
POIAN, 2013; SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE,
2012; WEAVER et al., 2012).

Estruturalmente, os virus pertencentes ao género Alphavirus sdo pequenos,
envelopados e medem cerca de 65-70 nm de diametro (STRAUSS; STRAUSS, 1994;
ZUCKERMAN et al., 2004). Possuem um capsideo icosaédrico composto por 240 mondmeros
da proteina de capsideo que formam uma estrutura quaternaria de simetria T=4 e um
envelope lipidico que contém 80 espiculas proteicas formadas por trimeros de heterodimeros
das glicoproteinas de envelope E1 e E2 que também apresentam essa simetria (CHENG et
al.,1995; GAROFF; SJOBERG; CHENG, 2004). Essa propor¢do equivalente entre a
quantidade de proteina do capsideo e a quantidade das glicoproteinas de envelope (CHENG
et al.,1995) é importante para a montagem da particula viral (GOULD et al., 2010).

O genoma dos alfavirus consiste de uma molécula de RNA fita simples, senso-positivo

com tamanho entre 11kb e 12 kb, com um cap na extremidade 5 e uma cauda poli-A na
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extremidade 3’ (LEUNG; NG; CHU, 2011; MOTA et al.,, 2016; MURRAY; ROSENTHAL,;
PFALLER, 2010; STRAUSS; STRAUSS, 1994; ZUCKERMAN et al., 2004). Este genoma
possui duas Matrizes de Leitura Abertas, ORFs (do inglés Open Reading Frames), que
codificam duas poliproteinas precursoras, uma nao estrutural e uma estrutural, (Figura 1)
(BROOKS et al., 2014; STRAUSS; STRAUSS, 1994).

A ORF ndo-estrutural pode codificar até duas poliproteinas precursoras, hsP123 ou
nsP1234 dependendo do virus, que apds serem clivadas por proteases virais e do hospedeiro
geram quatros proteinas ndo-estruturais denominadas nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. Estas
proteinas fazem parte do complexo de transcri¢cdo e replicagdo de alfavirus (GOULD et al.,
2010; REMENYI et al., 2018; STRAUSS; STRAUSS, 1994). A ORF estrutural gera as
proteinas estruturais denominadas Capsideo (C), do Envelope (E1, E2 e E3) e no peptideo
6K apo6s a clivagem da poliproteina originada do RNA mensageiro subgenémico 26S
(BROOKS et al.,, 2014; MOTA et al.,, 2016; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2010;
PULMANAUSAHAKUL et al., 2011).

Cap 4 | } A, Genoma RNA
nsP1 nsP2 ~ nsP3 nsP4 l

Cap | \ {-A,  RNAm26S
C E3 E2 6K FEf

Figura 1. Organizacdo genémica dos Alphavirus. Fonte: Adaptado de Brooks et al., 2014.

Em alguns casos, além da proteina 6K, alguns alfavirus como o CHIKV e 0 MAYV,
também podem expressar a proteina TF (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; REMENYI et al.,
2018; SILVA; DERMODY, 2017), conforme pode ser visto na Figura 2. Essa proteina é
expressa quando ocorre um deslocamento do quadro de leitura (Frameshift) da proteina 6K,
uma vez que elas compartilham o mesmo sitio amino-terminal (N-terminal), mas diferem na
sua extremidade carboxi-terminal (C-terminal) (ACOSTA-AMPUDIA et al.,, 2018; SILVA,
DERMODY, 2017).
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5’ CAP AAAAA 3’ RNA Gendémico

l Traducdo

NSP1 NSP2 NsP3  [NSPATT

Poliproteina Nao-estrutural mRNA 265
57 CAP me——— AAAAA 3’ RNA Subgendmico
Clivagem
Traducéo
NSP1 NSP2 nsp3  [NsSPaT

[ [T wudanca de quadro ribossémico

Poliproteinas estruturais
‘ Clivagem
Y
[< 5= -
F

Proteinas estruturais

Figura 2. Organizacdo Gendbmica do MAYV. Assim como o CHIKV e outros alfavirus, o MAYV
apresenta a proteina TF, resultante do frameshift da proteina 6K. Fonte: Adaptado de Acosta-Ampudia
et al., 2018.

Dentre as proteinas estruturais, as glicoproteinas de envelope E1 e E2 apresentam
grande importancia, pois participam do processo de ligagdo ao receptor, fusdo e inducéo da
resposta imune (MUKHOPADHYAY et al., 2006; STRAUSS; STRAUSS, 1994). Além disso,
0s genes que codificam as glicoproteinas E1 e E2 sdo os determinantes genéticos virais
associados com o salto entre espécies e o0 surgimento de alfavirus em novos ciclos mosquito-
humano, como o ocorrido com a linhagem do Oceano indico (IOL) do CHIKYV, originada a
partir de uma mutacdo na proteina E1 de uma estirpe do gendtipo ECSA, que se adaptou a
um novo mosquito vetor, o Aedes albopictus (COFFEY et al., 2013; PULMANAUSAHAKUL et
al., 2011; SCHUFFENECKER et al., 2006; TSETSARKIN et al., 2007).

A replicacdo dos alfavirus ocorre tanto em vertebrados como em invertebrados
(SOLIGNAT et al., 2009; STRAUSS; STRAUSS, 1994). O processo, no geral, comega com a
ligacdo das glicoproteinas de envelope a um receptor desconhecido da célula hospedeira. No
entanto, alguns receptores ja foram identificados na infeccéo por alguns destes virus, como o
DC-SIGN (Molécula de Adeséo Intercelular 3 englobadora ndo-integrina especifica de Células
Dendriticas, do inglés Dendritic-Cell-Specific ICAM3-grabbing non-integrin) para o Sindbis
virus (SINV); Um receptor laminina e glicosaminoglicanos também para o SINV e um receptor
semelhante a laminina em células de mosquitos para o VEEV (SOLIGNAT et al., 2009;
STRAUSS; STRAUSS, 1994).

Apbs a ligacdo com a célula hospedeira, que é feita pela glicoproteina E2, o virus é
internalizado através de endocitose mediada pelo receptor (LEUNG; NG; CHU, 2011;
MUKHOPADHYAY et al.,, 2006; WEAVER et al., 2012). O baixo pH do endossomo

desencadeia alterac6es conformacionais nas glicoproteinas de envelope. E1 se dissocia do
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heterodimero E1-E2 e expbe um peptideo hidrofébico que é responsavel pela fusdo das
membranas viral e do endossomo (GAROFF; SJOBERG; CHENG, 2004; RYMAN;
KLIMSTRA, 2008; WEAVER et al., 2012). Logo ap6s a fusdo das membranas, o
nucleocapsideo € liberado no citoplasma e ocorre a sua dissociacao. O RNA € entdo traduzido
na poliproteina ndo-estrutural (LEUNG; NG; CHU, 2011; RUPP et al., 2015).

O processamento inicial produz a poliproteina P123 e a proteina nsP4. Essas duas
proteinas formam um complexo de replicacdo (também denominado esférula) instavel,
responsavel pela sintese de RNA senso negativo. Com uma clivagem adicional é formado o
complexo estavel nsP1-P23-nsP4, responsavel pela sintese dos RNAs gendmico e
subgendmico senso-positivo, sendo este Ultimo usado para a producdo das proteinas
estruturais (GAROFF; SJOBERG; CHENG, 2004; LEUNG; NG; CHU, 2011; RUPP et al.,
2015; SPUUL et al., 2011). Em seguida, ocorre a traducdo da poliproteina estrutural, a sua
clivagem, a formacéo do nucleocapsideo e por fim o brotamento de uma particula viral madura
(GAROFF; SJIOBERG; CHENG, 2004; LEUNG; NG; CHU, 2011; RYMAN; KLIMSTRA, 2008).

2.2.1 Chikungunya virus

Chikungunya virus (CHIKV) é um arbovirusde RNA fita simples, polaridade positiva,
pertencente ao género Alphavirus da familia Togaviridae (SILVA; DERMODY, 2017). Provoca
uma doencga que se caracteriza por febre alta de inicio repentino, mialgia, cefaleia, erupcao
cutanea, nauseas, vomitos e artralgia, sendo este, o sintoma mais caracteristico e que
geralmente, é grave e atinge varias articulacdes do corpo em um padrao simétrico podendo
ainda, persistir por varios anos (ARANKALLE et al., 2007; SILVA; DERMODY, 2017,
SUBHUDI et al., 2018; WEAVER et al, 2018; WEAVER; REISEN, 2010; WONG; CHU, 2018).

A transmissdo do CHIKV ocorre através da picada de mosquitos do género Aedes e
apresenta dois ciclos (PARDIGON, 2009). O primeiro ciclo é enzo6tico e ocorre entre primatas
nao-humanos e algumas espécies de mosquitos selvagens do género Aedes como o Aedes
furcifer, Aedes luteocephalus, Aedes taylori, Aedes africanus e Aedes neoafricanus na Africa
(COFFEY; FAILLOUX; WEAVER, 2014; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2015; POWERS;
LOGUE, 2007; SINGH; UNNI, 2011). O segundo ciclo é urbano e a transmiss&o ocorre entre
mosquitos e seres humanos. Neste ciclo, 0s principais vetores envolvidos sG0 0s mosquitos
antropofilicos Aedes aegypti e Aedes albopictus, que sdo amplamente distribuidos em regides
tropicais e sub-tropicais e também em regiées mais temperadas, no caso do Aedes albopictus
(COFFEY; FAILLOUX; WEAVER, 2014; PARDIGON, 2009; THIBERVILLE et al., 2013b).
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2.1.1.1 Epidemiologia

O CHIKYV foi identificado pela primeira vez em 1952 na provincia de Tanganyika,
Tanzénia, durante um surto de uma doenca febril desconhecida que se caracterizava por
intensa artralgia (BURT et al., 2017; ROBINSON, 1955; ROSS, 1956). O nome deriva de uma
palavra da lingua Makonde, idioma falado nessa regido, e que significa “aquele que se
enverga” ou “tornar-se contorcido” em referéncia a postura encurvada das pessoas
acometidas pela enfermidade (BURT et al.,, 2012; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014,
LUMSDEN, 1955; ROBINSON, 1955; SUBHUDI et al., 2018).

ApoOs a sua primeira descrigdo, varios relatos de casos esporadicos ou surtos do
CHIKYV foram feitos em vérios paises africanos e asiaticos (BURT et al., 2017; SINGH; UNNI,
2011; ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016). Os primeiros surtos urbanos de CHIKV ocorreram
no continente asiatico, na Tailandia, na década de 1960 (STAPLES; BREIMAN; POWERS,
2009). Depois, entre 1963 e 1973 foram registrados surtos em cidades indianas como Calcuta,
Madras, Vellore, Barsi, entre outras (ARANKALLE et al., 2007; STAPLES; BREIMAN;
POWERS, 2009). A partir desse momento, a atividade do CHIKV foi registrada de forma
intermitente em paises da Africa e da Asia até o comego dos anos 2000, com muitos desses
relatos ocorrendo apés um grande intervalo de tempo entre um surto e outro (ARANKALLE et
al., 2007; BURT et al., 2017; LARAS et al.,, 2005; POWERS; LOGUE, 2007; ZELLER,;
BORTEL; SUDRE, 2016).

Porém, no ano de 2004 uma grande epidemia de CHIKV emergiu na ilha Lamu, regido
costeira do Quénia, e atingiu um numero estimado de 13.500 pessoas, 75% da populacdo da
ilha (SERGON et al., 2008). A partir dessa epidemia, o virus se disseminou para outros paises
africanos, para paises do Oceano indico, india e Sudeste Asiatico (JOSSERAN et al., 2006;
POWERS; LOGUE, 2007; SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SISSOKO et al., 2008; SERGON et
al., 2007; STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). Em seguida, o CHIKV atingiu a Europa e
por ultimo, chegou ao continente americano (LEPARC-GOFFART et al., 2014; PETERSEN;
POWERS, 2016; REZZA et al., 2007; SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Na Ameérica, o0 primeiro caso autdctone foi relatado na ilha caribenha de Saint Martin,
em outubro de 2013 (LEPARC-GOFFART et al., 2014), embora casos importados ja tenham
sido descritos nos Estados Unidos (LANCIOTTI et al., 2007) e no Brasil (ALBUQUERQUE et
al., 2012). Nessa ocasiao, os virus isolados pertenciam ao genétipo asiatico e ndo ao genétipo
Leste-Centro-Sul Africano (ECSA) que foi o responséavel pelas epidemias no Oceano indico e
por casos em alguns paises europeus (LEPARC-GOFFART et al., 2014; WEAVER, 2014). A
partir de entdo, o virus se tornou uma preocupacgdo para as autoridades de Saude Publica,
principalmente, pelo seu alto potencial para se disseminar por vérias regibes americanas,
inicialmente, na regido do Caribe, onde o grande fluxo de turistas provenientes em sua maior

parte, da Europa e da América continental e também a presenca de mosquitos vetores do
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género Aedes, eram apontados como os principais fatores envolvidos nessa possivel
disseminacéo do virus (CAUCHEMEZ et al., 2014).

No Brasil, o primeiro caso de infeccdo autdctone por CHIKV foi identificado em
setembro de 2014, na cidade de Oiapoque, Estado do Amapé (LIMA-CAMARA, 2016; NUNES
et al., 2015). Como visto em outros lugares da América, o genétipo do virus era o Asiético, até
entdo, o unico registrado no continente (NUNES et al., 2015). Uma semana depois, trés
pacientes que nao tinham histérico de viagem foram identificados com infec¢ao pelo CHIKV
gendtipo ECSA na cidade de Feira de Santana, Estado da Bahia. Este foi o primeiro relato da
circulacao deste gendtipo na América (NUNES et al., 2015). Segundo os autores, o CHIKV
genotipo ECSA foi introduzido na Bahia a partir de uma pessoa vinda de Angola em Junho de
2014. Desde entdo, o CHIKV vem preocupando as autoridades de saude devido aos surtos
ocorridos em varios estados do Brasil, principalmente no Nordeste (BRASIL, 2018; COLUCCI,
2016; MOTA et al., 2016). Mais informacdes sobre a distribuicdo do CHIKV sdo mostradas na
Figura 3.
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Figura 3. Distribuicdo mundial de Chikungunya virus. Disperséo espacial dos genétipos de CHIKV com
base nos diferentes surtos e epidemias. Adaptado de Burt et al., 2017.

Dados do Ministério da Saude brasileiro mostram que entre os anos de 2015 e 2017,
ocorreu um consideravel aumento no nimero de casos de CHIKV no pais, passando de
38.332 casos provaveis em 2015 para 277.882 em 2016 (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017). Em
2017, foi observado uma reducdo nos casos (185.854), contudo, ainda € um numero
representativo quando comparado com a situacao epidemiolégica do ano de 2015. Vale notar
gue, a maior parte dos casos nos trés anos (~94% em 2015; ~87% em 2016 e 76,5% em
2017) foram registrados na regido Nordeste (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017).
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O Estado do Piaui seguiu a tendéncia da regido Nordeste. Em 2015, apenas 321 casos
foram notificados. No ano seguinte, 2.774 casos foram relatados, um aumento de 864,17%.
Em 2017, houve uma reducéo nacional ho nimero de casos notificados de CHIKV e a regido
Nordeste apresentou 0 mesmo padrao, no entanto, o Piaui e 0 Ceara foram os Unicos estados
onde foi observado um aumento no numero de casos, com 0 Piaui registrando 6.319 casos
(BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; BRASIL, 2018). Testes moleculares realizados no laboratério
de Bioquimica e Biologia de Micro-organismos e Plantas (BIOMIC) da Universidade Federal
do Piaui nos anos de 2016 e 2017 foram capazes de identificar a circulagdo de CHIKV no
Estado (BARROS, 2018; CARDOSO, 2017). Esses dados destacam a importéncia da
realizacdo de mais pesquisas na investigacdo da distribuicdo desse patdégeno e do pefrfil
epidemioldgico da infeccéo na regido Nordeste e também no Estado do Piaui.

2.2.1.2 Diversidade Genética

O CHIKV possui apenas um sorotipo. No entanto, trés genétipos foram descritos: o
Oeste Africano (WATf); Leste-Centro-Sul Africano (ECSA) e o gendtipo Asiatico (MOTA et al.,
2016). Posteriormente, uma linhagem derivada do gendtipo ECSA, a linhagem do Oceano
indico (IOL), foi descrita. Essa linhagem resultou de uma Gnica alteragio de aminoéacidos na
glicoproteina E1 (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; SCHUFFENECKER et al., 2006;
TSETSARKIN et al., 2007). Estes genotipos foram estabelecidos com base na distribuicéo
geografica dos isolados e também nas sequéncias dos genes E1, E2, nsP1 e em sequéncias
gendmicas completas (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; GANESAN; DUAN; REID, 2017;
MOTA et al., 2016; POWERS et al., 2000; SCHUFFENECKER et al., 2006; THIBERVILLE et
al., 2013b).

Os gendtipos WAF e ECSA se originaram na Africa, e provavelmente evoluiram de um
mesmo ancestral, tendo divergido na escala evolutiva ha aproximadamente 350 anos
(WEAVER; REISEN, 2010). Este fato contribuiu para a formulagdo da hipétese de que o virus
tenha surgido no continente africano (BURT et al., 2012; WEAVER; REISEN, 2010). A
propagacao do virus africano foi possivel gracas a um ciclo enzod6tico envolvendo mosquitos
Aedes selvagens e primatas ndo-humanos (SINGH; UNNI, 2011; VOLK et al., 2010). O
gendtipo Asiético provavelmente se originou de um gendtipo africano que tenha ficado isolado
por um bom periodo de tempo no continente (BURT et al., 2012; THIBERVILLE et al., 2013b).

A Linhagem do Oceano indico (IOL), derivada do gendtipo ECSA, foi a responséavel
pelas epidemias na Africa, india, nas ilhas do Oceano indico e Europa a partir de 2004
(COFFEY et al.,, 2013; SCHWARTZ; ALBERT, 2010; VOLK et al., 2010). Essa ampla
disseminacao resultou de uma mutacdo pontual do gene E1, em que houve a troca de um
aminoacido Alanina por uma Valina na posi¢ao 226 tornando assim, o virus apto em infectar

o mosquito Aedes albopictus. Desde entdo, o virus se propagou por diferentes regides



26

provocando surtos e epidemias (BURT et al., 2012; BURT et al., 2017; CAGLIOTI et al., 2013;
SCHWARTZ; ALBERT, 2010; SINGH; UNNI, 2011; STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009;
THIBERVILLE et al., 2013a; THIBERVILLE et al., 2013b).

2.2.1.3 Patogénese e Aspectos Clinicos

O CHIKV é inoculado na derme através da picada das fémeas dos mosquitos do
género Aedes durante o repasto sanguineo. Logo apdés, o virus comeca a se replicar no local
da inoculacdo. Varias células residentes estdo presentes, como fibroblastos, macréfagos da
derme, células de Langerhans e células dendriticas (KAM et al., 2009; LUM; NG, 2015). O
virus também pode ser inoculado direto nos vasos sanguineos e assim, se disseminar para
os drgaos-alvo (LUM; NG, 2015). Quando é inoculado intradermicamente, o CHIKV, apds sua
replicacéo inicial, atinge o tecido subcutédneo onde sofre fagocitose. Entre as responsaveis
pela fagocitose, estdo as células dendriticas que em seguida, migram aos linfonodos e
apresentam os antigenos do CHIKV ao sistema imunolégico (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO,
2014).

Nos linfonodos, o virus infecta e se multiplica em outras células, como mondcitos,
macroéfagos e outros leucdcitos, onde € produzida uma resposta baseada em interferon (IFN)
e outras citocinas, na tentativa de limitar a infeccdo (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; KAM
et al., 2009; LUM; NG, 2015). Essas células infectadas saem dos linfonodos e, através da
corrente sanguinea, atingem locais alvo, como o figado, musculos, articulagdes e o cérebro,
onde os virus se reproduzem, ocasionando as manifestagfes clinicas da doenca, (Figura 4),
(FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; LO PRESTI et al., 2014; LUM; NG, 2015; SCHWARTZ,
ALBERT, 2010).
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Figura 4. Representagdo esquematica da entrada e disseminagdo do CHIKV no organismo humano. 1) Fémea
dos mosquitos Aedes sp. infectadas com o CHIKV inoculam o virus ao picar o ser humano; 2) CHIKYV infecta e se
replica nas células residentes da derme; O virus também pode ser inoculado diretamente na corrente sanguinea,
3); 4) As células da derme infectadas migram para os linfonodos drenantes e em seguida, ocorre a liberagdo dos
virions na corrente sanguinea, 5); 6) Da circulacao, o virus pode se disseminar para varios 6rgédos, como figado,
baco, cérebro, além das articulagdes e musculos. Fonte: Adaptado de Lum; Ng, 2015.

O periodo de incubacao do virus no organismo é muito variavel, mas geralmente fica
entre 2 - 12 dias (BURT et al., 2012; SINGH; UNNI, 2011; STAPLES; BREIMAN; POWERS,
2009; THIBERVILLE et al., 2013b). A producéo de anticorpos de fase aguda da classe de
Imunoglobulinas M - IgM - ocorre durante a viremia, geralmente entre o terceiro e o oitavo dia,
que coincide com o inicio dos sintomas (COUDERC; LECUIT, 2015; SCHWARTZ; ALBERT,
2010; WEAVER; LECUIT, 2015). A producéo dos anticorpos de fase crbnica, da classe de
Imunoglobulinas G, 1gG, se sobrepde a producéo dos anticorpos IgM, geralmente ocorrendo
entre o quarto e o décimo dia (COUDERC; LECUIT, 2015; SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE,
GASQUE, 2012).

A evolucao clinica da doenca subdivide-se em 3 fases: Aguda, sub-aguda e crbnica
(AN et al., 2017; MARQUES et al., 2017). A fase aguda tem um inicio abrupto e os principais
sintomas primarios incluem febre alta que pode durar de alguns dias até 2 semanas
(STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009), acompanhada ou ndo por artralgia, mialgia, cefaleia,
dor retro-orbitaria, calafrios, exantema com ou sem prurido, que pode ocorrer no tronco, na

face, nas palmas das maos ou nas solas dos pés, e fadiga (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO,
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2014; GOULD et al.,, 2017). A poliartralgia € a principal manifestacdo clinica desta
enfermidade, desenvolvendo-se em padréo simétrico, atingindo as articulacdes do tornozelo,
punhos e pequenas articulacbes da mao, e também grandes articulacbes do corpo humano
como os joelhos, e ombros (MOTA et al., 2016; STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009;
THIBERVILLE et al., 2013b).

A fase sub-aguda é uma fase intermediaria da evolucgéo clinica da Febre Chikungunya,
que se estende do final da fase aguda, por volta do décimo quarto dia, até os trés meses. Ela
pode ocorrer em até 50% dos individuos acometidos pelo virus (MARQUES et al., 2017). E
caracterizada por sintomas articulares, como a artralgia, artrite, bursite, tenossinovite, rigidez
matinal e astenia, que podem ter evolug¢do continua ou intermitente (DUPUIS-MAGUIRAGA
et al., 2012; MARQUES et al, 2017). Além desses sintomas, inflamacdo sinovial e
periarticular, distarbios vasculares periféricos, neuropatias e distarbios neuropsiquiatricos
podem ser vistos nessa fase da doenca (AN et al., 2017).

A fase cronica da doenca é caracterizada por intensa e debilitante artralgia, podendo
ou nao, ser acompanhada por edema (inchacgo) (STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). Os
pacientes podem sofrer ainda, de episédios recidivantes de artrite cronica debilitante por anos
apos a infeccao inicial (MOTA et al., 2016; STAPLES; BREIMAN; POWERS, 2009). Acredita-
se que isto deva ocorrer pela persisténcia do virus nos tecidos das articulagdes ou pela forte
resposta imune do hospedeiro nos locais afetados (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-
OLIVEIRA, POIAN, 2013; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012; MOTA et al., 2016), sendo esse
guadro mais comumente encontrado em individuos com outras comorbidades, em idosos e
imunocomprometidos (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE, GASQUE, 2012).

Outras manifestacdes menos comuns que podem ocorrer durante o curso da infeccédo
por CHIKV, incluem: encefalites, paralisia flacida, meningite, Sindrome de Guillain-Barré,
uveite, neuroretinite, miocardite, pneumonia, insuficiéncia hepética, dermatite bolhosa,
insuficiéncia respiratéria, manifestacdes hemorragicas e lesGes necrosantes da pele
(BORGHERINI et al., 2007 ECONOMOPOULOU et al., 2009; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO,
2014; MOTA et al., 2016; NKOGHE et al., 2012; STAIKOWSKY et al.,, 2009; STAPLES;
BREIMAN; POWERS, 2009; TORRES et al., 2015).

Os grupos mais suscetiveis ao desenvolvimento de manifestacdes clinicas graves sédo
0s recém-nascidos, idosos e imunocomprometidos (STAPLES; FISCHER, 2014). Os
neonatos podem ser infectados verticalmente, isto €, através da transmissdo materno-fetal
nos periodos anteparto, intraparto e pré-parto (RAJAPAKSE; RODRIGO; RAJAPAKSE, 2010;
BANDEIRA et al., 2016; BURT et al., 2017). A transmissdo materno-fetal ocorreu mais
frequentemente nas maes que apresentaram viremia durante o periodo intraparto e 0s seus
filhos recém-nascidos, tiveram frequentemente, uma infeccdo neonatal mais grave
(GERARDIN et al., 2008a).
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Na populacéo idosa, a idade mais avancada é um fator que predispfe a persisténcia
da artralgia na fase cronica, infeccbes com maior gravidade e até mesmo raros casos de 6bito.
Além disso, alguns outros fatores podem influenciar a resposta do organismo, como a
presenca de comorbidades como o diabetes, hipertenséo e outras doencas cardiovasculares
gue suscetibilizam o sistema imunoldgico dos individuos, diminuindo assim, a resposta contra
a infeccdo por CHIKV (BURT et al., 2012; BURT et al., 2017; FOX; DIAMOND, 2016;
SISSOKO et al., 2008; STAPLES; FISCHER, 2014).

Em relacdo aos individuos imunocomprometidos, a infec¢do pelo CHIKV pode ser
associada a desfechos clinicos diferentes. Em Singapura, dois casos de infec¢édo pelo CHIKV
em pacientes com alguma comorbidade foram relatados. O primeiro caso foi um homem idoso
de 66 anos com um histoérico de doenca renal crénica que desenvolveu peritonite e pneumonia
associada a ventilagdo mecanica. O RNA do CHIKV foi detectado no fluido peritoneal
concomitantemente com bactérias e fungos, e por causa disso, o0 CHIKV nao foi identificado
como a causa da peritonite. Ele evoluiu para o ébito cinco meses ap0s a hospitalizagéo (KEE;
YANG; TAMBYAH, et al., 2010).

O outro caso foi de um homem de 45 anos com histérico de diabetes mellitus e
transplante de figado e que estava sob uso de imunossupressores. Na fase aguda, o paciente
apresentou sintomas comuns, como febre, cefaleia, artrite e inchago abdominal. Entretanto, a
cefaleia persistiu, juntamente com sonoléncia transitéria e os resultados de ressonancia
magnética sugeriram o desenvolvimento de encefalite. Apesar disso, o paciente evoluiu
clinicamente bem (KEE; YANG; TAMBYAH, et al.,, 2010). Assim, pode-se observar que
individuos imunocomprometidos podem responder de maneira diferente a infecgdo pelo

CHIKV e que co-infec¢des podem ser um fator de agravo da condicao clinica.

2.2.2 Mayaro virus
2.2.2.1 Epidemiologia

MAYV é um arbovirus pertencente ao género Alphavirus da familia Togaviridae
(ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; ZUCKERMAN et al., 2004). Recebeu esse nome porque foi
isolado primeiramente no Condado Mayaro, em Trinidad e Tobago, no ano de 1954, a partir
do sangue de quatro trabalhadores rurais e de uma mulher que morava na zona urbana que
se apresentaram com uma doenca febril (ESPOSITO; FONSECA, 2017; LOPES; NOZAWA,
LINHARES, 2014; MOURAO et al., 2012; ZUCHI et al., 2014). Desde entdo, o virus se
espalhou por varios paises da América Latina, em especial, nas Américas Central e do Sul,
causando surtos de doencga febril acompanhada por artralgia, conforme visto na Figura 5
(ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; LEDNICKY et al., 2016; MOTA et al., 2015; TALARMIN et
al., 1998; TERZIAN et al., 2015; VASCONCELOS; CALISHER, 2016).
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Figura 5. Distribui¢cdo espacial do MAYV na América Latina. Fonte: Adaptado de Mota et al., 2015.

No Brasil, o primeiro relato de infeccao por este virus ocorreu em 1955, no estado do
Pard, proximo ao rio Guama (ESPOSITO; FONSECA, 2017). Posteriormente, em 1957
ocorreu o primeiro surto do pais nessa mesma regido. Aproximadamente 100 pessoas foram
atingidas e o MAYV foi isolado de 6 pacientes (MOURAO et al., 2012). Contudo, a primeira
epidemia do pais ocorreu em 1978, em Belterra, no Par4, com um total de 55 pacientes
confirmados (43 por isolamento viral e 12 por testes sorologicos) (ESPOSITO; FONSECA,
2017; PINHEIRO et al., 1981 Apud TERZIAN et al., 2015).

Outros casos também foram registrados nas duas décadas seguintes na regido Norte
do pais. Em 1981, um surto ocorreu em Conceigdo do Araguaia, Para. Dez anos depois, casos
foram relatados na cidade de Benevides, também no Para e em Peixe, no Estado do Tocantins
(ESPOSITO; FONSECA, 2017). Atualmente, sabe-se que o MAYYV circula de forma endémica
nas regides Norte (Amazonas, Acre e Para), e Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul), principalmente, nas areas da Floresta Amazonica (ABAD-FRANCH et al.,
2012; BRUNINI et al., 2017; COIMBRA et al., 2007; MOURAO et al., 2012; PAUVOLID-
CORREA et al., 2015; TERZIAN et al., 2015; ZUCHI et al., 2014).

Adicionalmente, dados recentes divulgados pelo Ministério da Salde brasileiro

mostraram que no periodo compreendido entre Dezembro de 2014 e Janeiro de 2016, houve
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343 notificacbes de doenca ocasionada pelo MAYV. Os casos foram registrados em trés
regides, Norte, Centro-Oeste e Nordeste, com destaque para o Centro-Oeste e
principalmente, para o Estado de Goiads que concentrou 53,3% dos casos notificados (n=183),
seguido por Para (68 — 19,8%) e Tocantins (25 — 7,2%). Do total de notificacBes, apenas 70
foram confirmadas, com a maioria, sendo também do Estado de Goias (60) acompanhada do
Tocantins (9) e Para (1). E interessante notar, que dentre essas notificacdes, um caso suspeito
de infeccdo por MAYYV foi registrado no Estado da Bahia, sugerindo assim, uma circulagéo
silenciosa do virus na regi&o Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

2.2.2.2 Diversidade Genética

Com base em analises filogenéticas e na distribuicdo geogréfica dos isolados, 0 MAYV
pode ser classificado em trés gendtipos: o gendtipo D (Disperso), L (Limitado) e N (Novo)
(AUGUSTE et al., 2015; MAVIAN et al.,, 2017; POWERS et al., 2006). O genétipo D
corresponde a isolados de 1954 a 2003 dispersos por paises da América Central e do Sul:
Trinidad e Tobago, Brasil, Guiana Francesa, Suriname, Peru e Bolivia (MACKAY; ARDEN,
2016; POWERS et al., 2006; TERZIAN et al., 2015). O gendétipo L agrupa apenas 6 isolados
do periodo de 1955-1991, limitados a regiao Norte do Brasil (POWERS et al., 2006; TERZIAN
et al., 2015). O gendtipo N foi identificado recentemente, em 2010. Ele contém apenas uma
estirpe, isolada no Peru (AUGUSTE et al., 2015; TERZIAN et al., 2015; MACKAY; ARDEN,
2016; ESPOSITO; FONSECA, 2017).

2.2.2.3 Modos de Transmissao

O MAYV é mantido na natureza em um ciclo enzodtico semelhante ao da Febre
Amarela selvagem (ESPOSITO; FONSECA, 2017; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014;
MOTA et al., 2015). Ele é transmitido pela picada de mosquitos do género Haemagogus,
especialmente, o Haemagogus janthinomys, o mesmo vetor envolvido no ciclo silvestre do
virus da Febre Amarela (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; ESPOSITO; FONSECA, 2017).

A ecologia do MAYV nao é totalmente conhecida, mas sabe-se que além do género
Haemagogus, vetores secundarios de outros géneros como Psorophora, Culex, Mansonia,
Sabethes e Aedes foram identificados com o MAYV, sugerindo que eles também possam
estar envolvidos na transmissdo (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; SERRA et al., 2016).
Ademais, vérios hospedeiros vertebrados incluindo primatas nao-humanos, roedores,
passaros, preguicas e pequenos mamiferos foram identificados como possiveis reservatorios
virais (ESPOSITO; FONSECA, 2017; MOTA et al., 2015).

As infec¢Bes humanas sdo acidentais e ocorrem mais frequentemente em individuos
qgue moram proximos a areas de florestas tropicais ou zonas rurais ou em pessoas que
trabalham nesse ambiente (ABAD-FRANCH et al., 2012; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014;
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TERZIAN et al., 2015; ZUCHI et al., 2014). Além destes individuos, turistas também podem
se tornar infectados ao visitar paises onde o0 MAYV é endémico (LLAGONNE-BARETS et al.,
2016; RECEVEUR et al., 2010). Infeccdes laboratoriais sdo ainda mais raras. Até hoje, um
Unico caso foi descrito (JUNT et al., 1999), sugerindo que o MAYV possa ser transmitido via
aerossol, embora essa via de transmissdo ndo seja tdo importante epidemiologicamente
(MOTA et al., 2015).

2.2.2.4 Patogénese e Aspectos Clinicos

Apesar de descoberto ha mais de 60 anos, pouco ainda se sabe sobre a fisiopatologia
da Febre do Mayaro (ESPOSITO; FONSECA, 2017). Atualmente, sabe-se que a Febre do
Mayaro € uma doencga que apresenta duas fases, uma aguda e a subaguda, também chamada
de convalescente (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; MOTA et al., 2015). Apés ser inoculado,
0 virus passa por um periodo de incubacdo no organismo que varia de 7 a 12 dias (MOTA et
al., 2015; MOTA et al., 2016).

Logo em seguida, inicia-se a fase aguda da doenca que coincide com o periodo de
viremia, que é transitoria e dura geralmente, entre 3 e 5 dias (MOURAO et al., 2012; ZUCHI
et al.,, 2014). Na fase aguda, os principais sintomas sao febre, cefaleia, mialgia, calafrios,
fotofobia, rash, dor epigastrica, vertigem, e a artralgia que é o sintoma mais debilitante e
caracteristico dessa doenca (MOTA et al., 2016; ZUCHI et al., 2014). Manifestacdes
hemorragicas também podem ser vistas nessa fase da doenca (MOURAO et al., 2012).

Depois da fase aguda, que dura cerca de 5 dias, tem-se inicio a fase convalescente
ou subaguda (MOTA et al., 2015; MOURAO et al., 2012). Nessa fase, a artralgia e a artrite
sdo os sintomas mais caracteristicos (MOTA et al., 2015). A artralgia pode ser dolorosa e
altamente incapacitante e pode acometer varias articulacdes dos membros superiores (ombro,
cotovelo, punho e méao) e inferiores (quadril, joelho, tornozelo e pé) (HALSEY et al., 2013;
MOTA et al., 2015). A artrite € menos comum do que a artralgia, mas ela pode aparecer e

persistir por meses apos a doengca (MOTA et al., 2015).

2.3 Diagndstico Laboratorial do CHIKV e do MAYV

Arboviroses sdo doencas dificeis de serem classificadas em relacdo ao agente
etiologico levando-se em conta somente 0 exame clinico e a anamnese uma vez que, ha uma
sobreposicdo dos sintomas entre algumas delas, principalmente, na fase aguda (BRONZONI
et al., 2005; WAGGONER et al., 2016). Por esse motivo, a utilizacdo de testes laboratoriais
confiaveis é fundamental para a correta deteccao e diferenciacéo entre os arbovirus, incluindo
o CHIKV e 0 MAYV, além de permitir o correto manejo de pacientes e o desenvolvimento de

estratégias de vigilancia que investiguem surtos, evitem e contenham epidemias (BRONZONI
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et al., 2004; BRONZONI et al., 2005; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; MARDEKIAN;
ROBERTS, 2015; WAGGONER et al., 2016).

Os métodos de diagndstico de infeccdes virais podem ser classificados em dois tipos:
Os métodos virologicos (diretos) e sorologicos (indiretos), sendo empregados de acordo com
a cinética da viremia e com a resposta de anticorpos (BURT et al., 2012; RABENAU et al.,
2007). Sao ditos virolbgicos, o isolamento viral em cultura de células, microscopia eletrdnica
de transmisséo, detecgdo molecular através de RT-PCR e o Ensaio imunoabsorvente ligado
a enzima - ELISA para a deteccdo de antigenos (KASHYAP et al., 2010; MARDEKIAN;
ROBERTS, 2015; MOHAN et al., 2010; OKABAYASHI et al., 2015; PEELING et al., 2010;
RABENAU et al., 2007). Um esquema diagnostico da infeccédo pelo CHIKV que pode servir
como modelo para outros alfavirus, como o MAYV, mostrando os principais testes utilizados
de acordo com o periodo da infecgao esta apresentado na figura 6.

Testes Soroldgicos

RT-PCR
Isolamento Viral
—_—

Viremia

Artralgia
1
T I T T
DIA -10/-2 DIAO DIA7 DIA 14 Meses, Anos
Fase Aguda Fase Cronica

Figura 6. Representacdo esquematica do fluxo diagnéstico da infeccéo pelo CHIKV mostrando os
diferentes métodos empregados de acordo com o periodo da infeccdo. (Adaptado de Tanabe et al.,
2018).

O isolamento viral € uma técnica especifica, que visa a obtencdo da particula viral
inteira a partir de amostras de sangue total, plasma, soro, ou de tecidos de casos fatais em
células cultivadas. Contudo, este método ndo é empregado na rotina laboratorial devido ao
seu alto custo, demanda de tempo e de profissionais qualificados (LORENZ et al., 2017,
MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).

Os métodos soroldgicos sao utilizados em um periodo mais tardio, nas fases subaguda
e cronica, e sdo normalmente empregados como testes de triagem, devido ao seu baixo custo
e facilidade de acesso (PEELING et al., 2010).0 principal exemplo é o ELISA para a detecg&o
de imunoglobulinas da classe M (IgM) e de imunoglobulinas da classe G (IgG), além de testes

rapidos imunocromatogréficos, inibicdo da hemaglutinagdo e testes de neutralizacdo
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(JOHNSON et al., 2016; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015; MOHAN et al., 2010). No entanto,
apresentam algumas desvantagens, como: a) resultados falso-negativos quando realizado no
periodo de viremia, o que pode resultar em subnotificacdo dos casos de uma doenca; b)
reatividade cruzada entre espécies muito proximas de um género e c) nao diferenciacéo entre
sorotipos (BRONZONI et al., 2005; ESPOSITO; FONSECA, 2017; MARDEKIAN; ROBERTS,
2015; MOURAO et al., 2015; KASHYAP et al., 2010).

Adicionalmente, testes soroldgicos tém sido empregados nos ultimos anos, para a
deteccdo de antigenos do CHIKV (KASHYAP et al., 2010; OKABAYASHI et al., 2015). O
desenvolvimento e a utilizagdo destes testes vém se mostrando como uma solugéo viavel
para problemas inerentes aos testes empregados para a deteccdo de anticorpos: resultados
falso-negativos em amostras coletadas na fase aguda da infeccdo e a reatividade cruzada
entre alfavirus relacionados (KASHYAP et al., 2010). Além desses problemas, a aplicacdo de
testes rapidos imunocromatogréaficos desenvolvidos para a deteccao de antigenos pode ser
atil em locais em que héa a co-circulagdo do CHIKV e do DENV, mas que ndo possuem uma
estrutura para a realizacdo de exames laboratoriais capazes de distinguir entre essas duas
infeccbes (OKABAYASHI et al., 2015).

Uma alternativa aos testes de detecgdo de antigenos e que € mais confiavel, sensivel
e especifica é a utilizacdo de métodos moleculares para a deteccdo de regides distintas do
genoma viral durante a fase aguda das infecgcbes (BRONZONI et al., 2005; MARDEKIAN,;
ROBERTS, 2015). Entre eles, destaca-se a RT-PCR, que pode ser tanto convencional como
quantitativa em tempo real (BARROS, 2018; BURT et al., 2012; EDWARDS et al., 2007,
KUMAR et al., 2007; PFEFFER et al., 2002; TALARMIN et al., 1998). Além de permitir a
identificac&o, os testes moleculares possibilitam o monitoramento da circulacdo de virus numa
determinada area, fornece novas informacdes sobre a natureza dos ciclos de transmisséo
viral e sobre os padrdes epidemiolégicos e permite a investigacdo de novos patégenos
potenciais (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; SAM et al., 2015).

Assim, com base nas informacdes acima expostas, é possivel perceber que nao existe
um método diagnéstico ideal para a detec¢ao do CHIKV e do MAYV, bem como dos arbovirus
em geral. O periodo da coleta de amostras é um fator essencial para se avaliar a eficiéncia
de um determinado método e consequentemente, fornecer um diagndstico mais confiavel
(TANABE et al., 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Quantificar a positividade do CHIKV em amostras de pacientes com suspeita clinica

da infeccdo empregando técnicas moleculares e soroldgicas, bem como investigar uma

possivel circulacdo de MAYV no Estado do Piaui utilizando técnicas moleculares.

3.2 Objetivos Especificos

o Identificar CHIKV em amostras de soro de pacientes com sinais e sintomas
compativeis com a infeccdo empregando a técnica de RT-PCR e testes soroldgicos;

o Descrever o perfil clinico-epidemiolégico dos pacientes positivos para CHIKV;

e Padronizar protocolos de RT-PCR para a detec¢cdo do MAYV;

e Investigar uma possivel circulagdo silenciosa do MAYV no Estado do Piaui em
amostras com sintomatologia sugestiva da infecgdo, por RT-PCR.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos Eticos e Legais

A pesquisa foi executada mediante apreciacdo e aprovacéo do projeto no Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, com parecer de n° 1197662 (CAAE:
46111615.0.0000.5214), conforme a Resolucéo n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude,

gue regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos.

4.2 Coleta de Amostras e Caracterizacao do Perfil Clinico-Epidemiolégico

Pacientes que apresentaram sinais e sintomas classicos de infeccdo por arbovirus e
que procuraram atendimento no Pronto Socorro Municipal (PSM) e no Hospital Estadual
Dirceu Arcoverde (HEDA) da cidade de Parnaiba, Piaui, foram buscados e entrevistados
guanto a possibilidade de participacdo na pesquisa. Havendo o aceite, 0s pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (ANEXO I). Prosseguiu-se
com a coleta das amostras que foi realizada pelos funcionarios dos servigos de saude. Em
seguida, as amostras coletadas foram transportadas ao Laborat6rio BIOMIC da Universidade
Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, onde foram armazenadas adequadamente
em freezer - 70°C até a realizagdo da andlise.

A caracterizagdo do perfil clinico-epidemiolégico dos pacientes foi realizada através
da aplicagdo de um formulério semi-estruturado (ANEXO II) e também através de testes
soroldgicos, testes rapidos imunocromatograficos e/ou ELISA, para a deteccdo de anticorpos
IgM e/ou IgG anti-CHIKV realizados no Laboratério Central Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI).
Os resultados dos testes foram obtidos através de consulta ao banco de dados do

Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL).

4.3 Extracdo de RNA Viral seguida por Transcrigcdo Reversa (RT)

Para a extracdo do RNA viral das amostras, foi utilizado o kit QIAamp® Viral RNA Mini
Kit (QIAgen, Alemanha), seguindo as orienta¢des do fabricante. Depois de ser obtido, 0 RNA
foi convertido em DNA complementar (cDNA) através do processo de transcri¢do reversa (RT)
utilizando a enzima Transcriptase Reversa obtida do virus MMLV (do inglés Moloney Murine
Leukemia virus). Em seguida, foram utilizados iniciadores aleatérios, Random Hexamers, que
séo oligodesoxirribonucleotideos de sequéncias curtas e randémicas [d(N)s] capazes de se
anelarem em sitios aleatdrios do RNA permitindo assim, a sintese de cDNA. A reacdo de
transcrigcéo reversa foi dividida em duas etapas.

Na primeira etapa, 10uL de RNA molde foram incubados com 5pL do iniciador Random

Hexamers no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) a 25°C por 10 min e 70°C por 5
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minutos. Depois de serem retiradas do aparelho, as amostras foram colocadas no gelo por 2
minutos para evitar a formacao de dimeros. Na segunda etapa, foram adicionados 5uL de
Tampao da enzima (Tampao 5X), 5uL de dNTPs (10 mM) e 1uL da enzima MMLYV (200 U/
ML), totalizando um volume final de 26uL. Esta mistura foi incubada no termociclador, mas em

condices diferentes: 37°C por 1 hora e 85°C por 5 minutos.

4.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo das regides génicas de interesse dos dois Alphavirus foi utilizada
a PCR, gque utiliza a acdo da enzima Taq polimerase para fazer a amplificacdo. Para a
deteccdo de CHIKV foram utilizados dois protocolos, um para amplificar o gene codificador da
glicoproteina E1 (KUMAR et al., 2007) e o outro para amplificar o gene codificador da
glicoproteina E2 (PORTER et al., 2004). Para investigar uma possivel circulagdo do MAYV
foram padronizados trés protocolos para a amplificacdo dos genes codificadores das
proteinas nsP1 (BRONZONI et al., 2005), a regido de juncdo dos genes E2/E3 (TALARMIN
et al., 1998), e o0 gene E1 (BARROS et al. 2018). Os protocolos utilizados estdo descritos a

seqguir.

4.4.1 PCR para amplificagdo do gene E1 de CHIKV

Para amplificacdo do gene que codifica a glicoproteina E1 de CHIKV foram utilizados
os iniciadores DVRChk-F e DVRChk-R descritos por Kumar e colaboradores (2007) (Tabela
1). O produto final resultante é de 330 pares de base (pb).

Tabela 1. Iniciadores descritos por Kumar e colaboradores (2007) utilizados para amplificacéo da regiao
de interesse do gene E1 com suas localiza¢des e tamanho do produto.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5'-3) POSICAO  PRODUTO

DVRChk-F ACCGGCGTCTACCCATTCATGT  10.237-10.258

El DVRChk-R GGGCGGGTAGTCCATGTTGTAGA 10.544-10.566 330 pb

Para um volume final de 25ul foram adicionados 2,5uL de Tampao 10X, 1,2uL de
MgCl; (60 mM), 0,4uL de dNTP (10 mM), 0,2ul do primer forward — DVRChk-F (10 pmol/ pL),
0,2pl do primer reverse - DVRChk-R (10 pmol/pl), 0,2uL de Tag DNA polimerase (2 U/uL),
17,3uL de agua estéril e 3uL de cDNA para cada amostra. Apds serem preparados, 0S
reagentes foram incubados no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) nas seguintes
condi¢Bes: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos seguida de 35 ciclos de desnaturacao a
94°C por 45 seg; anelamento a 58°C por 30 seg; extensdo a 72°C por 1 minuto e uma

extensao final a 72°C por 30 min.
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4.4.2 PCR para amplificacdo do gene E2 de CHIKV

Porter e colaboradores (2004) desenvolveram uma Nested-PCR para a deteccdo do
CHIKV com base na regido do gene que codifica a glicoproteina E2. Na primeira etapa, 0s
iniciadores JM1 e JM2 foram utilizados, amplificando um produto de 240 pb. Na segunda
etapa, foram utilizados os iniciadores JM3 e JM4, gerando dessa vez, um produto de 200 pb.
Os iniciadores e algumas informagdes adicionais estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Iniciadores descritos por Porter e colaboradores (2004) utilizados para amplificacéo da regido
de interesse do gene E2 com suas localizagbes e tamanhos dos produtos.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5-3") POSICAO PRODUTO
IM1-F GCAGACGCAGAGAGGGCCAG  1.201 - 1.220
IM2-R CGTGCTGCAAGGTAGTTCTC  1.440-1.421 240p0
=2 IM3-F GCTATTTGTAAGAAC GTCAG  1.221-1.240
IM4-R TACCGTGCTGCGGTCGGGAA  1.420 - 1.401 200pb

Para um volume final de 25pl, foram adicionados 2,5pl de tampé&o (10x), 1,2ul de MgClz
(50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3l de primer forward — JM1 (10 pmol/ pL), 0,3ul de primer
reverse — JM2 (10 pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (2U/ul), 17,5ul de H20 estéril e 2,54l
de cDNA para cada amostra. Depois de preparados, os reagentes foram incubados no
termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e submetidos as seguintes etapas:
desnaturacgéo inicial & 94°C por 3 min seguida de 35 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 45
seg; anelamento a 55°C por 30 seg; extensao a 72°C por 1 min e uma extensao final a 72°C
por 10 min. Foram utilizados 2,5ul do produto da primeira etapa em uma segunda reacao de
amplificacdo, dessa vez utilizando os iniciadores JM3 e JM4 e empregando 0S mesmos

parametros e condi¢Bes da primeira reacao.

4.5 Padronizacdo de reagcdes para deteccdo de MAYV

No decorrer deste trabalho foram padronizados no laboratério trés protocolos para a
deteccdo de MAYV. Para isso, foi realizada uma busca ativa por iniciadores descritos na
literatura que amplificassem diferentes regiées genémicas, com a finalidade de ampliar o
panorama de investigacao deste virus. A pesquisa levou em consideracao critérios como: o
tamanho dos produtos amplificados, a especificidade e o ano de construcdo do par de
iniciadores.

Para a execucao dos testes, foram utilizados controles positivos de MAYV cedidos por
colaboradores da UFMG. Diferentes concentracbes dos controles positivos (Puro, 1:10 e
1:100) foram usadas com o intuito de verificar o limite de deteccéo da reacdo. A quantidade
de reagentes e as condi¢Bes de temperatura e ciclagens utilizadas foram estabelecidas com

base em adaptacdes do protocolo descrito por Bronzoni e colaboradores (2005). Em todos os
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protocolos foram selecionadas e testadas diferentes temperaturas de anelamento. Estas
temperaturas foram obtidas com base na média da temperatura melting (Tm) dos iniciadores
forward e reverse, sendo verificada através do programa OligoAnalyzer. Os protocolos

utilizados serdo descritos a seguir.

4.5.1 Padronizacao de reacdo para amplificacdo dos gene nsP1 de MAYV

Para amplificagédo do gene que codifica a glicoproteina nsP1 foi empregada uma Semi-
Nested PCR descrita por Bronzoni e colaboradores (2005), com a realizagcéo de trés testes
(T1-T3). Na primeira etapa, foram utilizados os iniciadores M2W e cM3W, gerando um produto
de 434 pb. O produto da primeira etapa foi utilizado em uma segunda reacao de amplificacdo
que fez uso dos iniciadores nMAY e cM3W resultando em um produto final de 270 pb.
Informagdes sobre estes iniciadores estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Iniciadores descritos por Bronzoni e colaboradores (2005) utilizados para amplificacdo da
regido de interesse do gene nsP1 e tamanhos dos produtos.

GENE  INICIADORES SEQUENCIA (5'-3) PRODUTO
M2W YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW
cM3W ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC 434 P
nsPl nMAY GGAAGTTGGCCAAGGC
cM3W ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC 2700

Foram realizados trés testes com diferentes temperaturas de anelamento (Ta),
(T1=53°C; T2=57°C; T3=58°C). A quantidade de reagentes e as demais condi¢cbes de
temperatura e ciclagem estdo descritas a seguir: 2,5ul de tampéo (10x), 1,2ul de MgCl;
(50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3l de primer forward — M2W (10 pmol/uL), 0,3ul de primer
reverse — cM3W (10 pmol/ul), 0,2ul de Taq DNA polimerase (5U/ul), 17ul de H>O estéril e 3ul
de cDNA para cada amostra. Depois de misturados, os reagentes foram incubados no
termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e submetidos as etapas de desnaturacao inicial
a 94°C por 3 min seguida de 35 ciclos de amplificag@o nas seguintes condi¢fes: desnaturagcéo
a 94°C por 45 seg; anelamento nas trés temperaturas T1, T2 e T3 por 45 seg; extensdo a
72°C por 1 min e uma extensao final a 72°C por 10 min. Foram utilizados 3ul do produto da
primeira etapa em uma segunda reacdo de amplificagdo com os iniciadores nMAY e cM3W

utilizando os mesmos parametros e condi¢cdes da primeira reagao.
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4.5.2 Padronizacdo de reacdo para amplificacdo daregido de intersecdo entre 0s genes
E3/E2 de MAYV

Para amplificacdo da regido de intersecdo entre os genes E3/E2 foram realizados
quatro testes (T1=55°C; T2=56°C; T3=57°C e T4=58°C), utilizando os iniciadores MAYF1 e
MAYB2 descritos por Talarmin e colaboradores (1998), gerando um produto final de 462 pb.
Informagdes sobre estes iniciadores estdo descritas na tabela 4.

Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores MAYF1 e MAYB2 descritos por Talarmin e colaboradores (1998)
utilizados para investigar MAYV.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5-3) PRODUTO
MayF1 CTTCCCATGTTTCCAACCGAG

E3/E2 462 pb
MayB2 GCCAGGATAAAGTGTCCCATTGTG

Para uma reagdo com volume final de 25ul foram adicionados 2,5ul de tampéao (10x),
1,2ul de MgCl; (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de primer forward — MayF1 (10
pmol/uL), 0,3ul de primer reverse — MayB2 (10 pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (5U/ul),
17ul de HO estéril e 3ul de cDNA para cada amostra. Depois de misturados, os reagentes
foram incubados no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e submetidos as etapas
de: desnaturacao inicial a 94°C por 3 min seguido de 35 ciclos de amplificacdo nas seguintes
condi¢cbes: desnaturacdo a 94°C por 45 seg; anelamento nas temperaturas T1, T2, T3 e T4
por 45 seg; extensdo a 72°C por 1 min e uma extensao final a 72°C por 10 min.

4.5.3 Padronizagao de reacédo para deteccdo do gene E1 de MAYV

Com a finalidade de investigar MAYV por meio de uma regido diferente das demais
relatadas anteriormente, iniciadores especificos para amplificacdo do gene que codifica a
glicoproteina E1 foram desenhados no laboratério e estdo descritos em Barros (2018). Estes
foram denominados Maynu-F e Maynu-R e amplificam um produto de 579 pb (Tabela 5).

Tabela 5. Sequéncia de iniciadores desenhados no préprio laboratério para amplificacdo da regido de
interesse no gene E1 com sua localizacdo e tamanhos do produto.

INICIADOR SEQUENCIA (5-3) GENE PRODUTO
MaynuF ATGTGGGGAGGTGCATACTG
El 579 pb
MaynuR CATCGAAACGGGTATGTTGC

Foram realizados cinco testes com diferentes temperaturas de anelamento (Ta),
(T1=54°C, T2=55°C, T3=56°C, T4=57°C e T5=58°C). As demais condi¢des de temperaturas,
ciclagens e quantidade de reagentes foram adaptadas, baseadas no protocolo descrito por
Bronzoni e colaboradores (2005) e, estdo descritas a seguir. Para uma reacdo com volume
final de 25l foram adicionados 2,5ul de tampéo (10x), 1,2l de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs
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(10mMm), 0,3ul de Primer forward — Maynu-F (10 pmol/ pL), 0,3ul de Primer reverse — Maynu-
R (10 pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (5U/ul), 17ul de H,O estéril e 3ul de cDNA para
cada amostra. Depois de misturados, os reagentes foram incubados no termociclador Thermal
Cyclers (Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial & 94°C por 3 min
seguido de 35 ciclos de amplificacdo nas seguintes condicdes: desnaturacdo a 94°C por 45
seg; anelamento nas temperaturas (T1-T5) por 45 seg; extensdo a 72°C por 1 min e uma

extenséo final a 72°C por 10 min.

4.6 Visualizagdo dos Produtos Amplificados

Os produtos das PCRs juntamente com um marcador de peso molecular (Ladder
100pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corados com GelRed®.
A eletroforese foi realizada em cuba horizontal preenchida com tampé&o TBE 1x (tris + acido
bérico + EDTA) em corrente de 120 V por 40 min. Em seguida, os fragmentos amplificados
foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados no transiluminador L-PIX (Loccus

Biotecnologia) para identificacéo viral.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todo o ano de 2017 foram coletadas 347 amostras de pacientes com suspeita de
infec¢@o por arbovirus. Comparado com as amostras obtidas pelo BIOMIC no ano de 2016
(n=231), houve um aumento de aproximadamente 150%. Desse total, 184 amostras foram
positivas para a presenca de anticorpos e/ou do RNA do CHIKV. Em relacdo ao ano anterior
onde 71 amostras foram positivas por métodos soroldgicos e/ou moleculares, foi possivel
observar uma elevacao de 259,15% na taxa de positividade do CHIKV, o que pode sugerir
gue houve um aumento na circulacao do virus no Piaui.

Esses achados séo apoiados pelos dados apresentados pela Secretaria de Vigilancia
em Saude do Ministério da Saude, os quais mostram que a partir de 2015, o Piaui teve um
aumento vertiginoso, cerca de 20 vezes, no numero de casos provaveis de infec¢des por
CHIKV (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017). Em conjunto, esses dados revelam que o CHIKV se
disseminou de uma forma rapida e intensa no Estado nos anos seguintes a sua introdu¢ao no
pais em 2014 (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; NUNES et al., 2015).

Informacdes referentes ao género e a faixa etéria foram analisadas em todas as
amostras que foram positivas para CHIKV em um ou ambos os métodos. Em relagdo ao
género, foi possivel observar uma ocorréncia maior no sexo feminino (73,37%). Achados
semelhantes foram relatados em outros paises americanos (CARRERA et al., 2017,
CARRILLO-HERNANDEZ et al., 2018; GENDEREN et al., 2016; HUITS et al., 2018), e
também no Brasil (BRAGA et al., 2017; CARDOSO, 2017; SOUZA et al., 2017). No entanto,
héa relatos que mostram que os homens também podem ser 0 grupo mais acometido. Em um
trabalho soroepidemiolégico realizado na ilha Mayotte no ano de 2006, Sissoko e
colaboradores (2008) identificaram uma maior soroprevaléncia de anticorpos em homens. De
acordo com a literatura, diversos fatores podem estar relacionados a essas diferencas quanto
a prevaléncia da infeccdo em homens e mulheres em diferentes paises, entre eles: habitos,
estilos de vida e comportamentos (CARRILLO-HERNANDEZ et al., 2018; GENDEREN et al.,
2016; SERGON et al., 2007; SISSOKO et al., 2008).

Com relagéo a idade, a média foi de 39,6 anos e o grupo etario mais acometido foi o
pertencente a faixa de 30-39 anos (22,83%). Além disso, pbde-se perceber também que a
maior parte dos casos, ~54,9%, ocorreram em individuos com idade entre 20 e 49 anos, que
constituem o grupo de adultos jovens. O acometimento desse grupo populacional, como
também é visto em individuos de outras faixas etarias, pode resultar numa reducédo da
qualidade de vida, além de provocar impactos sociais e econdmicos que se caracterizam
pelos elevados custos com hospitalizacdo, manejo e tratamento dos pacientes acometidos e
pela incapacidade para a realizacao de atividades cotidianas e/ou laborais (SOUMAHORO et
al., 2009; SOUMAHORO et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2015).
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Outros estudos mostraram padrdes similares aos encontrados aqui (ALVA-URCIA et
al., 2017; BARROS, 2018; BRAGA et al., 2017; CARDOSO, 2017; CARRERA et al., 2017;
GENDEREN et al.,, 2016). Contudo, também foi possivel observar estudos nos quais
houveram uma maior ocorréncia de casos em faixas etarias menores e que apresentaram
uma média de idade menor. Langsjoen e colaboradores (2016) encontraram uma média de
idade de 16,5 anos e a faixa etaria de 6 — 14 anos como a mais acometida. Carrillo-Hernandez
e colaboradores (2018) relataram uma média de idade de 21,1 anos. Curiosamente, a faixa
etaria de 0 — 10 anos foi a que registrou mais casos, 18 de um total de 47 casos positivos,
correspondendo a aproximadamente 38,3%. Um resultado divergente foi encontrado por Huits
e colaboradores (2018). Nesse trabalho, a média de idade dos pacientes foi de 50,2 anos e a
faixa etaria mais acometida foi a de 41 — 60 anos.

E importante notar que a distribuigéo etaria e também a distribuicio entre os sexos
dos casos de CHIKV, como pode ser observado, variam entre os diversos estudos uma vez
gue, esses estudos diferem em seu desenho, espaco amostral e composi¢cdo da populacgéo.
No entanto, em alguns casos pode ser visto que 0s resultados encontrados em uma regido
podem até mesmo néo refletir a demografia local. Genderen e colaboradores (2016), por
exemplo, encontraram uma razdo homem/mulher e também a presenca de individuos com
menos de 15 anos menores que as frequéncias observadas para a populagéo surinamesa em
geral.

No tocante aos sinais e sintomas apresentados pelos pacientes positivos nos testes
sorolégicos e moleculares, os mais incidentes foram: febre e artralgia (173 — 94,02%), cefaleia
(157 — 85,33%), mialgia (154 — 83,69%), exantema (137 — 78,26%) e prostracdo (114 —

66,30%). Essas e outras manifestacfes sdo mostradas na Figura 7.
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Principais Manifestacoes Clinicas de Pacientes
Positivos para CHIKV no ano de 2017

Febre 173
Artralgia 173
Cefaleia 157
Mialgia

Exantema

Prostracdo

Nauseas

Dor Retroorbitaria

Dor nas costas

Edema

Vomitos

Diarreia

Dor abdominal
Manifestagcdes Hemorragicas
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Figura 7. Principais manifestacgdes clinicas dos pacientes positivos para CHIKV nos testes
sorolégicos e moleculares no ano de 2017.

Em comparagdo com estudos realizados em outros paises da América Latina,
basicamente as mesmas manifesta¢gfes clinicas foram relatadas, no entanto, foi possivel
observar variagbes em suas frequéncias. Com relagéo a incidéncia de sinais e sintomas
clinicos, os resultados encontrados aqui corroboram com os descritos no Panama, embora
tenha sido observado uma variagdo nas frequéncias (CARRERA et al., 2017). Também foi
possivel observar estudos onde a artralgia teve uma maior incidéncia do que a febre como no
Suriname (GENDEREN et al., 2016) e em Aruba (HUITS et al., 2018).

Curiosamente, em um estudo realizado em um hospital da Republica Dominicana,
sintomas comuns da infeccdo pelo CHIKV, como a artralgia e a mialgia, apresentaram uma
baixa frequéncia nos pacientes positivos, 20% e 13,3%, respectivamente (LANGSJOEN et al.,
2016). Apesar disso, esses sintomas foram considerados de valor diagndstico, uma vez que
eles foram especificos de pacientes com Febre Chikungunya. Segundo os autores, a menor
frequéncia desses sintomas pode ser explicada pela técnica de amostragem do estudo, no
gual foram incluidos todos os pacientes para o0s quais havia sido solicitado exame de sangue,
independente da condicao clinica apresentada, diferindo assim, deste e de outros trabalhos
onde foram incluidos os pacientes com suspeita clinica de infec¢éo por CHIKV e/ou por outros
arbovirus. Essa baixa frequéncia de sintomas tdo caracteristicos da Febre Chikungunya
também ja foi vista em outros trabalhos. Por exemplo, em um outro estudo, realizado nas
Filipinas, os autores encontraram uma frequéncia de apenas 45% de artralgia em pacientes
com Febre Chikungunya (YOON et al., 2015).
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Em relacdo a trabalhos realizados no Brasil, houve diferencas nos sintomas mais
frequentes entre este trabalho e o descrito por Souza e colaboradores (2017) no municipio do
Rio de Janeiro, onde artralgia e mialgia (100%), febre e cefaleia (90%), prostracéo e calafrios
(70%) foram as manifestac@es clinicas mais frequentes. Uma possivel explicacao para essas
altas frequéncias € o tamanho amostral do estudo: apenas 10 amostras positivas por RT-
gPCR e gue foram sequenciadas, tiveram seus dados clinicos e epidemiolégicos analisados.

Em um outro trabalho, Souza e colaboradores (2018) investigaram surtos distintos,
temporal e espacialmente, ocorridos nos Estados do Amapéa em 2014 e 2015 e no Rio de
Janeiro em 2016. As manifestacdes clinicas mais frequentes foram semelhantes em ambos
0s surtos, com febre, artralgia, mialgia, cefaleia, prostracéo e exantema configurando entre os
principais sintomas. Em um estudo anterior realizado pelo grupo de pesquisa do laboratorio
BIOMIC em 2016, foi observado que febre, artralgia, cefaleia, mialgia e exantema também
foram os sintomas com a maior frequéncia entre os pacientes com infec¢do pelo CHIKV
confirmada por RT-PCR (CARDOSO, 2017).

Manifestacdes clinicas mais raras, como manifestacdes hemorragicas, também foram
observadas em uma baixa frequéncia, 10,33%, embora essa taxa tenha sido maior que a vista
em outros surtos (ECONOMOPOULOU et al., 2009; MATTAR et al., 2015; NKOGHE et al.,
2012; STAIKOWSKY et al., 2009). Neste estudo, os sinais hemorragicos observados se
restringiram a sangramento nasal, gengivorragia e petéquias. No entanto, o espectro de
manifestacdes hemorragicas em pacientes com infecgédo pelo CHIKV é amplo e pode incluir
além destes sinais, hematémese, hematoma, hematlria, hemoptise, sangramento
gastrointestinal, sangramento vaginal anormal e sangue nas fezes (BORGHERINI et al., 2007;
ECONOMOPOULOU et al., 2009; SAHADEDO et al., 2015; STAIKOWSKY et al., 2009).

Adicionalmente, 50 amostras foram selecionadas com base no periodo do inicio dos
sintomas, principais manifestacdes clinicas e resultados de testes soroldgicos para a
realizacao de testes moleculares. Em seguida, elas foram submetidas a extracéo de RNA viral
e testadas por RT-PCR para CHIKV utilizando os protocolos descritos por Porter e
colaboradores (2004) e Kumar e colaboradores (2007). No total, 14 amostras foram positivas
para a deteccdo de material genético viral, (Figura 8). As informac@es clinico-laboratoriais

dessas amostras sao mostradas na tabela 6.
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KUMAR (2007)

B 121-17 18017 188-17 193-17 217-17 218-17 239-17 24417 25417 281-17 294-17 312-17 33217 33417 CcP

Figura 8. Amostras positivas para a presenga do RNA de CHIKV. Detecg¢édo realizada através de uma
adaptacao do protocolo de RT-PCR descrito por Kumar e colaboradores (2007). Tamanho esperado
do produto: 330 pb. L: Ladder; B: Branco; CP: Controle Positivo.
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Tabela 6. Descricdo das amostras positivas para CHIKV por RT-PCR quanto ao sexo, idade, dias de sintomas, testes sorolégicos e moleculares e

manifestacdes clinicas. Ndo Realizado (NR); positivo (+); negativo (-); Inconclusivo (INC). Adaptada de Barros (2018).

Amostra  Sexo Idade Dia de DENV DENV DENV CHKV CHKV Manifestagdes Clinicas
Sintomas IgM IgG PCR IgM IgG (Fase Aguda)

121-17 E 34 2 ) + B NR NR Zretit::rli,a(r:efalela artralgia, mialgia, prostragéo, vémitos, exantema e edema

180-17 M 34 2 - NR - NR NR Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, nduseas, dor nas costas e artrite

188-17 F 37 3 - + - NR NR Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, prostracdo e edema articular

193-17 = 40 5 ) NR ) ) NR Febre, _cef_alela, artralgia, mialgia, diarreia, nauseas, prostracdo, dor
retroorbitaria.

21717 = 66 4 ) ) ) + NR Febre, cefaleia, art_ralgla, -nauseas, mialgia, prostracdo, diarreia,
exantema, dor abdominal e edema articular

218-17 F 35 3 ) + ) NR NR Zretibcrlcjalé(;efalela, artralgia, mialgia, nduseas, prostracdo, exantema e edema

239-17 F 36 3 + NR - INC - Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, exantema, dor nas costas e petéquias

24417 F 68 5 + NR ) + ) Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, dor retro-orbitaria, exantema, nauseas e
dor nas costas

254-17 F 66 5 - NR - - NR Cefaleia, nduseas, exantema e edema articular

281-17 M 7 5 ) NR ) + NR Eg;)t;es, artralgia, mialgia, dor retro-orbitaria, nauseas, vomitos e dor nas

294-17 F 12 5 - - - - + Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, nduseas e dor nas costas

312-17 F 85 5 - + - + NR Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, nauseas

332-17 M 13 4 ) ) ) ) NR Febre, cNefaIela, artralgia, mialgia, dor retro-orbitaria, nduseas, vémitos,
prostracdo, exantema,

334-17 F 45 4 ) ) ) ) NR Febre, cefaleia, artralgia, mialgia, dor retro-orbitaria, nauseas, prostragao,

exantema, edema articular
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Dessas amostras, sete foram selecionadas com base nas manifestacdes clinicas e
enviadas para o sequenciamento parcial dos genes E1 e E2. As sequéncias obtidas
juntamente com outras seis obtidas no ano de 2016 pelo laboratério foram comparadas com
outras sequéncias do CHIKV depositadas no GenBank através da ferramenta Nucleotide
BLAST. Em seguida, foi realizada uma andlise filogenética destas sequéncias com outras
sequéncias representantes dos trés gendtipos do CHIKV disponiveis no GenBank. O
resultado mostrou que os isolados piauienses pertencem ao genétipo ECSA e que eles
apresentaram mais de 99% de homologia com isolados dos Estados de Alagoas, Bahia,
Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sergipe (manuscrito submetido para publicacéo).

A correta caracterizagdo molecular da estirpe do CHIKV responsavel por um surto
aliada com a caracterizacdo dos aspectos clinicos dos pacientes acometidos se mostra como
uma estratégia relevante para avaliar 0os potenciais impactos econémicos e na qualidade de
vida de populagbes afetadas (LANGSJOEN et al., 2016). Portanto, o monitoramento das
manifestacdes clinicas dos pacientes acometidos por CHIKV é uma atividade fundamental
para a avaliagdo da doenca em humanos (KASHYAP et al., 2010). Neste sentido, com o
objetivo de avaliar a evolugédo clinica da infec¢éo pelo CHIKYV foi feito um acompanhamento
dos pacientes que foram positivos para a deteccdo do RNA viral.

Todas as amostras positivas para a presenca do RNA foram selecionadas para o
acompanhamento da evolugdo clinica através de pesquisa telefénica. Para fazer esse
acompanhamento um novo formulario foi desenvolvido no laboratério com base em estudos
gue também avaliaram a evolucgéo clinica de individuos acometidos pelo CHIKV (GERARDIN
etal., 2011; JAVELLE et al., 2015; SCHILTE et al., 2013) e aplicado aos pacientes (Anexo llI).
Do total de pacientes positivos para a deteccdo do RNA viral, apenas 12 pacientes foram
entrevistados. Os outros dois pacientes foram excluidos, pois néo foi possivel contacta-los.

Os resultados sao mostrados na tabela 7.
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Tabela 7. Caracterizacdo do tempo de persisténcia das manifestacdes e descricdo das manifestacdes cronicas nos individuos com infeccdo pelo CHIKV

confirmada por RT-PCR.

Dias de Te”?p‘i dg Manifestagdes Clinicas
Amostra Idade ; persisténcia o~
Sintomas . (Fase Cronica)
dos Sintomas

121-17 36 2 ~ 4 meses Dores nos punhos e joelhos

180-17 34 2 ~ 2 meses Dores nas méos e joelhos

188-17 43 3 ~ 4 meses Dores nas costas, nos dedos: das maos, punhos, joelhos,
tornozelos (com edema) e pés

217-17 66 4 ~ 6 meses Dores nos punhos, joelhos, tornozelos e pés

218-17 35 3 ~ 1 semana Sem sinais e sintomas

239-17 36 3 -1 més Dores nos dedos das méos, punhos, cotovelos joelhos e
tornozelos

244-17 68 5 ~ 3 meses Dores nos dedos das méaos, punhos, joelhos e tornozelos.

281-17 7 5 ~ 15 dias Sem sinais e sintomas

294-17 12 5 ~ 2 meses Dores nos punhos, joelhos e tornozelos.

312-17 85 5 ~ 5 meses Dores nas méos, punhos, cotovelos, ombros, joelhos e
tornozelos.

332-17 13 4 ~ 4 meses Dores nas maos, punhos, ombros, joelhos, tornozelos e

pés.

334-17 46 4 ~ 5 meses Dores nos joelhos, tornozelos, pés e dedos dos pés
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O resultado do inquérito telefénico mostrou que 58,34% dos pacientes RT-PCR
positivos desenvolveram uma infeccdo cronica (07), 25% (03) se apresentaram nha fase
subaguda da infeccéo e 16,66% (02) tiveram uma infeccéo aguda (Tabela 9). De acordo com
dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, essa taxa de cronicidade vem se mostrando
estavel aqui no Piaui. Considerando as amostras positivas para CHIKV através de RT-PCR
dos anos de 2016 e 2017 foi observado que 60% delas evoluiram para a fase cronica.
Adicionalmente, fazendo-se uma andlise estratificada dos dados do laboratorio e levando-se
em conta apenas 0S pacientes positivos do ano de 2016, aproximadamente 63,6% deles
apresentaram uma doenga cronica (BARROS, 2018).

Em comparac@o com outros estudos, foi possivel observar uma semelhanca com o
trabalho de Schilte e colaboradores (2013), onde aproximadamente 60% dos pacientes
evoluiram para a fase crénica durante o surto ocorrido em Reunido em 2006. Outros estudos
realizados em Reunido também encontraram valores similares na taxa de persisténcia de
manifestacdes em pacientes infectados pelo CHIKV da linhagem I0L (BORGHERINI et al.,
2008; SISSOKO et al., 2009). Peters e colaboradores (2018), entretanto, relataram uma
persisténcia de artralgia em 44% dos pacientes infectados pelo CHIKV genétipo Asiatico
durante o surto de 2013-2014 ocorrido na parte holandesa da ilha de Saint Martin. De acordo
com 0s autores, essa variagao na persisténcia de manifestacdes cronicas observada entre os
diferentes estudos pode ser explicada por alguns fatores entre os quais, diferengas quanto a
estirpe do CHIKV infectante, inclusive entre isolados do mesmo gendtipo e fatores especificos
da populacéo.

Em relag&o ao género, foi possivel observar que, assim como no estudo de um modo
geral, a maioria dos pacientes que apresentaram persisténcia de sintomas eram mulheres
(85,72%). Sissoko e colaboradores (2009) também relataram uma maior persisténcia dos
sintomas em mulheres. Dentre essas mulheres que evoluiram cronicamente, € interessante
destacar a paciente 217-17. A paciente, na época com 66 anos, nao tinha historico de
comorbidades. Apresentou uma sintomatologia classica de arbovirose e teve o diagnostico de
CHIKV confirmado por RT-PCR. Depois da fase aguda, a paciente buscou um
acompanhamento médico especializado. Os principais sintomas apresentados apés a fase
aguda foram artralgia simétrica e recidivante, sinovite com derrame articular bilateral nas
maos, punhos, ombros, tornozelos e pés, tendinopatia bilateral e edema periarticular que
persistiram por aproximadamente 6 meses (SILVA et al., 2019).

Uma possivel explicacdo para o desenvolvimento de artralgia persistente € o fato da
paciente ser idosa. Os idosos (pessoas com mais de 65 anos), fazem parte do grupo de
individuos que séo mais suscetiveis ao desenvolvimento de doencga crénica juntamente com
0s recém-nascidos, individuos imunocomprometidos e individuos que apresentam
comorbidades, como o diabetes melito e a hipertensdo (FOX; DIAMOND, 2016; STAPLES;
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FISCHER, 2014). Porém, outros relatos identificaram que uma idade acima de 40 anos
(DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012) ou igual ou maior que 45 anos (SISSOKO et al., 2009)
se constituia como um fator de risco para a persisténcia de manifestacdes caracterizando
assim, a fase crbnica.

Curiosamente, os pacientes 121-17 e 332-17 que a época do estudo tinham 36 e 13
anos, respectivamente, também tiveram uma evolucdo para a fase crbnica da doenca.
Manifestacdes persistentes da infeccdo pelo CHIKV em pessoas mais jovens nao sao
comuns. No entanto, alguns estudos j& puderam observar casos persistentes em individuos
mais jovens (GERARDIN et al., 2011; PETERS et al., 2018), inclusive com este grupo etario
sendo uma parte representativa dos casos (GERARDIN et al., 2011).

Em relacdo a manifestacdes neurolégicas, sabe-se que o CHIKV é um virus que
usualmente, ndo se caracteriza por provocar uma doenca neurolégica. Entretanto, evidéncias
recentes tém destacado o potencial neuropatogénico do virus e uma ampla variedade de
doencas neurologicas foram associadas a infeccao (BANDEIRA et al., 2016;
ECONOMOPOULQU et al., 2009; MEHTA et al., 2018). A maior frequéncia de doencas
neuroldgicas esta relacionada ao Sistema Nervoso Central (SNC) (77,3%), seguida do
Sistema Nervoso Periférico (SNP) (13,4%) e mista (9,4%) (MEHTA et al., 2018).

Embora menos comum, as manifestagbes periféricas da infeccdo sdo variadas e
incluem Neuropatia Periférica, Neuropatia Axonal Motora Aguda, Neuropatia Axonal Motora e
Sensorial Aguda, entre outras. Neste trabalho, foi identificado um caso de acometimento do
SNP. A paciente 217-17, que teve artralgia persistente, também desenvolveu Polineuropatia
Periférica Padrdo Axonal Sensitivo-Motora nas méos e nos pés, confirmada por
Eletroneuromiografia e ficou incapacitada para a realizacdo de atividades cotidianas. Ela foi
submetida a tratamento com Prednisolona, Metotrexato e Amitriptilina e teve uma remissao
dos sintomas seis meses apos o inicio do tratamento, mas ainda seguiu com 0 uso dos
medicamentos e fazendo avaliagdes médicas periédicas.

Neste estudo, portanto, foi possivel identificar que além das manifestacdes mais
comuns da infec¢cdo, como febre, artralgia, cefaleia, mialgia e exantema, a infeccédo pelo
CHIKV pbéde ser associada a manifestacdes clinicas mais atipicas, como manifestacdes
hemorragicas e distirbios no SNP. Esses dados reforcam a importancia de se manter um
sistema de vigilancia apto a identificar tanto arbovirus endémicos como novos e que permita
realizar uma caracterizacao clinica mais confiavel das infec¢des arbovirais, auxiliando desse
modo, o delineamento de novas estratégias de prevencéo.

Adicionalmente, este trabalho também investigou uma possivel circulacdo do MAYV,
um arbovirus que provoca uma doenca semelhante a causada pelo CHIKV, em amostras
clinicas sugestivas no Piaui, através de técnicas moleculares. Para isso, trés protocolos de

RT-PCR foram padronizados no laboratério. Foram selecionados inicialmente, dois pares de
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iniciadores descritos na literatura (TALARMIN et al., 1998; BRONZONI et al., 2005), além de
outro par que foi desenhado no laboratério com a finalidade de ampliar a capacidade de
deteccdo e dar continuidade a investigacdo de MAYV, além de permitir uma futura
caracterizacdo molecular de um possivel isolado do MAYV (BARROS, 2018).

O primeiro protocolo de RT-PCR consiste de uma adaptacdo da reacdo de Semi-
Nested PCR descrita por Bronzoni e colaboradores (2005) utilizada para a deteccao de DENV.
Utilizou-se as mesmas quantidades de reagentes, mudando-se apenas os iniciadores em
suas duas etapas. Todos os testes realizados utilizaram controle positivo puro e nas diluicbes
1:10 e 1:100, como pode ser observado na figura 9. Na primeira etapa da reacao, realizou-se
um teste na temperatura de anelamento descrita pelos autores, 53°C (T1), além de testes nas
temperaturas de 57°C (T2) e 58°C (T3). Essas temperaturas maiores foram escolhidas, pois
os iniciadores apresentavam Tm média muito maior do que a temperatura de anelamento
usada pelos autores

Na segunda etapa da reacao, utilizou-se uma pequena aliquota do produto amplificado
na primeira etapa. Em seguida, o produto foi submetido as mesmas condi¢des de temperatura
e ciclagem utilizando um segundo par de iniciadores (cM3W- utilizado na primeira etapa; e

NMAY- um novo iniciador).

BRONZONI 1" ETAPA BERONZOMNI 2* ETAPA

T1(53°C) T2(57°C) T3 (58°C)
1

L B CP CP CP B CP CPCP B CP CP CP B CPCP CP B CPCP CP B CPCP CP L
PURO 1:10 1100 PURO 1:10 11100 PURO 1:10 1:100 PURO 1:10 11100  PURO 1:10 1:100 PURO 1:10 1:100

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos trés testes (T1: 53°C, T2: 57°C e T3: 58°C) na
primeira e segunda etapas, com controles positivos de MAYV (Puro, 1:10 e 1:100), utilizando uma
adaptacado do protocolo descrito por Bronzoni e colaboradores (2005) para o gene nsP1, L: Marcador
de peso molecular; B: Branco; CP: Controles Positivos.

Conforme ilustrado na figura 9, os resultados dos testes na primeira etapa

demonstraram que ndo houve amplificacdo do produto esperado com o controle positivo puro
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e suas respectivas diluicdes (1:10, 1:100), nas temperaturas de anelamento testadas (T1, T2
e T3). Simionatto e colaboradores (2005) também relataram uma ndo amplificacdo na primeira
etapa. No entanto, essa auséncia “aparente” de produto amplificado n&o significa, na maioria
das vezes, auséncia de fato. Na verdade, existe um arrasto que nao é visualizado, talvez por
falta de especificidade (MATIOLI, 2004). Uma outra possivel explicacdo para esse resultado
reside na caracteristica dos iniciadores utilizados. Os iniciadores sdo degenerados e quando
esse tipo de iniciador é empregado, cada um pode se comportar de uma forma diferente.
Assim, a ineficiéncia provocada pela Tm diferente entre os iniciadores, além de
incompatibilidades entre os sitios de ligacao aos iniciadores e os iniciadores pode levar a uma
distorcdo da verdadeira abundéancia de alvos de DNA (GREEN; VENKATRAMANAN; NAQIB,
2015).

Ainda de acordo com o exposto na figura 9, os resultados dos testes na segunda etapa
demonstraram que ocorreu amplificacdo do produto esperado nas temperaturas de
anelamento (Ta) testadas, com o controle positivo puro e na diluicdo 1:10. Diante dos dados,
este protocolo foi otimizado empregando a Ta a 53°C para ambas as etapas, definida a partir
da temperatura melting ideal para os iniciadores. Adicionalmente, este protocolo adaptado foi
empregado em 19 amostras clinicas escolhidas com base na sintomatologia apresentada,
entretanto, ndo foram identificadas amostras positivas.

Outros estudos também usaram o protocolo descrito por Bronzoni e colaboradores
(2005) e obtiveram sucesso na identificagdo do RNA viral. Coimbra e colaboradores (2007)
conseguiram identificar trés casos positivos de MAYV em Sao Paulo, importados do Mato
Grosso do Sul, e Zuchi e colaboradores (2014) relataram a detec¢cdo do RNA viral em
amostras de 15 pacientes, sendo que 12 destas, estavam co-infectadas com o DENV-4
durante uma epidemia de DENV no Mato Grosso.

O segundo protocolo de RT-PCR, descrito por Talarmin e colaboradores (1998), foi
usado para a deteccdo de MAYV com base na regido de juncdo dos genes E3/E2. Foram
realizados testes baseados na temperatura de anelamento descrita pelo autor (T1: 55°C) e
baseado na média da Temperatura melting (Tm) dos iniciadores, mais testes foram realizados
nas temperaturas T2: 56°C, T3: 57°C e T4: 58°C utilizando-se o controle positivo puro e nas

diluicdes 1:10 e 1:100. Os resultados dos testes podem ser vistos na Figura 10.
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L B 55°C CP 55°C CP 55°C CP 55°C B 56°C CP 56°C CP 56°C CP 56°C B 57°C CP 57°C CP 57°C CP 57°C B 58°C CP 58°C CP 58°C CP 58°C

PURO 1:10 1:100 PURO 1:10  1:100 PURO 1:10  1:100 PURO 1:10 1:100

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos quatro testes (T1: 55°C, T2: 56°C, T3: 57°C e
T4: 58°C), com controles positivos de MAYV (Puro, 1:10 e 1:100), utilizando uma adaptacédo do
protocolo descrito por Talarmin e colaboradores (1998) para a regido de intersecédo dos genes E3/E2,
L: Marcador de peso molecular; B: Branco; CP: Controles Positivos.

Conforme ilustrado na Figura 10, os resultados dos testes demonstraram que houve
amplificacao satisfatéria do produto esperado com o controle positivo puro e na diluicdo 1:10
nas temperaturas de anelamento testadas (T1, T2, T3 e T4). No entanto, os testes realizados
com o controle positivo na diluicdo 1:100 nas temperaturas de 55°C e 58°C (T1 e T4) ndo
apresentaram a formacgé&o de uma banda nitida, indicando uma possivel ineficiéncia da reacéo
na concentracdo 1:100 nessas temperaturas de anelamento testadas (MATIOLI, 2004).
Oliveira (2007) e Vera, Segovia e Torres (2017) também relataram essas diferengas em
relag@o a temperatura de anelamento e também em relagéo a concentracdo dos controles no
processo de padronizacdo de PCR. Diante dos resultados obtidos, este protocolo foi otimizado
empregando a Ta a 57°C, definida a partir da temperatura melting ideal para os iniciadores.

No estudo de Barros (2018), realizado no Estado do Piaui, também foi utilizado o
protocolo descrito por Talarmin e colaboradores (1998). Neste trabalho, a autora conseguiu
identificar uma amostra sugestiva de infeccdo por MAYYV utilizando esse protocolo. A amostra
foi obtida em 2015 pelo nosso grupo de pesquisa e havia sido positiva para a deteccéo do
DENV-2 (GARCES, 2016), indicando um possivel caso de co-infec¢do. A paciente apresentou
manifestacdes tipicas, como febre, cefaleia, artralgia, mialgia, vdmito, nduseas e fraqueza
muscular, além de manifestar comprometimento neurolégico que se caracterizou por paralisia
dos membros superiores e inferiores.

Casos de co-infeccbes por DENV e MAYV ja foram registrados no pais. Zuchi e

colaboradores (2014) reportaram 12 casos de individuos co-infectados por DENV-4 e MAYV,
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durante um grande surto de DENV ocorrido no Estado de Mato Grosso no ano de 2012. Todos
0s pacientes co-infectados apresentaram sintomatologia classica de infeccdo arboviral.
Embora um paciente tenha relatado tontura, ndo houve sinais neurolégicos mais evidentes,
diferente do que foi visto no Piaui. Assim, esse relato prévio junto com o achado de Barros
(2018) sugere uma possivel circulacao silenciosa de MAYV durante surtos ou epidemias de
outros arbovirus e refor¢ca a importancia de se manter uma vigilancia laboratorial adequada
apta a identificar infec¢bes por arbovirus menos comuns.

Adicionalmente, um novo protocolo foi otimizado utilizando o par de iniciadores
desenhados no laboratério BIOMIC (BARROS, 2018) com o objetivo de aumentar a
capacidade de deteccdo do MAYV. Foram realizados testes com controles positivos puros e
nas diluicbes 1:10 e 1:100 em diferentes temperaturas de anelamento, como mostra a Figura
11.

cCP CP
PURO 1:10 12100 PURO 1:10 11100 PURO 110 1:100 PURO 1:10 1:100 PURO 1210 12100

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos cinco testes (T1: 54°C, T2: 55°C, T3: 56°C,
T4:57°C e T5: 58°C), com controles positivos de MAYV (Puro, 1:10 e 1:100), utilizando o protocolo
desenvolvido e padronizado por Barros (2018) para o gene E1, L: Marcador de peso molecular; B:
Branco; CP: Controles Positivos.

Conforme ilustrado na Figura 11, os resultados dos testes demonstraram que houve
amplificacao satisfatoria do produto esperado com o controle positivo puro e na diluicdo de
1:10 nas temperaturas de anelamento testadas (T1, T2, T3, T4 e T5). Contudo, os testes
realizados com o controle positivo na diluicdo 1:100 ndo apresentaram amplificacao.
Conforme visto na padronizacdo do protocolo de Talarmin e colaboradores (1998), um dos
fatores que podem explicar essa ndo amplificacdo é uma provavel ineficiéncia da reacéo
nessa diluicdo (1:100) (MATIOLI, 2004). Com base nos resultados obtidos e também na Tm
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média do par de iniciadores a temperatura de 57°C foi escolhida como a temperatura de
anelamento.

Testes realizados no laboratério BIOMIC empregaram esse protocolo na investigacao
de 100 amostras clinicas suspeitas do ano de 2017. No entanto, nenhuma das amostras
testadas foram positivas. Apesar disso, 0 desenvolvimento e a implementacdo desse novo
protocolo de RT-PCR se apresentam como uma alternativa valida para a vigilancia desse
arbovirus tanto em &reas endémicas como em ndo-endémicas a fim de se avaliar a sua
circulacdo concomitante com a de outros arbovirus epidemiologicamente mais importantes.

Baseado nos dados apresentados, observa-se que a utilizacdo de métodos
moleculares e sorolégicos permite conhecer a disseminagao de arbovirus emergentes, como
o CHIKV, no Piaui. Além disso, dados adicionais gerados pelo sequenciamento e pela analise
filogenética dos isolados de CHIKV combinados com uma correta descri¢do clinica permitem
uma melhor caracterizacéo de estirpes do CHIKV e suas rela¢gdes com manifestacdes clinicas
mais persistentes e/ou mais graves. O desenvolvimento e o emprego de testes moleculares
para o diagnostico de arbovirus menos comuns, como o MAYV, séo estratégias importantes
para a correta diferenciacdo entre arbovirus que induzem manifestacdes clinicas muito
similares, como as causadas pelo MAYV e pelo CHIKV. Em resumo, essas informacdes
poderdo auxiliar a Vigilancia Epidemiolédgica estadual a estabelecer um sistema de vigilancia

ativo apto a identificar e a monitorar a dindmica de circulagéo de arbovirus no Estado.
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6 CONCLUSAO

e Este trabalho identificou, a partir da combinacdo entre técnicas sorolégicas e
moleculares, a circulacéo e a disseminag¢é@o do CHIKV no norte do Estado do Piaui no
ano de 2017,

o Foi observada uma maior incidéncia de casos positivos para CHIKV, com base em
critérios sorolégicos no ano de 2017, em comparacgao ao registrado pelo BIOMIC no
ano de 2016, corroborando com o0s resultados disponibilizados no Boletim
Epidemioldgico da Secretaria de Saude do Estado do Piaui bem como, no Boletim

Epidemiol6gico da Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Saude;

¢ A RT-PCR foi capaz de detectar amostras positivas para CHIKV gque nao haviam sido

positivas por outros testes, mostrando a sensibilidade e a eficiéncia desta técnica;

¢ As manifestagfes clinicas mais prevalentes nos individuos positivos para CHIKV no
ano de 2017 foram a febre e a artralgia, acompanhados por cefaleia e mialgia. No
entanto, manifestacbes menos comuns também foram observadas. Neste estudo,
sinais hemorréagicos foram relatados em 10,33% dos pacientes, uma frequéncia

representativa em comparagao com outros trabalhos;

e A maioria dos casos positivos tanto por métodos sorolégicos, como por métodos
moleculares, ocorreu em adultos jovens, entre 20 e 49 anos, 0 que pode ter reflexos
sociais e econdbmicos resultantes dos custos com a salde dos pacientes e da perda
da produtividade laboral. Além disso, o sexo feminino foi 0 mais acometido com

73,37% dos casos;

¢ O monitoramento da evolucéo clinica de pacientes positivos para a presenca do RNA
de CHIKV mostrou que 58,34% evoluiram para a fase cronica da infeccgéo,

caracterizada por artralgia nos membros superiores e inferiores.

¢ Uma paciente idosa sem nenhuma comorbidade anterior a infecgdo pelo CHIKV teve
comprometimento neurolégico caracterizado por Polineuropatia Periférica Padréo
Axonal Sensitivo-Motora. Esse dado reforca a importadncia do acompanhamento
clinico dos pacientes infectados e a necessidade de uma infraestrutura apta a

identificar casos mais graves;
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Dois protocolos de RT-PCR foram padronizados para a deteccédo de MAYV com base

nos genes nsP1 e E3/E2;

Um novo protocolo de RT-PCR foi desenvolvido e otimizado para deteccdo do MAYV
baseado no gene E1. Contudo, na investigacdo de MAYV em amostras clinicas
sugestivas da infeccao utilizando este protocolo e os demais protocolos padronizados,
nenhum caso foi confirmado. Entretanto, anélises posteriores sdo necessarias para
dar continuidade a investigacdo de uma possivel circulacao silenciosa deste arbovirus

no Estado.
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ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: “Identificacio molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira e Prof. Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso, Av. Sdo Sebastido, n® 2819, Bairro Reis Velloso,
CEP 64204-035, Parnaiba, Piaui, Brasil. Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99920-3470 / (86) 99401-
3035

ESCLARECIMENTOS:

Prezado colaborador(a), vocé esta sendo convidado(a) a participar como VOLUNTARIO desta pesquisa, que ird
contribuir para o conhecimento dos arbovirus circulantes no estado do Piaui, bem como fatores do paciente
(hospedeiro) que podem predispor a infecgdes pelos arbovirus. O paciente pode ser incluido na pesquisa se
apresentar sintomatologia sugestiva de dengue/outras arboviroses, e caso ocorra a realizacdo de examex em
instituicdo publica de salde de Parnaiba. Caso vocé concorde com a participacdo (ou participacdo da crianga), uma
pequena quantidade de sangue sera obtida, por puncéo venosa, e transportada imediatamente para o laboratério. O
paciente serd atendido no servi¢o de saide, mesmo que ndo concorde com a inclusdo no estudo ou desista de
participar a qualquer momento. Todos os resultados de exames que estiverem prontos estardo a sua disposi¢do a
qualquer momento da pesquisa. Vocé ou a crianga ndo receberdo qualquer remuneracéo pela participagao.

Vocé podera sentir desconforto durante a coleta de sangue, mas os técnicos disponiveis para o procedimento séo
bem treinados e credenciados, além de utilizarem todo o material devidamente estéril que fornega seguranca ao
processo. Qualquer davida ou constrangimento que vocé tiver serd esclarecido pelo pesquisador.

Os resultados desta pesquisa serdo Uteis para avaliarmos 0s sorotipos/gendtipos virais circulantes na cidade de
Parnaiba e estado do Piaui, e quais condicdes relacionadas ao hospedeiro diante da Dengue que sdo encontradas
na populagdo do Piaui. Por se tratar de um estudo populacional, ndo ha beneficio direto para o participante.
Somente no final do estudo poderemos concluir a participacdo de alguns fatores genéticos como causadores de
uma maior gravidade da infecgdo. VVocé tera a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer davida relativa
aos procedimentos, riscos, beneficios e outras situacdes relacionadas com a pesquisa. Além disso, vocé também
terd a liberdade de retirar 0 seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e sua deciséo
ndo acarretard em qualquer prejuizo na continuidade do seu atendimento e tratamento no servico de salde. Se
concordar em participar do estudo, suas informagfes pessoais (nome, endereco, telefone, dentre outras) serdo
mantidas em sigilo absoluto. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a equipe
da pesquisa e os representantes do Comité de Etica terdo acesso a suas informacdes pessoais.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , portador(a) da cédula de

identidade/CPF de namero , abaixo assinado, declaro que concordo em

participar da pesquisa/estudo “Identificacdo molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”, como VOLUNTARIO. Fui suficientemente informado a respeito
das informacdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa. Eu discuti com o Dr. Gustavo Portela
Ferreira / Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira ou qualquer um dos demais membros da equipe de
pesquisadores sobre minha decisdo em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim quais sdo 0s prop6sitos

da pesquisa, 0s procedimentos a serem realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, e as garantias de sigilo e
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de esclarecimentos. Também ficou claro que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo
VOLUNTARIAMENTE em participar da pesquisae poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou

no meu atendimento / tratamento neste servigo de sadde.

E por estar de acordo, assino o presente termo.

Parnaiba, de de

Assinatura do sujeito participante ou responsavel legal Impressao Digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

Nome:
RG/CPF: Assinatura:
Nome:
RG/CPF: Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste sujeito de
pesquisa ou representante legal para a participacao neste estudo.

Parnaiba, de de

Gustavo Portela Ferreira Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sohre a ética desta pesquisa, entre em contato com;
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Campus Ministro Reis Velloso

Endereco: Avenida S&o Sebastifo, 2819 — Bloco 16 — Sala 05 — Bairro Reis Velloso

CEP: 64202-020 — Parnaiba-PI, Fone: (86) 3323-5251

E-mail: cep.ufpi.cmrv@gmail.com
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ANEXO Il
FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

PACIENTE/AMOSTRA N° N° CARTAO DO SUS:

AMOSTRAS COLETADAS:

DATA DO ATENDIMENTO: LOCAL DE ATENDIMENTO:
NOME: TEL:
SEX0: OMasculino O Feminino DATA DE NASCIMENTO:
NOME DA MAE:

ENDERECO:
NUMERO: BAIRRO: CEP:
MUNICIPIO: UF:

OAdulto  Q Crianca (até 12 anos)  © Idoso (acima de 60 anos)  Gestante: Q1°T Q2T Q 3°T
Inicio dos sintomas: dias. O Febre: ha dias.

SINAIS E SINTOMAS PRESENTES:
O cefaleia [ Artralgia I Nauseas [ Dor retroorbitaria O Mialgia [J Ictericia
O Prostracio [ Diarreia O vomitos Exantema:  OIn prurido O prurido

O Manifestagdes hemorragicas: gengivorragia - epistaxe - metrorragia - hematémese - melena - hematdria - petéquias -
equimoses.

O Dor abdominal ro persistente/irritabilidade
O outros:

COMORBIDADES/ DOENGAS CRONICAS COEXISTENTES:

O Hipertensao Arterial O Doenga Hematolégica
O Diabetes Mellitus O Doenga Cardiovascular
0O oroc O Doenca Autoimune O nsuficiéncia Renal [ Doenca &cido-péptica [ Hepatopatia

O Anemia Falciforme

D Outras:

0O N&oha comorbidades/doencas cronicas coexistentes.

AVALIAGCAO QUANTO A PRESENGA DE SINAIS DE CHOQUE/HEMORRAGIA GRAVE:

O Comprometimento respiratério 0 Hemorragia grave com ou sem sinais de choque
Hemorragia presente O Né&o O Sim. Qual (is)?

O conjuntival Oepistaxe O Gengivorragia O Petéquias [ Equimose
O Metrorragia O Hemataria [ Hematémese O Melena B Hemoptoicos

SINAIS DE CHOQUE:

O pulso rapido e fino O Extremidades frias O Pele palida e amida O Enchimento capilar lento (> 2 seg.)
O Pressio arterial convergente (PA diferencial < 20 mmHg) DO Hipotensao postural (queda > 30 mmHg)

O Nio ha presenca de sinais de choque hipovolémico/hemorragia grave

O outros:




ANEXO Ill
QUESTIONARIO PARA AVALIACAO DAS MANIFESTACOES CRONICAS

Nome:

Idade: Profissdo:

Data da coleta:

Primeiro contato: Segundo Contato(Atual):

Crianca () Jovem () Adulto() Idoso() Gestante () Puerpério ()

SINTOMAS E DADOS CLINICOS DE FASE CRONICA

1. Tempo de duragdo dos sintomas (semanas ou meses):

2. Rigidez matinal (>30 min): sim () nao ()

3. Sintomas de fase cronica:

4. Principais membros/sitios anatdmicos/articulacdes acometido(a)s:

Dedosdas mdos() Maos() Punhos() Cotovelos () Ombros ()
Quadril ()  Joelhos () Tornozelos () Pés () Dedos dos pés ()
Dores nacoluna ()  ---—--—--—--—-- > cervical () Toréxica () Lombar ()

4.1 - Outras membros/articulacdes acometidos

5. Intensidade da artralgia: Fraca() Moderada() Forte()
6. Padrdo de acometimento articular: simétrico () assimétrico ()
7. Presenca de edema/inchaco nos membros ou articulagbes: ndo () sim ()

Quais membros?

7.1 - Edema com vermelhiddo: sim () ndo ()

7.2 - Edema com calor sobre a articulagdo: sim () nao()
8. Dorméncia nos membros: sim () ndo ()

9. Queixas: Permanente () Recidivante ()

Outros sintomas Clinicos: mialgia () manifestacdes cutaneas/ coceira/ vermelhiddo () falta de
concentragdo () depressao ()

10. Limitacdo dos movimentos articulares ao realizar atividades cotidianas: sim () ndo ()
11. Uso de medicamentos para combater as dores ocasionadas por CHIKV: sim () ndo ()
-Quais?
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