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RESUMO

Koga, R. C. R. (2017). Aspectos clinicos e soroldgicos de individuos com sinais e sintomas de
Febre Chikungunya [Dissertacdo de Mestrado]. Goiania: Pontificia Universidade Catdlica de
Goiés.

Introducdo: A Febre Chikungunya (FCHIK) é uma doenca de inicio abrupto, transmitida por
mosquitos artropodes hospedeiros intermediarios do virus Chikungunya (CHIKV). A
enfermidade representa um significativo impacto na qualidade de vida da pessoa afetada. Uma
vez que a doenga causa sintomas intensos e prolongados de poliartralgia e mialgia,
requerendo atencdo de salde, durante a recuperacdo, mais do que outras arboviroses.
Objetivou-se estudar aspectos clinicos e sorolégicos de individuos apresentando quadro
clinico sugestivo de FCHIK, residentes nos Estados de Amapa e Goiéas, visando correlacionar
os resultados de testes laboratoriais com a sintomatologia apresentada. Materiais e métodos:
O estudo foi realizado no Nucleo de Estudos e Pesquisa Imunologica da Pontificia
Universidade Catolica de Goias, em Goiania, e em Unidades de Pronto Atendimento de Salude
das cidades de Macap4, Oiapoque e Santana-AP. A populacdo de estudo foi constituida de 80
individuos com suspeita de FCHIK e para comparar os marcadores inflamatorios, o grupo
controle foi constituido de 20 amostras de sangue de doadores saudaveis da Central Goiana de
Sorologia e Imunohematologia. Foi realizada a extracdo do RNA viral, seguido de deteccédo
do RNA por meio de Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real. Além de ELISA para
deteccdo de IgM e IgG especificos para o CHIKV. Os sintomas dos participantes foram
correlacionados com o resultado da sorologia e da proteina C reativa (PCR), que foi avaliada
em individuos saudaveis e em pessoas com FCHIK. Resultados: Nenhuma amostra
apresentou limiar de deteccdo do RNA viral por RT-gPCR para CHIKV, porém trés amostras
foram positivas nessa técnica para virus zika (ZIKV) e uma para dengue subtipo 1 (DENV1).
Em ensaio imunoenzimatico, 26 amostras foram positivas para IgG e 3 dessas para IgM. Em
relacdo ao estagio da doenca, 10 encontravam-se em fase aguda, 04 em fase subaguda e 12 em
fase cronica. Correlacionados os resultados da sorologia com a sintomatologia observou-se
que os de fase aguda, todos tiveram febre, 90% cefaleia, 70% artralgia e 60% edema.
Enguanto que, os de fase subaguda tiveram: artralgia e cefaleia (100%), mialgia e edema
(75%). Os de fase crbnica tiveram edema (100%), artralgia (92%) e mialgia (75%). Quando
comparados os participantes com sorologia negativa, n=54, os sintomas mais apresentados
foram exantema, cefaleia, febre e artralgia. Os niveis de PCR nos individuos infectados e que
apresentavam mais de quatro sintomas foram maiores quando comparados com individuos
saudaveis. Conclusdo: O estudo focou em pessoas com quadro clinico caracteristico para
FCHIK. O sintoma mais comum nas trés fases apresentadas foi a artralgia, seguido de edema
e mialgia, a febre foi frequente somente na fase aguda. Todos os participantes foram
negativos na avaliacdo do RNA viral por RT-qPCR para CHIKYV, pois 0 virus tem uma curta
duracdo no organismo, e esta metodologia € limitada ao tempo de inicio dos sintomas e coleta
de amostra, ainda assim foi encontrado RNA viral do DENV e ZIKV. Alguns participantes
foram positivos para sorologia 1gG. Aqueles com sorologia negativa para CHIKV, apesar de
terem dor nas articulagcdes, tinham sintomas comuns a outras arboviroses. Os niveis de PCR
demonstraram-se elevados em relacdo aos individuos saudaveis.

Palavras-chave: Virus Chikungunya; Febre Chikungunya; RT-gPCR para Chikungunya;

Anticorpos anti-Chikungunya; Proteina C Reativa.
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ABSTRACT

Koga, R. C. R. (2017). Clinical and serological aspects of individuals with signs and
symptoms of Chikungunya Fever [Masters Dissertation]. Goiénia: Pontificia Universidade
Catolica de Goiés.

Introduction: Chikungunya fever (FCHIK) is a disease of abrupt onset, transmitted by
arthropod mosquitoes intermediate hosts of the Chikungunya virus (CHIKV). The illness has
a significant impact on the quality of life of the affected person. Since a disease causes intense
and prolonged symptoms of polyarthralgia and myalgia, it requires health care, during a
recovery, more than other arboviruses. The objective of this study was to study clinicians and
clinicians suggestive of FCHIK, residing in the States of Amapa and Goias, aiming to
correlate the results of laboratory tests with the presented symptomatology. Materials and
methods: The study was carried out at the Center for Immunological Studies and Research of
the Pontifical Catholic University of Goias, Goiania, and in Emergency Care Units in the
cities of Macap4, Oiapoque and Santana-AP. The study population consisted of 80 individuals
with suspected FCHIK and for investigators of inflammatory markers, the control group
consisted of 20 blood samples from healthy donors from Goiana Central de Serologia e
Imunohematologia. Viral RNA extraction was performed, followed by RNA detection by
Real-Time Polymerase Chain Reaction. In addition to ELISA for detection of IgM and 1gG
against Chikungunya virus. Participants symptoms were correlated with serology and C-
reactive protein (CRP), which was evaluated in healthy subjects and in people with FCHIK.
Results: No data presented for detection of viral RNA by RT-gPCR for CHIKV, but three
samples were positive in this technique for zika virus and one for dengue subtype 1 (DENV1).
In an enzyme-linked immunosorbent assay, 26 samples were positive for 1IgG and 3 for IgM.
Regarding the stage of the disease, 10 were in the acute phase, 04 in the subacute phase and
12 in the chronic phase. Correlated the results of the serology with a symptomatology it was
observed that the acute phase, all have fever, 90% headache, 70% arthralgia and 60% edema.
(100%), myalgia and edema (75%). (100%), arthralgia (92%) and myalgia (75%). When
comparing participants with negative serology, n = 54, the most prevalent symptoms were
rash, headache, fever, and arthralgia. The CRP levels in individuals infected with more than
four symptoms were higher when compared with healthy individuals. Conclusion: The study
focused on people with a clinical picture characteristic of FCHIK. The most common
symptom in the three phases presented for arthralgia, followed by edema and myalgia, a fever
was frequent only in the acute phase. All participants were negative in the evaluation of viral
RNA by RT-gPCR for CHIKYV, for the virus has a short duration in the body, and this
methodology is limited to the time of symptom onset and sample collection, DENV and
ZIKV. IG G. Those with negative serology for CHIKV, despite taking into account the joints,
symptoms common to other arboviruses. CRP levels have been shown to be high relative to
healthy subjects.

Keywords: Chikungunya virus; Chikungunya Fever; RT-gPCR for Chikungunya; Anti-
Chikungunya IgM antibodies; Anti-Chikungunya IgG antibodies; C-Reactive Protein.
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1 INTRODUCAO

A Febre Chikungunya (FCHIK) é uma doenca de inicio abrupto, transmitida por
mosquitos artrdpodes hospedeiros intermediarios do virus Chikungunya (CHIKV)
(PIALOUX et al., 2007; SOURISSEAU et al., 2007; CHEVILLON et al., 2008). A
enfermidade representa um significativo impacto na qualidade de vida da pessoa afetada. Uma
vez que a doenga causa sintomas intensos e prolongados de poliartralgia e mialgia,
requerendo atencdo de saude, durante a recuperacdo, mais do que outras arboviroses
(VAZEILLE et al., 2008; KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012; WEAVER, 2014,
MCSWEEGAN et al., 2015; NUNES et al., 2015).

1.1 HISTORICO DA FEBRE CHIKUNGUNYA

Inicialmente a doenca foi denominada de dengue-like, por possuir similaridade de
sintomas com a dengue (WEAVER, 2014). Casos humanos aparentando ser FCHIK foram
relatados no inicio de 1770, com descri¢cbes de uma doenca febril-exantematica com artrite
(OPS, 2011). Nos verdes de 1934 e 1935, ndo havia teste laboratorial especifico, somente a
certeza de que ndo se tratava de nenhuma doenca conhecida até aquele momento. Realizando
a anamnese de pacientes com quadro febril e dor articular, Cheney (1935) observou vinte

individuos de S8o Francisco, Califérnia:

“Uma grande reclamacéo dos pacientes € a severa dor de cabeca, frequentemente em
localizacdo frontal, generalizada ou occipital. O préximo sintoma mais importante é
a dor nas costas, que era muitas vezes mais intensa na regido sacro-iliaca, e parecia
muito pior do que habitualmente é encontrado em outras desordens febris. A febre
foi o inicio abrupto da doenca. A presenca de dores nos membros foi observada,
eram tdo agudas em alguns individuos, com articulacdes também rigidas e cheias de
dor. O termo "quebra-ossos" para esta febre parecia justamente aplicavel”.

Devido a gravidade das dores articulares nenhum habitante pdde esquecer tamanho
sofrimento. Pelo rapido aparecimento dos sintomas e artralgia incapacitante, a doenca e o
virus foram nomeados conforme dialetos africanos, Banto, Makonde e Swabhili. O prefixo chi
denota coisa ou pessoa, enquanto que a raiz da palavra vem do verbo kungunyala, que
significa “contorcido”, referindo-se ao estado dos troncos e galhos de arvores que, no periodo
de estiagem africana ficam retorcidos (LUMSDEN, 1955; ROBINSON, 1955).

Em meados de outubro de 1952, a propagacdo subsequente da arbovirose foi rapida e

normalmente envolveu 60 a 80% da populacdo tanganiquense dentro de um periodo de 2 a 3
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semanas. Em alguns grupos de casas todos os habitantes foram infectados (ROBINSON,
1955). O virus foi isolado de soro humano e de mosquitos entre 0s anos de 1952 e 1953, em
decorréncia de uma epidemia de FCHIK ocorrida na provincia sul de Tanganica, Platé
Makonde (ROSS, 1956). Posteriormente foram descritos diversos surtos em diferentes regides
da Africa, India e do Sudeste da Asia (WEAVER, 2014).

Estudos demonstraram a preservacgdo do CHIKV no ambiente, por meio de dois perfis
epidemioldgicos, um silvestre e outro urbano (Figura 1). O primeiro é conhecido por ser
zoondtico e mantido em ciclo silvestre, (CHEVILLON et al., 2008; WEAVER, 2013;
WEAVER; FORRESTER, 2015), envolvendo primatas selvagens, roedores e mosquitos
Aedes spp que habitam a floresta, particularmente os membros do grupo Aedes furcifer-taylori
(DIALLO et al., 1999). O segundo, transmitido de humano para humano por picadas do
mosquito, principalmente pelo Aedes aegypti (Ae. aegypti), costuma ser peridomeéstico, vetor
antropofilico urbano do virus da dengue (DENV), sem reservatério animal, com potencial
para grandes epidemias (TSETSARKIN et al. 2011).

Outra espécie comum e abundante inclui mosquitos Aedes albopictus (Ae.albopictus),
que colonizam recipientes artificiais e naturais em areas suburbanas e rurais, tém
complementado a preservacdo do CHIKV no ambiente (CHEVILON et al., 2008). Mosquitos
urbanos e peridomésticos mantém estreita relacdo com os humanos e, portanto, séo

provavelmente responsaveis por grandes surtos regionais (POWERS; LOGUE, 2007).

\ <
= Ae. aegypti aegypti
. Ae. albopictus _,,7?
Aedes spp.

\y
\ III

Figura 1: Descrigdo dos ciclos de transmissdo do CHIKV. Fonte: TSETSARKIN et al. 2011.
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1.2 BIOLOGIA DO AGENTE ETIOLOGICO

Denomina-se arbovirus (Arthropod-born viruses) o virus cuja transmissdo ocorre por
picada de vetor artropode (ELDRIDGE et al., 2004; THIBERVILLE et al., 2013). De acordo
com Pialoux et al. (2007) considera-se a arbovirose Chikungunya como uma doenca tropical,
devido as condi¢des bioldgicas favoraveis para a propagacdo viral. Rezza (2014) enfatiza que
fatores como a mobilidade humana, mudancas climaticas, propagacdo global do vetor e
adaptabilidade viral podem favorecer a disseminagéo do Chikungunya.

1.2.1 Transmisséo viral

A infeccdo ocorre, principalmente, pela picada de mosquito hematéfago fémea de uma
grande variedade de artropodes, dentre eles Aedes (principalmente aegypti e albopictus, além
de furcifer, vittatus, fulgens, luteocephalus, dalzieli, vigilax e camptorhynchites), Culex
annulirostris, Mansonia uniformis e mosquitos Anopheles sp. (BURT et al., 2012; NUNES et
al., 2015; LIMA-CAMARA, 2016). As espécies sdo invasoras, possuem grande capacidade
de dispersdo e adaptacdo, podendo ser encontradas em areas urbanas, suburbanas e rurais, em
regides tropicais e subtropicais (PIALOUX et al., 2007; MEDLOCK; LEACH, 2015).

Sabe-se que os principais vetores sdo 0 Ae. aegypti e o Ae. albopictus. O A. aegypti
vive na faixa tropical e subtropical da Terra, mede aproximadamente 5mm, possui cor
amarronzada, anéis brancos nas pernas, um desenho prateado em forma de lira na parte dorsal
do térax e escamas branco-prateadas no corpo (DIVE, 2008; GONZALEZ; MATTAR, 2014).
O A. albopictus tem distribuicdo mundial, pode ser encontrado a uma altitude de até 1.800
metros e resiste a baixas temperaturas. Além disso, € considerado um vetor de dificil controle
pela diversidade de depositos naturais e artificiais onde realiza a pdstula dos ovos, maior
tolerancia ao frio e quantidade de ovos depositados. Quanto as suas caracteristicas fisicas é de
cor preto piche, patas com anéis prateados, no meio e ao longo do dorso possuem uma seta
prateada e seu corpo apresenta escamas também branco-prateadas (PIALOUX et. al., 2007;
DIVE, 2008).

Estudos demonstraram ainda a possibilidade de transmissdo de CHIKV por fluidos
orais (saliva), uma vez que foi encontrado RNA viral e infectante em amostras de saliva
coletadas de varios individuos, em fase aguda de FCHIK, com manifestacbes hemorragicas
nas cavidades orais/nasais (GARDNER et al., 2015, ROLPH et al., 2016).

Além disso, o virus também pode ser transmitido por transfusdo sanguinea. Um estudo
probabilistico, realizado durante epidemia ocorrida em Songkhla, provincia do sul da

Tailandia, usou informacgdes locais para estimar o risco de transmissdo do CHIKV por
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transfusdo de Hemocomponentes. O risco potencial foi de 1 doador assintomatico virémico de
FCHIK para 2.429 doagdes (APPASSAKIJ et al., 2014). Como demonstrado em inquéritos
sorologicos, 3 a 28% das pessoas infectadas permanecem assintomaticas e sdo potenciais
disseminadores de CHIKV por meio de transfusdo de hemocomponentes (PATY, 2013;
APPASSAKIJ et al., 2013).

Hé& ainda, a transmissdo vertical de mée para o filho, no periodo intraparto de mae
virémica. A transmissdo ocorre entre a 35% a 40 semana gestacional (GERARDIN et al.,
2008).

1.2.2 Distribuicao geografica da FCHIK

Infec¢Bes por CHIKYV ressurgiram em nimeros significativos em meados dos anos de
2005-2006 na ilha francesa Reunidn, quando mais de um terco da populacdo apresentou as
manifestagdes clinicas da arbovirose, resultando em mais de 250 mortes (BURT et al., 2012).
Em 2006, o virus atingiu os habitantes da india e alguns paises do sudeste asiatico. No ano de
2007, a Italia também apresentou autoctonia para CHIKV. Enquanto que a regido de Ravenna,
na Franca, registrou seus primeiros casos em 2010 (SUK; SEMENZA, 2014).

Epidemias recentes ratificaram que o CHIKV é um importante arbovirus emergente.
Em 2013 casos autoctones de FCHIK surgiram nas Americas, inicialmente no Caribe e neste
interim a América do Sul também registrou casos. No final de 2014 ja existiam ocorréncias de
infeccdes autoctones na Guiana Francesa, Venezuela, Colémbia, Suriname, Paraguai e Brasil
(MS, 2014).

Casos de FCHIK nas Américas foram reportados a Organizacdo Panamericana de
Salde (OPS), nos anos de 2013 e 2014, onde 1.118.578 pessoas estavam com sintomas
suspeitos, como febre e artralgia intensa, sendo que em 2015 o nimero de pessoas suspeitas
caiu para 693.489, todavia até a Semana Epidemiologica 25 de 2016, foram notificados
130.728 casos suspeitos da infec¢do pelo arbovirus (OPS, 2015a; OPS 2015b; OPS, 2016).

Casos autdctones da arbovirose no territorio brasileiro deram inicio em duas unidades
da federacdo, Amapa e Bahia (NUNES et al., 2015; LIMA-CAMARA, 2016). Segundo dados
da Secretaria de Vigilancia em Salde do Ministério da Saude, em 2015, semanas
epidemiologicas 1 a 52, foram registrados no pais 38.499 casos provaveis de FCHIK (taxa de
incidéncia de 18,8 casos/100 mil hab.), distribuidos em 704 municipios, dos quais 17.971
(46,7%) foram confirmados. Houve também confirmacdo de 14 &bitos por FCHIK, nos
Estados da Bahia (5 dbitos), Sergipe (2 6bitos) e Pernambuco (7 6bitos). A mediana de idade
dos ébitos foi de 73 anos (MS, 2017).
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Em 2016, até a semana epidemioldgica 50, foram registrados 265.554 casos provaveis
de FCHIK no pais, com uma taxa de incidéncia de 129,9 casos/100 mil hab. Esses casos
provaveis estdo distribuidos em 2.785 municipios; destes, 146.914 (55,3 %) foram
confirmados. A analise da taxa de incidéncia de casos provaveis, por regides geogréficas,
demonstrou que a regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia: 407,7 casos/100 mil
hab. Entre as unidades da federacdo, destacam-se Rio Grande do Norte (714,0 casos/100 mil
hab.), Ceara (520,9 casos/100 mil hab.), Alagoas (509,7 casos/100 mil hab.) e Pernambuco
(510,6 casos/100 mil hab.). Foram confirmados 159 6bitos por FCHIK (MS, 2017).

No Amapa, o CHIKV foi intensamente propagado a partir de junho de 2014, com
exponenciais aumentos de casos suspeitos da febre, principalmente no municipio de Oiapoque
(MS, 2015). Goiania pertence ao terceiro estado do pais com maior coeficiente de incidéncia
de dengue, 1.338,5 casos para cada 100 mil habitantes (MS, 2016), o que de certa forma
demonstra preocupacéo para autoridades de salde, uma vez que 0 vetor e 0s sinais clinicos

sdo analogos para arboviroses como dengue, CHIKV ou Zika (DIALLO et al., 1999).

1.2.3 Periodo de incubacao

Ap0s o repasto sanguineo de mosquitos vetores em hospedeiro virémico, denomina-se
de periodo de incubacdo extrinseco, o periodo médio de dez dias em que 0 mosquito realiza o
repasto e torna-se capaz de transmitir o virus para um novo hospedeiro. Enquanto que o
periodo de incubacgéo intrinseco ocorre em humanos picados por um mosquito infectado, no
intercurso de tempo de 3 a 7 dias (MS, 2014).

1.2.4 Taxonomia e estrutura

Segundo o Comité Internacional de Taxonomia Viral, o CHIKV é um membro da
familia Togaviridae, pertencente ao género Alphavirus. Suas particulas virais possuem
envelope lipidico, capsideo de simetria icosaédrica e genoma constituido de Acido
Ribonucleico (RNA), fita simples. Medem cerca de 60-70 nm de diametro (Figura 2)
(FENNER et al.1974; WOLFEL, et al., 2015).

Na superficie do envelope lipidico localizam-se as glicoproteinas virais E1 e E2, as
quais se associam em heterodimeros, formando 80 trimeros. Além da presenca na periferia da
glicoproteina E3 (UCHIME et al., 2013). O nucleocapsideo é constituido de uma proteina C
do capsideo viral e de uma molécula de RNA (STRAUSS; STRAUSS, 1986).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura do CHIKV. Disponivel em
http://viralzone.expasy.org.

1.2.5 Organizagdo do genoma viral

O genoma do CHIKV é composto de uma molécula de RNA, de fita simples,
polaridade positiva de aproximadamente 11,8 kb (FENNER et al.1974; WOLFEL et al.,
2015).

O conteudo genémico possui dois sentidos de leitura aberta, um na extremidade inicial
e outro na cauda, respectivamente cap 5’ e poly-4 3°. A primeira leitura compreende cerca de
dois tercos do genoma e codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4)
que participam da replicacdo, nivelamento do RNA, clivagem poliproteica e outras funcdes de
replicacdo viral. A segunda leitura corresponde a uma proteina que sera clivada em cinco
proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e E1), que participam do processo de fusdo e interagem
com receptores celulares (STRAUSS; STRAUSS, 1986; WEAVER et al., 2012). Portanto, 0
genoma do CHIKYV esté organizado em: 5 ‘cap_nsP1-nsP2-nsP3-nsP4-26S (regido de juncéo)
-C-E3-E2-6k-E1_poli (A) -3' (Figura 3) (SOLIGNAT et al., 2009).

As funcBes das proteinas estruturais sdo, respectivamente: C funciona como
autoprotease (HARDY et al., 1990), E3 protege a superficie viral do pH durante o processo de
fusdo, E2 e E1 sdo responsaveis pela ligacdo aos receptores celulares (UCHIME et al., 2013),
6K € rica em cisteina e possui potencial hidrofébico (GAEDIGK-NITSCHKO;
SCHLESINGER, 1990).
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Figura 3: Organizagdo do genoma do virus Chikungunya. Adaptado de: WEAVER et al., 2012

1.2.6 Replicagéo viral

Estudos acerca do tropismo de CHIKV em seres humanos tém sido amplamente
discutidos. Observa-se que mesmo possuindo elevada viremia, 10® cépias/mL, o CHIKV néo
se replica em linfocitos e mondcitos primarios. Entretanto, macréfagos derivados de
monocitos sdo suscetiveis a infeccdo e em modelo animal, simio, funcionam como
reservatorio viral (SOURISSEAU et al., 2007; LABADIE et al., 2010). O CHIKYV, portanto,
infeta células epiteliais, endoteliais e fibroblastos humanos (COUDERC et al.; 2009), bem
como inumeras linhagens celulares, excluindo as monocitoides e linfoides, ocasionando efeito
citopatico extenso associado a inducéo de apoptose (SOURISSEAU et al., 2007).

Conforme detalhamento na Figura 4, a replicacdo do CHIKV comeca com a fixacéo
do envelope viral nos receptores celulares ®*? ' (FENNER et al.1974; WOLFEL, et al.,
2015).

Em seguida o virus entra na celula alvo por endocitose de vesiculas revestidas por
clatrina ". Durante a transferéncia para endossomas, o ambiente de baixo pH leva a
reorganizacdo do complexo viral E1-E2, a exposicdo do peptideo de fusdo E1 e fuséo
subsequente com o endossoma membranar permitindo a liberacdo do nucleocapsideo no
citoplasma '". Prosseguindo a replicacéo ao longo de vias paralelas ™ V¢ "' (SOLIGNAT et al.,
2009).

No inicio da infeccdo de CHIKYV, por ser de polaridade positiva, 0 genoma viral serve
como um RNA mensageiro (MRNA) para a traducao do precursor P1234 e de proteinas ndo
estruturais V. Entdo, ocorre a replicacdo de RNA por meio de sintese intermediéria de um
RNA de comprimento completo cadeia negativa *, utilizando como um molde para a sintese
do RNA gendmico a transcricéo da regido subgendmica 26S . A transcricdo de RNA positivo
de cadeia simples é temporariamente regulada pelo processamento proteolitico do precursor
ndo estrutural P1234. No inicio da infeccdo, P1234 é clivada em NSP4 (CHEVILLON et al.,

2008).
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Figura 4: Ciclo replicativo do CHIKV em células de vertebrados. Fonte: CHEVILLON et al.,

2008.

Durante a replicacdo, quando a concentracdo de nsP123 esta elevada o suficiente, o
precursor é subsequentemente transformado em proteinas maduras ', que regulam a sintese
de RNA cadeia positiva e amplificacdo de 26S“. Este passo é regulado pelas funcées de nsP2,
helicase e proteinase. Na etapa vii, 26S serve como mRNA para a traducao da poliproteina
precursora C-pE2-6k-E1 e producdo de proteinas estruturais. No final do ciclo replicativo a
poliproteina pE2-6k-E1-C € processada pos-traducdo em proteinas estruturais maduras. A
atividade de serina protease libera o capsideo C * (CHEVILLON et al., 2008).

O precursor do envelope insere na bicamada o reticulo endoplasmatico por meio de
uma sequéncia de sinal processada para pE2 e E1. No passo X, E1 e pE2 associados sdo
exportados para a membrana plasmatica por meio do complexo de Golgi. Enquanto isso,
ocorre a liberacdo e maturacdo do heterodimero E1-E2 no envelope viral. Em paralelo,
nucleocapsideos maduros difundem-se livremente no citoplasma para a membrana *. A
montagem viral é guiada eletrostaticamente pela ligacdo do nucleocapsideo e o recrutamento
de glicoproteinas associadas as membranas. A particula montada, de forma icosaédrica,
finalmente, brota na membrana da célula e torna-se um virion envelopado *" (KIELIAN;
REY, 2006).
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1.2.7 Linhagens

Até o momento foram identificadas quatro linhagens ou filogrupos do CHIKV com
caracteristicas genéticas e antigénicas distintas: Centro-Oriental-Sul-Africano (ECSA) e Oeste
Africano, endémicas na Africa Subsaariana; Asiatica, circulante no sudeste asiatico e oeste
africano (THIBERVILLE et al., 2013) e, Linhagem do Oceano indico (L1O), que causou
epidemias explosivas na India, Ilhas do Oceano indico e da Asia entre 2005 a 2011
(WEAVER, 2014).

No Brasil, Nunes et al. (2015) demonstraram a circulacdo de duas linhagens, trata-se
de cepa Asiéatica, que entrou no pais pela cidade de Oiapoque-Amapa, por razGes geogréaficas,
possivelmente pela zona de fronteira com a Guiana Francesa, que apresentava autoctonia de
FCHIK a partir de dados filogenéticos de epidemias em curso na regido do Caribe. O estudo
também afirmou a entrada da linhagem ECSA por Feira de Santana-Bahia, que teria
comecado a se disseminar em junho de 2014, durante a Copa do Mundo, possivelmente por

meio de um brasileiro que acabara de voltar de Angola.

1.3 FISIOPATOLOGIA DA FEBRE CHIKUNGUNYA
1.3.1 Manifestacdes clinicas

Estudos indicam que 3 a 28% dos individuos ndo apresentam sintomas para FCHIK
(QUEYRIAUX et al., 2008; MORO et al., 2010). A doenca geralmente é de inicio abrupto,
com sintomas como pirexia (> 39°C), cefaleia, dorsalgia, mialgia e artralgia, esse ultimo pode
ser intenso afetando principalmente as extremidades (tornozelos, pulsos e falanges) e tambem
grandes articulacdes (ROBINSON, 1955; AGUIAR, 2014).

ManifestacGes cutaneas ocorrem em 40-50% dos casos, conforme observado em
epidemias ocorridas na Malasia (1998) e ilhas francesas Reunion (2005-2006), consistindo de
erupc¢do pruriginosa maculopapular no térax, edema facial, e em criancas erup¢do bolhosa
com descamacao acentuada e gengivorragia (PIALOUX et al., 2007).

Sintomas digestivos como diarreia, vomitos, nduseas ou dor abdominal ocorrem em
15-47% dos casos durante a fase aguda da doenca (THIBERVILLE et al. 2013). Outras
manifestacdes também foram descritas como as oftalmoldgicas, dentre elas a uveite anterior,
posterior e vasculite retiniana de curso benigno com resolucdo em 6-8 semanas
(KHAIRALLAH et al., 2012; KHAIRALLAH, 2013). Outras, menos frequentes também
foram observadas como miopericardite, meningoencefalite e hepatite toxica (HORCADA et
al., 2015).
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O CHIKYV pode causar doenca aguda (3 a 10 dias), subaguda (11 a 90 dias) e cronica
(> 90 dias) (OPS, 2011). Casos em que 0s sintomas permanecem, esses se manifestam sob a
forma de poliartrite ou poliartralgia constante, acompanhada de rigidez matinal e astenia, que
perduram de meses a mais de trés anos do inicio da infeccdo (MORO et al., 2012).

1.3.2 Resposta Imune

Apobs a inoculacdo, o CHIKV € transportado para os capilares subcutaneos e €
direcionado para os linfonodos préximos ao local de penetracdo. O virus é transportado para
diferentes locais, principalmente para o tecido muscular, articulacdes, figado e cérebro
(HORCADA et al., 2015). Nestes tecidos, a infeccdo esta associada a uma marcada infiltracdo
de células mononucleares, incluindo macrofagos, particularmente quando ocorre a replicacdo
viral. Os eventos patologicos associados a infec¢édo tecidual sdo principalmente subclinicos no
figado (apoptose dos hepatdcitos) e nos orgaos linfoides (adenopatia), enquanto que a
infiltracdo de células mononucleares e a replicagdo viral nos musculos e articulagdes estdo
associadas a artralgia e mialgia intensas, com alguns pacientes apresentando artrite. S&o
considerados raros na FCHIK, os quadros clinicos de Sindrome de Guillain-Barré e encefalite
(DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).

Inimeros estudos tém demonstrado a presenca de mediadores inflamatdrios nas trés
fases da FCHIK (HOARAU et al., 2010; CHOW et al., 2011; KREJBICH-TROTOT et al.,
2011a; KREJBICH-TROTOT et al., 2011b).

Na fase aguda, o Interferon-a ¢ detectado e esta relacionado a carga viral (HOARAU
et al., 2010; CHOW et al., 2011; KELVIN et al., 2011; KREJBICH-TROTOT et al., 2011a;
KREJBICH-TROTOT et al., 2011b; WAUQUIER et al. 2011). Os niveis de IL-12 e
Interferon-y também estdao elevados (HOARAU et al., 2010). No entanto, alguns estudos
demonstraram que as concentracdes de citocinas plasmaticas Thl e Th2 permanecem baixas
durante a infeccdo (HOARAU et al., 2010; CHAAITHANYA et al., 2011; CHOW et al.,
2011; KELVIN et al., 2011, WAUQUIER et al. 2011). A fase subaguda envolve
principalmente macrofagos (CHOW et al., 2011) e apresenta mediadores pré-inflamatorios
(IL-2R, IL-4, MIG/CXCL-9, MIP-10/CCL-3, fator de crescimento de hepatdcitos (HGF),
fator de crescimento fibroblastico béasico (bFGF), fator estimulante de colbnias de
granuldcitos (G-CSF) e eotaxina/CCL-11, fator de crescimento epidérmico (EGF) e
RANTES/CCL-5 (HOARAU et al., 2010). A medida que a doenca progride para a fase
crbnica, a IL-17 torna-se detectavel. Sendo que a persisténcia da artralgia pode ser associada a

elevados niveis de IL-6 e de G-CSF. Em contrapartida, pessoas que se recuperam
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completamente apresentam altos niveis de Eotaxina e fator de crescimento de hepatdcitos
(CHOW et al., 2011).

A fase cronica da FCHIK pode persistir em um subconjunto de pacientes, com niveis
variados de artralgia e mialgia, culminando em alguns casos com sindrome artritica
debilitante. Em um estudo realizado em Singapura, 13% dos pacientes infectados ainda
apresentavam artralgia crénica trés meses ap6s a infeccdo (CHOW et al., 2011). Outro
trabalho, em Emilia Romanha-Itélia, evidenciou que 70% dos pacientes tinham sintomas
persistentes aos seis meses, dos quais 32% apresentaram sintomas por mais de 12 meses
(KELVIN et al., 2011). Manimunda et al. (2010) descreveu que 49% dos doentes em
Dakshina Kannada-india também tinham sintomas 10 meses ap6s a infecgdo. Em Reunidn,
50% dos pacientes permaneceram com sintomas de artralgia por até um ano (HOARAU et al.,
2010).

A teoria da persisténcia de CHIKV no tecido sinovial foi relatada por Labadie et al.
(2010) em que demonstraram em modelo animal, apos 90 dias de infeccdo, a presenca do
virus em tecido articular de primatas com evidentes sinais de inflamacéo.

Um estudo mostrou no soro de pacientes a presenca de imunoglobulinas neutralizantes
especificas para CHIKV (COUDERC et al., 2009). Essa imunidade passiva tem sido de
grande interesse, uma vez que pode ser uma ferramenta de intervencdo médica viavel,
especialmente nos individuos suscetiveis a grave infeccdo por CHIKV grave, tais como
neonatos (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

A producdo de anticorpos contra o virus € suficiente para eliminar o virus apés a
infeccdo (LEMANT et al., 2008). Os anticorpos anti-CHIKV de classe IgM normalmente se
desenvolvem entre o0 5° ao 7° dia de infeccdo (Figura 5) enquanto que os de classe IgG
aparecem entre 0 10° ao 14° dia (MS, 2014).

A proteina C reativa (PCR) € um dos marcadores mais sensiveis utilizados na
inflamacdo. A PCR é uma proteina de fase aguda que é formada pelos hepatdcitos. Pode ser
considerada uma opsonina, por se ligar aos patdgenos e iniciar sua eliminacdo pela ativacdo
do sistema complemento e fagocitos. Além disso, também esta relacionada a extensdo e
intensidade inflamatdria. Ela estd presente normalmente no soro humano em concentracdes
inferiores a 6 mg/L (BLACK et al., 2004). Entretanto, em condices inflamatorias pode
aumentar cerca de 25%, com inicio da secrecdo de 4 a 6 horas ap0s o estimulo, duplicando a
cada 8 horas, com um pico entre 36 e 50 horas (EISENHARDT et al., 2009; AGUIAR et al.,
2013). Logo apos a resolucdo da inflamagéo os niveis de PCR diminuem, entre um periodo de
7 a 12 dias (GABAY; KUSHNER, 1999).
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Figura 5: Viremia e resposta imune em infecgdo por CHIKV. Fonte: MS, 2014.

Em Marseille, exames revelaram um aumento no nivel de PCR em viajantes febris que
retornaram de ilhas francesas Comores e Reunion (PAROLA et al., 2006). Hoarau et al.
(2010) evidenciaram em pacientes idosos da ilha Reunion, durante os anos de 2006 a 2010,
niveis elevados de PCR, média de 60,2 mg/L, defenderam ainda, que o estado cronico,
marcado pela presenca de artralgia, € mais evidente em pacientes com idade superior a 60

anos.

1.4 PATOGNONIA DA FEBRE CHIKUNGUNYA

Para o diagndstico laboratorial do CHIKV Robinson et al. (2014) relatam trés tipos
principais de ensaios: Isolamento viral, RT-qPCR e Sorologia. Amostras colhidas durante a
primeira semana ap0s o inicio dos sintomas devem ser testadas por dois métodos: sorologico
(IgM e 1gG ELISA especificos para CHIKV) e viroldgico (RT-gPCR ou isolamento viral). As
amostras sdo geralmente sangue ou soro, mas nos casos neurologicos com caracteristicas

meningoencefaliticas, liquido cérebro-espinhal também pode ser coletado (MS, 2014).

1.4.1 Isolamento viral

O isolamento do virus pode ser realizado em mosquitos coletados ou em amostras de
soro na fase aguda, < 5 dias (MURUGANANDAM et al., 2011; MULYATNO, Kris C. et
al,2012). Transportado refrigerado (entre 2° a 8°C ou gelo seco) por no maximo 48 horas para
o laboratdrio, para ser inoculado em uma linhagem de células sensiveis ou através de

inoculagdo em camundongos. Assim, o CHIKV produzira efeitos citopaticos tipicos dentro de
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trés dias apds a inoculacdo em uma variedade de linhagens de células, incluindo células Vero,
BHK-21 e celulas HeLa (BURT et al., 2012). O isolamento de CHIKV deve ser confirmado
por Imunofluorescéncia Indireta utilizando antissoro CHIKV especifico ou por RT-gPCR do

sobrenadante de cultura ou de suspenséo de cérebro de camundongo (MS, 2014).

1.4.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real

A técnica de RT-qgPCR é comumente utilizada para detectar o genoma viral do
CHIKV (WANG et al., 2016). Essa metodologia baseia-se na quantificacdo de um conjugado
fluorescente durante a PCR, em que a intensidade de fluorescéncia emitida é diretamente
proporcional a quantidade do produto de PCR numa reacdo (GIBSON et al., 1996).

A RT-qPCR é muito vantajosa, por ser rapida e poder detectar o RNA viral do CHIKV
bem no inicio da infeccdo (0 a 7 dias), possui menor taxa de contaminacdo, maior
sensibilidade, maior especificidade e é de facil padronizacdo. No entanto, apds o periodo
virémico, a técnica pode ndo ser necessariamente uma boa escolha de diagndstico
(PASTORINO et al., 2005; RATCLIFF et al., 2006).

1.4.3 Testes sorologicos especificos para CHIKV
O diagndstico sorologico pode ser feito por ELISA e teste de neutralizacdo por
reducdo de placas-PRNT (OPAS, 2014). O diagndstico por ELISA ocorre pela deteccdo de
anticorpos das classes IgM e/ou 1gG especificos para CHIKV (BURT et al., 2012; MS, 2014).
A amostra de fase aguda deve ser coletada imediatamente ap6s o inicio da doenca e a

de fase convalescente entre 10 e 14 dias apds (MS, 2014).

1.5 PROBLEMATIZACAO
Na iminéncia de surtos de arboviroses, questionou-se: individuos habitantes ou
viajantes oriundos de areas endémicas que apresentam sinais ou sintomas como febre,

artralgia e exantema podem estar com FCHIK?

1.6 JUSTIFICATIVAS

Estudos corroboram que doencas transmitidas por arbovirus, como o Chikungunya,
sdo relevantes para a salde pablica, uma vez que a doenca possui similaridade de sintomas
com as flaviviroses, dengue e zika, o que dificulta o0 manejo clinico precoce do paciente.

Todavia, as manifestacdes clinicas articulares da FCHIK tendem a um quadro de cronicidade,
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ocasionando sérios transtornos no cotidiano da pessoa afetada (BERLINGUER, 1999;
FREITAS, 2012; TARANTO, 2013; CHARREL, 2014, CHACON et al., 2015).

Ressalta-se que a infec¢do por CHIKV produz uma sindrome febril debilitante que, em
virtude da intensidade dos sintomas articulares, pode evoluir para um quadro crénico da
doenca, interferindo na qualidade de vida da populacdo afetada, com impactos econdémicos
significativos, devido a reducdo da produtividade (CHARREL et al., 2014).

Pesquisas acerca dos problemas de salde que afetam a qualidade de vida de
individuos, utilizando o indicador de anos potenciais de vida perdidos ou vividos com
incapacidade (DALY), que equivale a um ano de vida saudavel perdido, foram feitas baseadas
na ocorréncia de surtos de FCHIK. Durante a epidemia de 2005/2006, nas ilhas Reunién, um
estudo revelou perda de aproximadamente 55.000 DALY’s, na maioria da populagdo ativa
(20-60 anos), sendo 86% devido a fase cronica da FCHIK (YASEEN et al., 2012). Cardona-
Ospina et al. (2015) estimaram que de 3.050 casos de FCHIK ocorridos no Brasil, em 2014,
1.529 poderiam ter evoluido para a fase cronica da doenga, consequentemente,
correspondendo a 598 DALY ’s nas pessoas com quadro artritico.

Além disso, os sinais de febre e artralgia sdo usados como critério clinico-
epidemiologico preditivo para FCHIK, durante surto da arbovirose (OPS, 2011; MS, 2014).
No entanto, a maioria dos pacientes suspeitos vive ou viajou para area tambem endémica de
dengue e zika, consequentemente, ocasionando erros de diagnodstico ou ainda, atraso no
manejo clinico adequado para o paciente (GUILHERME et al.1996). O teste considerado
padrédo ouro de diagnostico para a FCHIK é a RT-qPCR que confirma a presenca do patdgeno
nos fluidos biolégicos do hospedeiro (PARIDA, 2008). Porém nem sempre isso é possivel,
em razdo do tempo de viremia. Assim, uma opcao para elucidar a infeccdo atual ou pregressa
por CHIKV, é a utilizacdo de métodos soroldgicos, como a deteccdo de anticorpos das classes
IgM e/ou 1gG especificos para o agente infeccioso (ANSUMANA et al., 2013).

1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo geral
Estudar aspectos clinicos e sorologicos de individuos apresentando quadro febril-

exantematico e atralgia, caracteristicos de FCHIK.

1.7.2 Objetivos especificos
e Descrever caracteristicas clinicas e sociodemograficas dos sujeitos do estudo;

e Detectar a infecgéo pelo CHIKV na populacéo do estudo;
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e Identificar casos de infeccdo ou coinfec¢do por outro arbovirus, como o dengue e zika,
nas amostras estudadas;

e Pesquisar a presenca de anticorpos, IgM e IgG especificos para CHIKV, na popula¢édo
do estudo;

e Correlacionar sinais e sintomas com os resultados de IgM e IgG especificos para
CHIKV, de acordo com o estagio da doenca.

e Correlacionar os niveis de proteina C reativa dos individuos positivos para o CHIKV

com o numero de manifestacGes clinicas apresentadas.

1.8 HIPOTESE
Individuos habitantes ou viajantes oriundos de areas endémicas que apresentam sinais
ou sintomas como febre, artralgia e exantema podem estar com FCHIK, dado a proliferacédo

de mosquitos vetores e posterior propagacao da arbovirose.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1LOCALE POPULAQAO DE ESTUDO

A presente pesquisa foi realizada nos municipios de Macapa, Oiapoque e Santana,
pertencentes ao Estado do Amapa, e Goidnia-Goias.

O Amapa estd localizado na Regido AmazoOnica, ao extremo norte do Brasil,
delimitado ao norte pela Guiana Francesa, a noroeste pelo Suriname, a leste pelo Oceano
Atlantico e a oeste e sul pelo estado do Para. O acesso ao estado € por via fluvial ou aérea. O
clima do estado é favoravel ao crescimento de diversas espécies de mosquitos: é equatorial,
quente e Umido, com apenas duas estacdes, uma de chuva (inverno) e outra de seca (verdo). A
temperatura média minima € de 23 °C e a maxima de 38 °C. A populacdo amapaense,
segundo informacgdes do censo realizado em 2010 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) era de 669.526 habitantes, em 2016 esta estimada em 782.295.

Goiania pertence ao estado de Goias, localizado no centro-oeste do pais, delimita-se ao
norte com o estado de Tocantins, ao sul com Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, a leste com
Bahia e Minas Gerais e a oeste com Mato Grosso (IBGE, 2010). O clima tropical também &
favoravel ao desenvolvimento do Aedes sp. e apesar da baixa incidéncia de casos provaveis de
FCHIK, os estados adjacentes de Goias tais como Bahia e Tocantins, possuem consideravel
incidéncia de casos da febre. Goiania possui elevada atratividade migratdria, caracteristica
atribuida em funcdo de seu desenvolvimento econémico e expansdo de atividades
agroindustriais (QUEIROZ; SANTQOS, 2015). Com densidade demografica em torno de
1.776,74 hab./km® (IBGE, 2010).

A populacédo de estudo foi constituida de 80 individuos com suspeita de FCHIK, em
diferentes fases da doenca: 49 aguda, 17 subaguda e 14 crbnica. As amostras foram obtidas
nas unidades de atendimento do Sistema Unico de Saude (SUS) da Secretaria Estadual de
Salde do Estado do Amapa, municipios de Macapa, Oiapoque e Santana, e no Nucleo de
Estudo e Pesquisas Imunoldgicas (NEPY), da Pontificia Universidade Catolica de Goias, em
Goiania, entre 0s meses de fevereiro e marco de 2016. A fim de comparar os marcadores
inflamatérios, o grupo controle foi constituido de 20 amostras de sangue de doadores
saudaveis da Central Goiana de Sorologia e Imunohematologia (figura 6).

Individuos elegiveis para participar do estudo, foram aqueles que apresentaram inicio
subito de febre e artralgia, ou ainda aqueles que reclamavam de intensa dor articular ap6s um

quadro febril-exantematico, com idade igual ou acima de 18 anos. Os participantes do estudo
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responderam um breve questionario informando aspectos como zona de moradia, viagem
realizada 30 dias antes do inicio dos sintomas, dados clinicos e laboratoriais, dentre outras
informacgdes (Apéndice 2). Foram excluidos desta pesquisa os individuos que apresentavam
artralgia por outra condicdo médica pré-existente, ou aqueles que mesmo com dor articular

também apresentavam sintomas de infec¢do do trato respiratério.

Desenho do estudo

AN
- )

80 participantes c/ Grupo controle
sinais e sintomas 20 doadores de
de FCHIK sangue

RT-gPCR ELISA
INDIRETO

CHIKV] DENV [ ZIKV ] IgM 19G

Proteina Proteina
C Reativa C Reativa

Figura 6: Fluxograma do estudo.

2.2 AMOSTRAS DE SANGUE E URINA

Foram coletadas amostras de sangue de cada paciente, 10 mL em tubo de coleta
plasma/EDTA, com posterior separacdo do plasma. Além disso, foram coletados 10 mL de
urina, para avaliacdo da presenca do material genético viral nos casos em que ndo se obteve
amostra sanguinea. Apds a separacdo, as aliquotas de material bioldégico foram armazenadas,

ao longo da execucdo do projeto de pesquisa, em Biorrepositorio (freezer -80 °C).

2.3 TRANSPORTE DE AMOSTRAS ORIUNDAS DO AMAPA
As amostras coletadas em participantes do Amapa foram transportadas para o estado

de Goids, conforme previsto na instrugdo suplementar n. 175-004 da Agéncia Nacional de
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Aviacgédo Civil, de 04 de abril de 2014. Tais amostras foram classificadas na Categoria B, por
ndo serem capazes de causar risco de morte ou doenca fatal. Foram identificadas com o
nimero UN3373 e com nome apropriado para transporte, em embalagem de boa qualidade,
resistente a impactos, carregamentos e sob refrigeracdo por gelo seco. Encaminhadas ao
NEPY localizado na area V da Pontificia Universidade Catolica de Goiés para a realizagdo

dos testes.

2.4 EXTRACAO DE RNA

O RNA total foi obtido a partir do plasma dos pacientes pelo kit QlAamp®Viral RNA
Mini (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Neste método ocorreu a ligacdo seletiva do virus em
uma membrana a base de gel-silica sob o processo de microcentrifugacdo. Todo o processo de
extragdo ocorreu em camara de fluxo laminar, com todos os cuidados necessarios a extragao
de RNA, com a utilizacdo de microtubos, pipetadores e ponteiras RNAse free. Foram
realizadas duas extragcbes em momentos diferentes, sendo uma para RNA viral de CHIKV e
outra para ZIKV.

Inicialmente, foi adicionado 140 pL de plasma de cada amostra em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, contendo 560 pL de tampdo AVL (preparado com tampao AVE e
RNA transportador), para uma eficiente lise, a solugéo foi centrifugada por 8.000 rpm por 15
segundos. Em seguida, adicionou-se 4 pL do controle interno de RNA (Plasmideo TRIS-HCI)
e incubou-se em temperatura ambiente (25° C) por 10 minutos. Posteriormente, essa solucéo
foi centrifugada (8.000 rpm/15°’) e seguida da adicdo de 560 pL de etanol, que foi
homogeneizado por vortex e novamente centrifugado (8.000 rpm/15°”). Depois, o contetdo da
solucdo foi transferido para a coluna do QlAamp Mini e centrifugado (8.000 rpm/1”).

Ap0s esse processo, 500 pL de tampdo AW1 foi adicionado a coluna do QIAamp Mini
e centrifugado (8.000 rpm/1”), descartou-se o filtrado e a coluna foi reposicionada em um
tubo de coleta. O mesmo procedimento foi realizado com o tampdo AW?2 e centrifugado
(14.000 rpm/3’). Por fim, o RNA final foi eluido em 50 pL de Tampdo AVE, por
centrifugacdo a 8.000 rpm/1°.

2.5 DETECCAO DO RNA VIRAL PARA CONFIRMACAO DA INFECCAO PELO
CHIKV, DENV E/OU PELO ZIKV

Os kits para deteccdo de RNA viral utilizados foram: Chikungunya Virus (Bioclin®,
Lote 004, MS: 10269360301), Go Tag® Probe 1-Step RT-gPCR System (Promega, Lote
0000195463) e Zika Virus PCR (Bioclin®, Lote 004, MS: 10269360300), que sao
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desenvolvidos seguindo recomendacbes do CDC (Centers for Disease Control and
Prevention, USA), os quais amplificam regifes alvo localizadas no gene nspl (CHIKV),
poliproteina 5"UTR (ZIKV) e CAAAAGGAAGTCGTGCAATA (DENV).

O processo foi 0 mesmo para os Kits, porem foi realizado em momentos distintos. Foi
constituido das seguintes etapas: preparo dos reagentes, eluicdo do padrdo quantitativo,
preparo da placa e definigdes do termociclador para a RT-qPCR.

Foi feito o preparo dos reagentes conforme protocolo do fabricante. Ressuspendidos
solucdo de PCR (R1), solucdo de PCR CI (R4) e controle interno (R5) com o reagente agua
(R9) e o reagente Mix Taq (R2) com 525 uL do Tampdo Mix (R3). O Padrdo A (R7) foi
ressuspendido com 500 pL do diluente (R8). Posteriormente, foi feita uma diluicdo seriada de
R7, 3 microtubos (A, B e C) foram separados ¢ 90 uL. de R8 foi pipetado nos mesmos. Em
seguida, pipetou-se 10 uL do Padrao A no microtubo B. Seguido de 10 uL. do microtubo B no
C. O mesmo procedimento foi realizado do microtubo C para o D.

Os pocos na placa de PCR (Light Cycler®480, Multiwell Plate 96, White, Roche, REF
04 729 692 001, Lote 14030400) foram separados segundo o0 nimero de amostras, controles e
padrdes quantitativos. Entdo, o volume da solucdo de PCR final foi preparado em um
microtubo baseado no nimero de reacdes realizadas. Posteriormente, pipetou-se a solugdo de
PCR final nos pocos selecionados para as reacées, os padrdes e RNA extraido das amostras.

A deteccdo do RNA viral e do controle da extracdo nas amostras foi realizada pelo
termociclador PCR Real Time (Light Cycler® 480 Il, Roche). A curva padrao e a detecgédo do
CHIKYV e/ou ZIKV foram obtidas pelo detector fluorescente FAM (465-510 nm), e o controle
pelo VIC (533-580 nm).

2.6 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Os Kkits para ensaio imunoenzimatico utilizados foram o Anti-Virus Chikungunya
ELISA-IgM (Lote: E160311AF, MS: 81148560002) e Anti-Virus Chikungunya ELISA-IgG
(Lote: E160322CN, MS: 81148560003), Euroimmun®, Lubeck, Alemanha. Esses Kits
fornecem um ensaio in vitro para anticorpos humanos das classes IgM e 1gG especificos para
o CHIV, em amostra de soro ou plasma. Trata-se de um Kit para ELISA baseado no método
indireto, o qual contém tiras de microplacas revestidas com antigenos de CHIKV
recombinante. No caso de amostra positiva, anticorpos IgM ou IgG se ligam aos antigenos,
gue com o uso de conjugado enzimatico, ocorre uma reacao de cor.

As amostras de soro ou plasma foram diluidas a 1:101 em diluente de amostra

contendo 1gG anti-humano e foram adicionadas aos pogos de microtitulagdo revestidos com
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antigeno CHIKV recombinante. A placa foi incubada por 1 hora a 37 °C, depois foram
realizadas 3 lavagens em lavadora Biotek EIx50. Seguida da adicdo de imunoglobulina de
interesse (IgM ou 1gG) anti-humano marcada com peroxidase. Apds 30 minutos a temperatura
ambiente, os pocos foram lavados novamente e depois adicionou-se uma solugdo substrato-
cromégeno (tetrametilbenzidina mais peréxido de hidrogénio) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo de cor foi interrompida pela adi¢do de acido sulfirico 0,5 M.
As densidades dpticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia)
para cada poco utilizando um leitor fotométrico Multskan EX Labsystems®. De acordo com
as instrucdes do fabricante, os resultados foram expressos como valores de indice, calculados
dividindo a DO de uma amostra pela DO de um soro de calibrador fornecido com Kit incluido
na mesma série. Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1
foram considerados equivocos e valores de >1,1 foram considerados positivos.

Resultados de IgM foram interpretados qualitativamente, quando valores de
absorbancia superiores a 0,376 foram considerados positivos. Os resultados de 1gG foram
interpretados, semiquantitativamente, pela razéo da leitura do controle ou amostra dividido
pela leitura do calibrador. Considerando o seguinte resultado negativo < 0.8, indeterminado

>0.8a<1.1e positivo>1.1.

2.7 QUANTIFICACAO DA PROTEINA C REATIVA

A determinacgdo quantitativa da PCR foi realizada por meio de método de turbidimetria
automatizado (Selectra XL), kit CRP ultrassensivel Turbidimetria do latex, Spinreact (REF
43134, Lote 3049). O grau de aglutinacdo é proporcional a concentracéo de proteina C-reativa
na amostra. Cuja presenca >5mg de PCR na amostra causa aglutinagdo das particulas de latex
cobertas com anticorpos antiproteina C-reativa (anti-PCR). Esse processo de aglutinacéo
provoca uma mudanc¢a na absorvancia, dependente de conteddos de PCR das amostras que
possam ser quantificados por comparacdo em relacéo ao calibrador (LIMA et al., 2007).

Todos os reagentes liquidos do kit estavam prontos para serem usados, e sé foi
necessario preparar as diluicdes do calibrador. Essa foi feita em NaCl 9¢/L, e a concentracdo
do calibrador foi multiplicada pelo fator correspondente indicado na Quadro 1, para obtencao
da concentracdo de PCR de cada diluicao.
Os reagentes e suporte de cuvetes foram colocados no equipamento a 37°C e as condi¢bes do
ensaio foram preparadas, 0 comprimento de onda foi ajustado para 540nm e o passo de luz no
cuvete ajustado para 1 cm. Em seguida, o equipamento foi zerado com agua destilada e no

cuvete pipetou-se 0,8 mL de diluente (R1) e 0,2 mL de latex (R2), ambos foram
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homogeneizados e lidos, gerando o resultado do reagente branco. Posteriormente, a o

calibrador e as amostras foram adicionadas nos cuvetes e a leitura feita apos 4 minutos.

Diluicéo do Calibrador 1 2 3 4 5 6
Calibrador PCR-u (uL) 5 10 25 50 100
NaCl 9 g/L (uL) 100 95 90 75 50
Fator 0 0,05 0,1 0,25 0,5 1,0

Quadro 1 — Diluicdo do Calibrador para PCR

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados sociodemograficos (idade, sexo, zona de residéncia e viagem anterior a 30
dias), clinicos (principais manifestacdes clinicas) e laboratoriais (tempo de coleta das
amostras sanguineas apés manifestacdo de sinais e sintomas) foram representados por
estatistica descritiva, por meio do programa Excel 2010 (Microsoft Office). Os resultados de
PCR expressos como mediana e analisados estatisticamente com o programa GraphPad
Prism versao 5 (Graphpad software, San Diego, CA, USA).

A comparacgdo entre os niveis de PCR dos pacientes CHIKV positivos com o grupo
controle foi realizada por teste ndo paramétrico, Mann-Whitney U test, com Intervalo de
Confianca de 95% (IC95). A analise dos niveis de PCR de acordo com cada fase em que os
participantes estavam foi feita pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, por se tratar de trés
fases evolutivas de diferentes participantes. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p<0,05.

2.9 CONSIDERAGOES ETICAS

Esta pesquisa seguiu o disposto nas Resolucdes do Conselho Nacional de Saude, CNS
466/12, de 12 de dezembro de 2012 e Resolucdo CNS 441/11, de 12 de maio de 2011.

Os individuos dispostos a participar voluntariamente da pesquisa assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice 1), sob a prerrogativa do Comité de Etica da
PUC-GOIAS pelo parecer: 1.362.875, CAAE: 46073815.9.0000.00370.
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3 RESULTADQOS

A populagdo do estudo foi composta por 80 participantes com sinais e sintomas de
FCHIK, dentre eles 19 residentes de Macapa, 37 Oiapoque, 1 Santana-AP e 23 de Goiania-
GO. Observou-se a media de idade de 38,2 anos (minima de 18, m&xima de 82 anos), sendo
24% do género masculino e 76% do feminino. Quanto & moradia, houve predominéancia de
97% de residentes de area urbana e 3% de periurbana. Ainda questionados sobre viagem
realizada ha 30 dias antes da participacdo no estudo 65% disseram que ndo se deslocaram de
sua cidade.

Em relacdo a escolaridade, 12,5% tém ensino fundamental incompleto, 15% ensino
fundamental completo, 5% ensino médio incompleto, 27,5% possui 0 ensino médio completo,
7,5% o ensino superior incompleto e 32,5% o superior completo. O grupo de doadores
saudaveis foi composto por 20 individuos, com media de idade de 34,2 anos (minima de 19,
méaxima de 56 anos), sendo 65% do género masculino e 35% do feminino.

Com relacéo a data da coleta de material biologico e inicio dos sintomas, a maioria dos

voluntérios (63,8 %) estava na fase aguda da doenca, representado na Tabela 1.

Tabela 1: Distribuicdo da frequéncia dos participantes segundo o intervalo de tempo
entre o inicio dos sintomas e a coleta de material bioldgico.

Inicio dos sintomas/coleta de amostra Tempo (Dias) f %
Aguda 1-10 51 63,8
Subaguda 11-90 15 18,8
Cronica 91 ou mais 14 17,5

As amostras de urina e plasma ndo apresentaram limiar de detec¢cdo quantitativa do
RNA viral do CHIKV por meio de RT-qgPCR. Todavia quando analisadas para DENV, uma
amostra de plasma foi positiva para dengue tipo 1, a qual apresentou positividade para 1gG
especifica para o CHIKV. Para o ZIKV, observou-se que das 80 amostras coletadas (tanto
plasma quanto urina), 03 amostras foram positivas para ZIKV, sendo uma de urina (oriunda
das amostras do Amapa) e duas de plasma (oriundas de Goiania-GO).

Na sorologia a IgM especifica para o CHIKV, 03 amostras foram positivas, sendo trés
participantes moradores de Macapa-AP. Um participante se encontrava em fase aguda da

doenca, apresentou sintomas de artralgia, edema, febre e vomito, enquanto que os dois
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remanescentes encontravam-se em fase subaguda, ambos tiveram artralgia, cefaleia, edema,
mialgia e niuseas.

Quando quantificada a IgG especifica para o CHIKV, 26 amostras foram positivas,
dentre elas 01 de Goi&nia-GO e 25 de Amap4, sendo 03 de Macapé e 22 de Oiapoque. Em
relacdo ao estagio da doenca, 19,6% (10/51) encontravam-se em fase aguda (9 amostras AP e
1 GO), 93,3% (4/15) em fase subaguda e 85,7% (12/14) em fase cronica. Trés participantes
reagiram tanto para IgM quanto para 19gG (Figura 7).
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Figura 7: Quantificacdo (ELISA) de IgM e IgG especifica para o CHIKV.

Dentre os sinais e sintomas relatados dos participantes com IgG reagente, observou-se
que todos (fase aguda, n=10) tiveram febre, 90% cefaleia, 70% artralgia e 60% edema.
Aqueles de fase subaguda (n=4) desenvolveram com maior frequéncia, artralgia e cefaleia
(100%), mialgia e edema (75%). Enquanto os de fase cronica (n=12) tiveram edema (100%),
artralgia (92%) e mialgia (75%) (Figura 8).
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Figura 8: Representacdo da frequéncia das manifestacdes clinicas dos participantes 1gG
positivos, de acordo com as fases de FCHIK.

Participantes cuja sorologia foi negativa para CHIKV (IgM e/ou 1gG), apesar de
queixarem-se de dores articulares, relataram principalmente sinais ou sintomas como
exantema, cefaleia e febre, (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo da frequéncia das manifestagdes clinicas dos participantes com ou sem IgG
para 0 CHIKV.

Foi dosada a PCR em 26 individuos infectados pelo CHIKV e em 20 doadores
saudaveis. Os niveis de PCR nos doadores saudaveis estavam em nivel basal, variando entre
0,2 a 2,0 mg/L. Enquanto que nos individuos infectados com o CHIKV os valores foram entre
0,2 a 10,4 mg/L (p = 0,0236) (Figura 10).
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Figura 10: Niveis de PCR em doadores saudaveis e individuos infectados com CHIKV. Os
resultados foram analisados pelo Mann-Whitney U test e apresentaram diferenca estatistica, p<0,05.

Verificou-se que individuos em fase aguda apresentavam maiores niveis de PCR do

que os demais participantes (Figura 11).
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Figura 11: Correlacdo dos niveis de PCR com a fase evolutiva da FCHIK. Os resultados
foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis e apresentaram diferenca estatistica, p<0,05.
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4 DISCUSSAO

A participagdo feminina no estudo foi predominantemente maior do que a masculina.
Van Genderen et al. (2016) apontaram em estudo ocorrido em Suriname, durante surto de
FCHIK em 2014, que a maioria (81,8%) das pessoas suspeitas da infecgdo eram mulheres que
procuraram cuidados de salde nos servicos ambulatoriais locais. Estudos de demanda por
salde numa perspectiva sociocultural assinalam que a ideia de cuidados com a saude esta
associada a prevencdo, e que 0s servicos de salde costumam ser procurados mais
frequentemente por mulheres pela percepcdo que estas tém de seu papel no processo salde-
doenca. Enquanto a demanda masculina por servigos ambulatoriais é descrita, em sua maior
parte, como gerada pelo trabalho ou por seguro social (GOMES et al., 2007, LEVORATO et
al., 2014).

As manifestacOes clinicas relatadas pelos participantes do estudo sdo consistentes com
a definicdo de caso suspeito estabelecida pela OPS (2011). Esses sinais e sintomas clinicos,
também foram relatados pelos pacientes infectados pelo CHIKV, em 2008, durante epidemia
na Malasia, em que a manifestacdo clinica mais frequente foi febre, exantema e artralgia
(SAM et al., 2009). De fato, a similaridade de sintomas entre 0s pacientes da Malasia e 0s
desse estudo, pode ser relacionado com o mesmo agente infectante, especificamente das
linhagens asiatica e ECSA do CHIKV. Um estudo epidemioldgico e filogenético indicou a
transmissdo do genodtipo asiatico do CHIKV, em Oiapoque-AP, oriundo de surtos ocorridos
no Caribe, e 0 gendtipo ECSA, em Feira de Santana-BA, que inicialmente se deu por um caso
importado, quando um brasileiro regressara da Angola apresentando sintomas da doenca
(NUNES et al., 2015).

A maioria da populacdo do estudo reside em regido urbana e uma pequena parcela em
area periurbana. Historicamente, os principais vetores de CHIKV, Ae. aegypti e Ae.
albopictus, foram transportados por navios para as Américas, a partir da Africa Ocidental.
Evoluiram e se adaptaram ao ambiente urbano, garantindo sua distribuicdo generalizada e
colonizacdo nos trépicos, o que provavelmente favoreceu a transmissao inter-humana de
arbovirus como DENV, CHIKV e ZIKV (WEAVER; REISEN, 2010).

Em um estudo realizado em municipios brasileiros com caracteristicas de urbanizagédo
diferenciadas, observou-se uma predominancia de Ae. aegypti em ambiente altamente
urbanizado, Ae. albopictus em areas rurais e abundancia similar de ambas as espécies em area

periurbana (PROPHIRO et al.,, 2011). Assim sendo, a urbanizagdo pode potencialmente
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modificar a ecologia desses mosquitos, alterando a composi¢do e dindmica dessas espécies,
ou ainda, na abundéncia de sitios de reproducéo devido a alteracfes ambientais, contribuindo
assim para a disseminagéo de arboviroses (LI et al., 2014). Considerando a disseminagdo dos
mosquitos Aedes sp., hd varios anos, é possivel, também inferir que um consideravel nimero
de casos de FCHIK no mundo decorre da globalizacéo, sendo que o fator preponderante foi a
adaptacdo do vetor ao ambiente urbano (WEAVER, 2013; CHARREL et al., 2014; SUK;
SEMENZA, 2014).

Isto posto, os Estados onde foi realizado o estudo, estdo situados em Regido Tropical,
por isso o clima e os elementos urbanos favorecem a proliferagéo vetorial, principalmente em
precérias condicdes de abastecimento de dgua em todos os domicilios, manejo de residuos
s6lidos ou mesmo de &guas pluviais (HONORIO et al., 2009; SUK; SEMENZA, 2014).

Na regido do Estado do Amapa ha uma intensa imigracdo humana entre o Brasil e a
Guiana Francesa. Enquanto que em Goiédnia, é conveniente mencionar sua elevada
atratividade migratéria (QUEIROZ; SANTOS, 2015). Nesse sentido, muitos autores
classificam a FCHIK como a doenca dos viajantes, quando pessoas que retornam de areas
endémicas devem considerar o risco de infeccdo pelo CHIKV, principalmente aqueles que
apresentarem sinais caracteristicos da arbovirose (BURDINO et al. 2015; ZEANA et al.
(2016). Ressalta-se, ainda, que a populacdo susceptivel sadia desses locais, pode ser um pré-
requisito para potencial endémico da FCHIK em tais localidades, uma vez que albergam
espécies de Aedes sp. (CHARREL et al., 2014; VEGA-RUA et al., 2014).

Quando se observou no questionario se 0s voluntarios teriam viajado 30 dias antes da
participacdo no estudo. Em torno de 35% se deslocaram para outra cidade. Por isso, as
autoridades de saude enfatizam que mesmo em uma curta viagem deve-se adotar medidas de
precaucOes para evitar picadas de mosquito, visto que podem trazer consigo sintomatica ou
assintomatica infeccdo pelo CHIKV (NEITZEL et al., 2010).

As amostras bioldgicas obtidas para o estudo foram colhidas nos primeiros dez dias de
infeccdo. Todavia, ndo apresentaram limiar de deteccdo de RNA viral. Sabe-se que o
diagndstico laboratorial da FCHIK depende da qualidade e do tempo em que a amostra €
obtida durante o curso da doenca, pois 0 curto periodo virémico torna a deteccdo por RT-
gPCR muito limitada, ou seja, com tempo de infeccdo inferior a sete dias (CAREY et al.,
1969).

Apesar dessa técnica possuir elevada sensibilidade e acuracia no sentido de detectar e
quantificar a carga viral, a ndo detec¢do do CHIKYV né&o excluiu a presenca de infeccdo, pode-

se inferir que o titulo do patdgeno estivesse abaixo do limite de deteccdo do kit utilizado
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(VALASEK; REPA, 2005; NASCIMENTO; SUAREZ, 2010). No entanto, Musso et al.
(2016) demonstraram a deteccédo viral, em amostras de saliva, duas semanas apos o inicio dos
sintomas, por igual metodologia. Em 2015, Jones e Okeoma detectaram em modelo animal o
virus na urina 30 dias ap0s inicio de infec¢do, também por RT-qPCR.

De fato, a queixa de inicio dos sinais e/ou sintomas é relatada pelo individuo com
suspeita de FCHIK antes da coleta de material bioldgico. Pondera-se, ainda, levar em
consideracdo o periodo de incubacdo de 3 a 7 dias, que antecedem a clinica abrupta de febre e
poliartralgia aguda (NKOGHE et al., 2012). Por isso, ratifica-se que mesmo o teste molecular
tenha demonstrado resultado negativo é necessario realizar a pesquisa de anticorpos, no caso
de suspeita clinica, para confirmar a presenca ou recuperacdo de infeccdo por CHIKV
(ANSUMANA et al., 2013).

Assim, ao se realizar a pesquisa de anticorpos IgM, trés participantes foram reagentes.
O primeiro estava na fase aguda da doenca quando foi realizada a coleta de material para a
pesquisa. Enquanto que os outros se encontravam em fase subaguda, essa persisténcia de
anticorpos IgM por um periodo mais prolongado, também foi registrada por Fourie e
Morrison, em 1979, quando relataram a persisténcia de IgM em até 12 meses, em pacientes
que sofriam de poliartrite ou artrite reumatoide apdés FCHIK. Olivier et al. (2009)
descreveram casos positivos de IgM apos 7 a 10 meses, em casos importados.

Ainda sobre os referidos participantes, aparentemente, trata-se de casos importados,
pois um deles quando retornou de Bezerros-PE para Macapa-AP, teve dores articulares, febre,
edema e vomito. Os outros tiveram artralgia, cefaleia, edema, mialgia e nauseas. Eram mae e
filha, que viajaram para Tibau do Sul e Parnamirim-RN, dias antes da participacao no estudo.
Casos importados de FCHIK propiciaram o inicio da epidemia na ilha Reunion, a partir de
2005, quando viajantes turistas ou habitantes da ilha trouxeram consigo o arbovirus, que por
repasto sanguineo de mosquitos domésticos e peridomeésticos rapidamente se instalou nessa
regido (PAROLA et al., 2006).

Quando pesquisada a 1gG, 26 amostras foram positivas, das quais 01 era de um
participante de Goiania, 03 de Macapa e 22 de Oiapoque. Estudos demonstraram que a
deteccdo dessa classe surge, em média, a partir do 7° ao 10° dia de FCHIK, persistindo por
mais de 13 meses apds o inicio dos sintomas (SAM; ABUBAKAR, 2006; PIALOUX et al.,
2007; HAS, 2013; PIERRO et al., 2015).

Tal como, os participantes com IgM, o participante IgG positivo de Goiania relatou a
ida para o Estado do Tocantins alguns dias antes da coleta do material bioldgico. Dados do

boletim epidemiolégico do MS, semana 23 de 2016, notificaram 1.038 casos provaveis de
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FCHIK, de pessoas com queixas de doenca febril-exantematica e artralgia nas unidades de
salde do Estado do Tocantins (MS, 2016). Essas informacGes reforcam a recomendacao de
protecdo que todos devem seguir, tais como: utilizar roupas que protejam o corpo contra
picadas de insetos durante passeios eco turisticos, aplicar repelente nas areas expostas da pele,
ser consciente de que se estiver infectado com o CHIKV o individuo é reservatério do virus e
que, portanto, a pessoa doente deve seguir as mesmas medidas de protecdo, evitando a
propagacao da arbovirose (TITHER, 2014).

Os voluntarios com sorologia negativa para CHIKV (IgG-ELISA), apesar de
possuirem dores articulares, tiveram manifestacdes clinicas como exantema, cefaleia e febre.
Apesar da evidéncia de circulacdo de CHIKV no Brasil, também tem sido frequente infeccGes
por DENV e ZIKV. Em uma amostra de urina de participante do Amapa foi possivel
confirmar a presenca do RNA viral do zika. Assim como Lustig et al. (2016) demonstraram
em um estudo realizado na Florida, em pessoas que retornaram de viagens, onde 82% das
amostras de urina colhidas apds o 5° dia de sintomas, foram positivas para zika por RT-qPCR.
As amostras de Goiania eram de mulheres em periodo gestacional, com 24 e 18 semanas cada.
Nesse mesmo ensejo, Petersen et al. (2016) relacionaram a possibilidade de transmissdo do
ZIKV em todas as fases da gestacdo, com maior desenvolvimento da microcefalia nos
primeiros 3 meses de gestacao.

A circulacdo de CHIKV, DENV e ZIKV se deve ao fato de que o vetor, Aedes sp., €
permissivo para esses e outros arbovirus (PESSOA et al., 2016). Campos et al. (2015)
reportaram infeccdo por ZIKV em 42% de seus pacientes, em Camacari, nordeste do Brasil,
eles tinham exantema, febre, mialgia e cefaleia. O estudo também revelou a presenca do
CHIKV em 12% dos investigados. O mesmo estudo, também demonstrou, em 54 amostras de
soro de pacientes com doenca exantematica aguda, a deteccdo simultanea de ZIKV e CHIKV
em 5,2% das amostras, em Salvador-BA.

Os participantes do estudo tinham manifestacGes clinicas comuns a outras infec¢oes,
de certa forma podem ser confundidos com uma variedade de doencas, incluindo dengue,
malaria, Zika e influenza (BACCI et al., 2015). Assim, defende-se a clinica de dores
articulares intensas e persistentes, que afetam pulsos, cotovelos, dedos e joelhos, em alguns
pacientes, como suspeita de infec¢do por alfavirus, sobretudo o CHIKV (SERGON et al.,
2008).

Apesar do fato de todos os participantes relatarem a presenca de artralgia. A

confirmac&o laboratorial de mais de um arbovirus nesse estudo, refuta a hipotese, preconizada
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por Orgdos de salde nacionais e internacionais, que estabelecem a definicdo de caso

confirmado de FCHIK por critério clinico-epidemioldgico, tal como:

Durante o surgimento dos primeiros casos, todos os esforcos devem ser realizados
com o intuito de alcancar o diagndstico laboratorial. No entanto, uma vez
estabelecida a transmissdo sustentada, nem todos os pacientes necessitardo de
confirmacéo laboratorial. Reservar a investigacdo laboratorial, neste contexto, para
0s casos graves ou com as manifestagdes atipicas. E importante seguir as
recomendacdes do servico de vigilancia epidemioldgica e considerar a confirmacéo
clinico-epidemioldgica nas areas com transmissdo (WHO, 2009; OPS, 2011; MS,
2015).

As manifestagdes clinicas das fases iniciais das trés arboviroses, dengue, Chikungunya
e Zika, sdo muito similares, demonstrando que o diagndstico clinico ndo pode distinguir essas
arboviroses (REZZA, 2014; WAGGONER et al., 2016). A diferenciacdo precisa entre essas
doencas somente é possivel por diagnéstico laboratorial. Além disso, o diagndstico desses
arbovirus é particularmente dificil, em areas de co-circulacdo, uma vez que a possibilidade de
reatividade cruzada é esperada, ou ainda, periodos de baixa viremia que dificultam a deteccéo
de material genético e isolamento viral (HAYES, 2009; CAMPOS et al., 2015; KELSER,
2015). Tais fatos tornam o diagnostico baseado apenas em dados clinico-epidemiolégicos.
Apesar disso, este estudo confirma que € necessario fazer o diagndstico laboratorial, pois essa
confirmacdo é crucial para o diagndstico diferencial preciso dentre as trés infeccbes, que
compartilham manifestacoes clinicas e vetor comuns (CABRAL-CASTRO et al., 2016).

Quando a PCR foi avaliada, observou-se que o padrdo desta proteina esteve superior
nos individuos infectados pelo CHIKV quando comparado aos niveis dos individuos
saudaveis (p<0,05). Algumas pesquisas descreveram o aumento dessa proteina em individuos
com FCHIK (PAROLA et al., 2006; CHOW et al., 2011; SEPULVEDA-DELGADO et al.,
2016 ). Além disso, um estudo de coorte realizado em unidade de tratamento intensiva, de
Guadalupe e Martinica no Caribe, evidenciou o aumento dos niveis séricos da PCR em 28
pacientes com FCHIK, os quais desenvolveram quadro severo da doenca como encefalite,
sindrome de Guillain-Barré (CROSBY et al, 2016).

Ao se correlacionar os niveis da PCR de cada participante, segundo a fase da doenca
(aguda, subaguda e crbnica) que estavam no momento de participa¢do no estudo, observou-se
um aumento dessa proteina naqueles participantes que estavam na fase aguda, (p= 0,016). A
PCR é til para estabelecer o processo inflamatério de infecgdes por CHIKV, fornecendo
achados de curso clinico da doenca, pois estudos demonstram o aumento dessa proteina na
fase aguda da doenca (SEPULVEDA-DELGADO et al., 2016). No estudo, os niveis de PCR
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estavam mais elevados nos individuos com mais de 4 manifestagdes clinicas. No entanto,
Hoarau et al. (2010) demonstrou que somente pela percepcdo de artralgia ja era um quadro
clinico suficiente para o aumento dos niveis de PCR.

A FCHIK tem sintomas semelhantes aos de outras doencas transmitidas por
mosquitos, como dengue e febre zika, alem do mais, o vetor € 0 mesmo para essas
arboviroses, 0 que contribui para a co-circulacdo nas areas endémicas. Por isso esse estudo
reforca a necessidade em realizar ensaios laboratoriais em pessoas com quadro clinico
caracteristico de arboviroses. Principalmente pelas complicagdes que tais doencas
representam para a salde humana, como dengue hemorragica, cronicidade de FCHIK,
Sindrome de Guillain-Barré e a possibilidade de microcefalia em bebés nascidos de mées que
tiveram infeccdo por ZIKV durante a gestagdo. Com isso, estudos devem ser aprofundados no
sentido de estabelecer o diagndstico precoce e diferencial dentre esses trés arbovirus,

garantindo um manejo clinico célere e adequado ao individuo infectado.
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5 CONCLUSOES

A maioria dos participantes mora em ambiente urbano e ndo se deslocou para outra
cidade, 30 dias antes da participagdo no estudo.

Todos os individuos foram negativos para CHIKV por gRT- PCR, na mesma técnica
um participantes foi positivo para DENV tipo 1, trés participantes foram positivos
para ZIKV.

Alguns individuos foram positivos para IgM e/ou IgG. Com sinais e sintomas de
artralgia, edema, cefaleia, mialgia e febre.

Observou-se que o0 padrdao da PCR esteve superior nos individuos infectados pelo
CHIKV quando comparado aos niveis dos individuos saudaveis. E quando
correlacionado com as fases em que cada participante se enquadrava, aqueles de fase
aguda apresentaram maiores niveis de PCR.

Apesar de atual surto de arboviroses como ZIKV e DENV, o RNA viral do
Chikungunya nédo foi detectado no plasma desses individuos. Os participantes com
sorologia negativa para CHIKV, apesar de apresentarem dor nas articulacées, tinham
sintomas comuns a infec¢es por outros arbovirus, como o DENV e ZIKV, como

erupgdes cutaneas, dores de cabeca e febre.
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susceptivel a infeccdo por CHIKV, dado as condicdes climaticas, densidade populacional e
saneamento deficitario que favorecem a proliferacdo de mosquitos vetores e posterior
propagacao da arbovirose.

Acreditamos que esses Estados sdo detentores de caracteristicas propicias a
propagacdo da FCHIK. No que diz respeito ao diagndstico soroldgico da arbovirose no Brasil,
nosso estudo € o primeiro a relatar as imunoglobulinas M e G em zona de transmisséo
autoctone do pais, Amapa e Goias.

Objetivos da pesquisa:

- Descrever caracteristicas dos participantes do estudo;

- Realizar sorologia para pesquisa de anticorpos contra o virus Chikungunya;

- Comparar as informag6es contidas no questionario com o resultado dos testes laboratoriais.

Duracdo do estudo: Esse estudo estd previsto para durar 2 anos. A sua participacdo nessa
pesquisa serd o tempo gasto no momento da coleta de sangue e coleta de informacdes para o
preenchimento da ficha de investigacdo, com duracdo de 15 a 20 minutos.

Procedimentos a serem seguidos durante o estudo: Sera preenchido um questionario e, se
for necessario, seu prontuario médico também podera ser observado, para que os resultados de
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todos os exames que vocé ja realizou sejam avaliados pelos pesquisadores. Serdo colhidos 10
mL de sangue de sua veia para realizagdo de testes que avaliardo se vocé esta com Febre
Chikungunya, quanto de virus ha em seu organismo, para que possamos compreender como 0
virus age e como pode ser combatido.

Desconfortos e riscos potenciais: Esta pesquisa por necessitar da obtengdo de amostras de
sangue, é considerada de risco médio, porque gera desconforto, dor durante a coleta, formacéo
de manchas roxas no local da coleta de sangue e, ainda, tonturas. Para minimizar tais
problemas, sera utilizada nesta pesquisa, sala reservada para entrevista e coleta de amostra; o
profissional que realizara a coleta de sangue é muito experiente e trabalha somente com coleta
de sangue; todo o procedimento antes e ap0s a coleta seguira os padrdes de seguranca e Boas
Préticas Laboratoriais.

Beneficios que poderdo ser obtidos: Vocé receberd os resultados dos exames laboratoriais
sem qualquer custo. Também serd orientado quanto ao curso e desenvolvimento da doenca,
sera aconselhado sobre como proceder apds o recebimento dos resultados. Sua participacdo
beneficiard outras pessoas por promover melhor entendimento de fatores relacionados com a
origem, ao curso da Febre Chikungunya, tratamento e desenvolvimento de vacinas, combate
ao mosquito.

CompensacOes e custos: Todas as consultas, procedimentos e testes laboratoriais feitos
especificamente para este estudo serdo fornecidos a vocé sem nenhum custo. A equipe
pesquisadora se dispde em oferecer a vocé assisténcia integral e gratuita por danos diretos e
indiretos, imediatos ou tardios em funcéo da sua participacdo no estudo, afim de minimizar os
transtornos causados.

Descontinuacdo do Estudo: Vocé podera deixar de participar deste estudo ou retirar seu
consentimento a qualquer momento que achar necessario sem prejuizos em seu atendimento
hospitalar e sem nenhum dano moral, ético, social, financeiro, etc.

Esclarecimentos dados sobre garantias do participante da pesquisa:

v" Vocé terda a garantia, a qualquer tempo de que recebera as informacbes sobre o0s
procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive sobre o
esclarecimento de qualquer duvida;

v" Vocé tem liberdade para se recusar a participar ou retirar seu consentimento e
descontinuar sua participacao a qualquer tempo. A participacdo é voluntaria e a recusa
em participar ndo envolvera nenhuma penalidade ou perda de beneficios. Recusa ou
descontinuacdo nao irdo de nenhuma forma colocar em risco seu direito de receber
tratamento.

v' Seu médico e os demais investigadores desse estudo tratardo sua identidade com
padrdes profissionais de confidencialidade. Seus registros permanecerdo confidenciais.
Nomes de participantes ou materiais identificando participantes ndo serdo publicados.
Os participantes nao serdo identificados em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo. Uma cdpia deste consentimento ficard com esta equipe de pesquisa e
uma serd dada a vocé.

v" Todos os procedimentos e consultas deste estudo Ihe serdo fornecidos sem nenhum
custo. Assisténcia médica por danos causados direta e indiretamente relacionados com
este estudo serdo de responsabilidade desta equipe pesquisadora.
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Eu, ,
RG/ CPF/ n° de prontuério/ n® de matricula :
abaixo assinado, concordo em participar do estudo “Aspectos Clinicos e Soroldgicos em
Individuos com Sinais e Sintomas de Febre Chikungunya ”, sob a responsabilidade da Dr?. Irmtraut
Araci Hoffmann Pfrimer, como sujeito voluntéario. Fui devidamente informado e esclarecido
pela pesquisadora Irmtraut Araci Hoffmann Pfrimer sobre a pesquisa, os procedimentos nela
envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacéo.
Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve
a qualquer penalidade.

Local e data:

Nome e Assinatura do participante:

Assinatura Dactiloscopica:

Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel:
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APENDICE 2 —- QUESTIONARIO DE FEBRE CHIKUNGUNYA

N.
Data: / /

QUESTIONARIO de FEBRE CHIKUNGUNYA

CASO SUSPEITO: Paciente com febre de inicio subito (temperatura maior de 38,5 C°) e poliartralgia intensa
nao explicada por outras condi¢fes. Residir ou ter visitado areas endémicas (ou epidémicas) até 2 semanas antes
do inicio dos sintomas ou vinculo epidemioldgico com caso confirmado sdo informacdes relevantes para a

suspeita.

Nome:
%2) Municipio: UF:
é Unidade de satde: Data do inicio dos sintomas:
L / /
8 Data de Nasc.: Sexo. JM [JF [Jignorado
@) Se Gestante: [_]1° Trim. [12° Trim. [13°Trim. Viajem anterior a 30 dias:
2 | Escolaridade: lda_/ / Volta [ |
(@] Nome da mée: Local:

Zona de Residéncia: [ ]Urbana  [“JPeriurbana [ JRural [ ]lgnorado

DADOS CLINICOS-LABORATORIAIS

Exame para dengue: []Positivo [ ] Negativo

Exame para Malaria: [ ] Positivo [ ] Negativo

Teste rapido para CHIKV: [ ] Reagente [ ]N&o reagente [ ]Indeterminado

Exames adicionais:

Antecedentes prévios de comorbidade: [ ]| Ndo [ ]Sim ( )

Apresentacdo clinica: [ |Aguda(até 10 dias) [ ] Subaguda (até 3 meses) | Cronica (+3 meses)

Hospitalizagdo: [ 1 Ndo [ |Sim (Data Internagdo:  / / Altaz [/ | )

Sinais e sintomas:

[IFebre []Artralgia intensa [ _]Cefaléia [ |Nauseas [ ] Diarréia [_]Vomitos

[ ]Exantema [ ]|Mialgia

[]Edema (identificar o local): [_] M&os [_] Punhos [ ]Joelhos [_] Tornozelos[_] Pés
[]Ganglios enfartados [ ]Hiperemia conjutival [_] Dor nas costas [_]Outro ( )

OBS: Marcar na figura abaixo as articulagdes afetadas, de acordo com o seguinte: D: dor; E:
edema; Ar: Derrame articular; V: vermelhiddo (uma mesma articulacdo pode ser marcada com
mais de uma letra).




