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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Thiara Manuele Alves de Souza

O virus chikungunya (CHIKV) tem sido responsavel por importantes epidemias emergentes e reemergentes de
uma doenca caracterizada por poliartralgia intensa e incapacitante em diversas regifes tropicais e temperadas
do mundo. No Brasil, os primeiros casos autdctones do genétipo Asiatico deste virus foram identificados em
Oiapoque (AP) durante 2014 e neste mesmo periodo, o gendtipo Leste-Centro-Sul Africano (ECSA) foi
introduzido de forma independente em Feira de Santana (BA). Apesar da importancia dos mosquitos Ae. aegypti
na transmissdo desta arbovirose, o vetor Ae. albopictus tem sido associado como um novo causador da doenca
devido a uma mutag¢do E1-A226V que favoreceu a transmissdo do CHIKV por esta espécie. Atualmente, o pais
vive uma triplice epidemia de arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV) tornando o diagnoéstico diferencial extremamente
dificil para os profissionais de saude. Desta forma, o presente estudo teve como principais objetivos investigar
casos suspeitos de CHIKV e a possivel ocorréncia de co-infec¢cdes entre os trés arbovirus circulantes, assim
como realizar a genotipagem e caracterizagdo molecular a partir do sequenciamento parcial da regido E1 das
cepas representativas de CHIKV provenientes de epidemias ocorridas no Amapéa (AP) e Feira de Santana (BA)
em 2014-2015 e em Campo Grande (MS) e Rio de Janeiro (RJ) durante 2016. No AP, os resultados demonstram
gue 107/208 (51.44%) dos casos avaliados foram confirmados para CHIKV, sendo 71.02% (76/107) da cidade de
Oiapoque, 25.23% (27/107) de Macapé e 3.73% (4/107) de Porto Grande. Destes, foram observadas 24 co-
infec¢des por CHIKV e DENV, 2 por CHIKV e DENV-1 e 2 por CHIKV e DENV-4. Na BA, 24/28 (85.71%) dos
casos suspeitos foram confirmados para este virus e destes, 12 co-infecgdes por CHIKV e DENV foram
encontradas. No MS, 7/134 (5.22%) dos casos apresentaram apenas uma evidéncia sorol6gica desta infecgéo,
indicando um quadro epidémico em crescimento nesta regido. Destes, foram observadas 1 co-infecgdo por
CHIKV e DENV, 2 por CHIKV e DENV-1 e 1 por CHIKV, DENV-1 e ZIKV. No RJ, 70/91 (76.92%) dos casos
foram confirmados para CHIKV, sendo estes prevalentes na Zona Sul da cidade (32.14%), com destaque para 0s
bairros do Catete, Gloria e Laranjeiras. Destes, foram observadas 8 co-infec¢Ges por CHIKV e DENV e 17 por
CHIKV e ZIKV. Adicionalmente, os dados sugerem a predominancia de infec¢do entre individuos do sexo
feminino e maiores de 15 anos no AP e no RJ. No AP, o maior nimero de casos foi destacado para individuos
entre 16 a 20 anos e 26 a 55 anos e no RJ, a maior frequéncia de casos confirmados foi para individuos entre 26
a 30 anos, seguido de 41 a 45 e 51 a 55 anos. Com relagdo as manifestagdes clinicas dos casos de CHIKV do
AP, MS e RJ, houve predominancia de febre, artralgia, mialgia, prostracdo, edema, exantema, hiperemia
conjuntival, lombalgia, tontura, ndusea, dor retro-orbitaria e anorexia. Por fim, apesar de néo ter sido observada
nenhuma alteragcao de aminoéacidos, foi demonstrado que todas as cepas de CHIKV do AP analisadas pertencem
ao genotipo Asiatico. No RJ, foi demonstrada pela primeira vez a circulagdo do ECSA nesta regido e nenhuma
mutacdo A226V foi observada. Apesar disso, foi revelada uma alteracdo E1-V156A em duas amostras e pela
primeira vez na literatura a mutacdo E1-K211T em todas as amostras analisadas. Outros estudos serdo
necessarios para esclarecer as consequéncias destas mudancas no fithess dos mosquitos e no sistema
imunoldgico humano, sendo de fundamental importancia 0 monitoramento dos casos suspeitos de CHIKV e da
dispersao dos gendtipos circulantes, além da identificacdo de possiveis mutacdes que facilitam a transmissao
pelos mosquitos vetores, especialmente em regides onde ha um amplo territério, alta densidade do vetor,
presenca de individuos suscetiveis e intenso movimento de turistas.
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VIRUSES

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Thiara Manuele Alves de Souza

The chikungunya virus (CHIKV) has been responsible for important emerging and reemerging epidemics of a
disease characterized by intense and incapacitating polyarthralgia in several tropical and temperate regions of the
world. In Brazil, the first autochthonous cases of the Asian genotype of this virus were identified in Oiapoque (AP)
during 2014 and in this same period, the East-Central-South African (ECSA) genotype was independently
introduced in Feira de Santana (BA). Despite the importance of Ae. Aegypti mosquitoes in the transmission of this
arbovirus, Ae. Albopictus has been associated as a new vector for this disease due to an E1-A226V mutation that
favored the transmission of CHIKV by this species. Currently, the country lives a triple arbovirus epidemic (DENV,
ZIKV and CHIKV) making the differential diagnosis extremely difficult for health professionals. Thus, the main
objective of the present study was to investigate CHIKV suspected cases and the possible occurrence of co-
infections among the three circulating arboviruses, as well as perform the genotyping and molecular
characterization from the partial sequencing of the E1 region of CHIKV representative strains from epidemics that
have occurred in Amapa (AP) and Feira de Santana (BA) in 2014-2015 and in Campo Grande (MS) and Rio de
Janeiro (RJ) during 2016. In AP, the results show that 107/208 (51.44%) of the evaluated cases were confirmed
for CHIKV, being 71.02% (76/107) from the city of Oiapoque, 25.23% (27/107) from Macapé and 3.73% (4/107)
from Porto Grande. Of these, 24 co-infections by CHIKV and DENV, 2 by CHIKV and DENV-1 and 2 by CHIKV
and DENV-4 were observed. In BA, 24/28 (85.71%) of the suspected cases were confirmed for this virus and of
these, 12 co-infections by CHIKV and DENV were found. In MS, 7/134 (5.22%) of the cases presented only
serological evidence of this infection, indicating a growing epidemic in this region. Of these, 1 co-infection by
CHIKV and DENV, 2 by CHIKV and DENV-1 and 1 by CHIKV, DENV-1 and ZIKV were observed. In Rio de
Janeiro, 70/91 (76.92%) of the suspected cases were confirmed for CHIKV, being prevalent in the South zone of
the city (32.14%), especially in the districts of Catete, Gléria and Laranjeiras. Of these, 8 co-infections were
observed by CHIKV and DENV and 17 by CHIKV and ZIKV. Additionally, the data suggest a predominance of
infection among female subjects and those older than 15 years in the AP and RJ. In AP, the highest number of
cases was reported for individuals aged 16 to 20 years and 26 to 55 years and in RJ, the highest frequency of
confirmed cases was for individuals between 26 and 30 years, followed by 41 to 45 and 51 to 55 years.
Concerning the clinical manifestations of CHIKV cases of AP, MS and RJ, fever, arthralgia, myalgia, prostration,
edema, exanthema, conjunctival hyperemia, low back pain, dizziness, nausea, retroorbital pain and anorexia
predominated. Finally, although no amino acid change was observed, it was shown that all the CHIKV strains
analyzed from AP belong to the Asian genotype. In RJ, ECSA circulation was demonstrated for the first time in
this region and no E1-A226V mutation was observed. Despite this, an E1-V156A alteration was revealed in two
samples and for the first time in the literature the E1-K211T mutation was revealed in all analyzed samples. Other
studies will be needed to clarify the consequences of these changes in mosquito fithess and in the human
immune system, being of fundamental importance the monitoring of the CHIKV suspected cases and the
dispersion of circulating genotypes, besides the identification of possible mutations that facilitate mosquito vectors
transmission, especially in regions where there is a vast territory, high density of the vector, presence of
susceptible individuals and intense movement of tourists.
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1 INTRODUCAO

A triplice epidemia causada pela presenca concomitante dos virus dengue
(DENV), virus chikungunya (CHIKV) e mais recentemente o virus zika (ZIKV)
representa um grave problema de saude publica para o Brasil, que apresenta
condicOes ideais para a dispersdo destes patdégenos devido as suas dimensdes
continentais. Além disso, a circulacdo simultanea destes trés arbovirus compromete
a eficiéncia do diagndstico clinico e laboratorial para os profissionais da saude
devido a sobreposicdo dos sinais clinicos e indisponibilidade de testes confidveis
para o diagnéstico diferencial (Brasil et al., 2016).

O DENV é considerado o causador da doenca viral transmitida por vetores
com a propagacao mais rapida (WHO, 2013b) e, nos ultimos 50 anos, afetou mais
de 100 paises em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo (Akiner et al.,
2016). No Brasil, foram registrados 1.399.480 casos suspeitos de infec¢ao por este
virus até 2016 (SVS/MS, 2016a), sendo o Rio de Janeiro destacado como a porta de
entrada e disperséo para a maioria dos sorotipos (SVS/MS, 2014b).

O ZIKV, por sua vez, se tornou um destaque em todo o mundo apds a sua
emergéncia no Pacifico e mais recentemente nas Américas (Akiner et al., 2016). Em
2015 foi identificado pela primeira vez no Brasil e até 2016 registrou 174.003 casos
suspeitos (SVS/MS, 2016a). Este virus é responsavel por surtos de uma doenca
branda, porém perigosa durante a gestacao, devido a sua associagcdo com doencas
neurologicas e anomalias congénitas (Brasil et al., 2016).

Dando destaque ao CHIKV, este é um arbovirus causador da Febre
Chikungunya, uma doenca febril aguda caracterizada por grave e debilitante artralgia
(Simon et al., 2007). Pertence a familia Togaviridae e ao género Alphavirus (Griffin,
2007), sendo o genoma viral composto por uma fita simples de RNA polaridade
positiva com aproximadamente 12 kb, que codifica quatro proteinas ndo estruturais
(NSP1-4) e cinco proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) (Strauss & Strauss,
1994, Khan et al., 2002).

O homem € o Unico hospedeiro capaz de desenvolver as formas clinicas da
infeccédo pelo CHIKV (Powers & Logue, 2007), sendo este mantido na natureza por
um ciclo de transmissdo envolvendo hospedeiros vertebrados e mosquitos
hemat6fagos do género Aedes (Ae.) (Gilotra & Shah, 1967, Diallo et al., 1999). Os
mosquitos da espécie Ae. aegypti sdo responsaveis pela transmissdo desta

arbovirose. Entretanto, o vetor Ae. albopictus tem sido repetidamente associado
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como um novo causador da doenca (Reiter et al., 2006) devido a uma mutacdo
adaptativa no gene E1 (A226V) que favoreceu a replicacdo, disseminacao e
transmissdo do virus nesta espécie (Tsetsarkin et al., 2007, Leparc-Goffart et al.,
2014).

Desde a sua descoberta, o CHIKV tem causado importantes surtos na Asia e
na Africa, infectando mais de 2 milhdes de pessoas e, em algumas areas, elevadas
taxas de ataque sao observadas (PAHO, 2014). No final de 2013, os primeiros casos
autoctones foram notificados nas Américas (PAHO, 2014, Staples & Fischer, 2014) e
diversos paises reportaram casos suspeitos da doenca até o inicio de 2016 (Figura
1.1). No Brasil, a possibilidade de ocorréncia de epidemias é elevada devido a alta
densidade do vetor, a presenca de individuos susceptiveis e a intensa circulacdo de
pessoas em areas endémicas (PAHO, 2014). Até a semana epidemioldgica 37 do
ano de 2016, foram notificados no pais 236.287 casos suspeitos de CHIKV
distribuidos em aproximadamente 2.297 municipios, dos quais 116.523 casos foram
confirmados por critérios clinicos e/ou epidemioldgicos e 120 Obitos foram
confirmados laboratorialmente (SVS/MS, 2016a).

I Transmissdo autdctone anterior ou recente do virus chikungunya

Figura 1.1: Paises e territorios onde os casos de chikungunya foram reportados de
forma autéctone até 22 de Abril de 2016 (CDC, 2016).
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1.1 Histérico do CHIKV

Apesar de erroneamente documentados como surtos de dengue, 0s primeiros
relatos de uma doenca epidémica aguda assemelhando-se ao quadro clinico da
infeccdo pelo CHIKV foram registrados na década de 1970 (Carey, 1971). Antes
disso, inumeros casos de febre, exantema e artralgia também eram observados na
india em 1824 (Kucharz & Cebula-Byrska, 2012).

No entanto, a doenca foi descrita pela primeira vez apenas em 1952 nas
Planicies Makonde, ao longo das fronteiras entre Tanzania e Mogambique (Africa
Oriental). A denominacdo Chikungunya provém da lingua Makonde do povo Bantu e
significa “Aquele que se curva”, relacionando-se a postura curvada do paciente
devido a poliartralgia intensa e incapacitante (Lumsden, 1955, Robinson, 1955).

Em 1953, uma epidemia que ocorreu em Newala (distrito da Tanzania)
permitiu pela primeira vez o isolamento do virus a partir do soro de um paciente
febril e esclareceu também algumas questdes relacionadas a patogenia viral (Ross,
1956).

A partir da sua descoberta, o CHIKV foi responsavel por surtos emergentes e
reemergentes em diversas regides tropicais e temperadas do mundo (Brasil/MS,
2014, Lo Presti et al.,, 2014). Entre 1960 e 1990, relatos foram constantemente
registrados na Africa Central e do Sul (Suddo, Uganda, Republica Democratica do
Congo, Republica Centro-Africana, Malawi, Zimbabwe, Quénia e Africa do Sul) e na
Africa Ocidental (Senegal, Benin, Republica da Guiné, Costa do Marfim e Nigéria),
sendo muitos desses surtos relatados em pequenas comunidades rurais destas
regides (Powers & Logue, 2007, Brasil/MS, 2014).

No Sudeste Asiatico, foram relatados casos na india, Malasia, Indonésia,
Camboja, Vietnd, Mianmar, Paquistdo e Tailandia durante o periodo de 1958 até
2003. Neste contexto, destacam-se como importantes os surtos urbanos ocorridos
em Bangkok (Tailandia) no ano de 1958, que foi considerada uma regido de
transmissao ativa da doenca (Hammon et al., 1960, Lam et al., 2001, Pongsiri et al.,
2010, Lo Presti et al., 2014), além de Barshi, Calcuta e Vellore (india) durante as
décadas de 60 e 70 (Shah et al., 1964, Brasil/MS, 2014).

Os 30 anos gue seguiram resultaram em poucos relatos de epidemias deste
virus, que se manteve restrito apenas em algumas regides tropicais do mundo
(Brasil/MS, 2014, Roques et al., 2015). Somente em 2004-2005, o CHIKV reemergiu
no leste da Africa e se espalhou pelo Oceano Indico e sudeste da Asia, causando
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milhdes de casos da doenca até 2010. Este surto se originou na costa do Quénia e
foi primeiramente identificado na ilha de Lamu. Posteriormente, se espalhou pelas
llhas Comores, Ilha da Reunido, Mayotte, Mauricias, Seychelles e Madagascar.
Desde entdo, o virus atingiu muitas outras regides entre 2006-2010, tais como llhas
de Andaman e Nicobar, Sri Lanka, llhas Maldivas, Cingapura, Malasia e Indonésia
(Paquet et al., 2006, Schuffenecker et al., 2006, Renault et al., 2012).

E importante observar que a epidemia ocorrida em 2005-2006 na llha da
Reuni&o revelou o mosquito Ae. albopictus como um potencial vetor para o CHIKV
em areas urbanas tropicais e temperadas do mundo. Este fato se deve ao
aparecimento de uma mutacdo A226V no gene E1 que promove uma melhoria da
transmissao do virus pelo mosquito (Thiboutot et al., 2010).

Casos importados tém sido constantemente relatados principalmente em
paises americanos e europeus. Isto se deve aos viajantes virémicos advindos da
Africa, India e ilhas do Oceano indico, tais como Ilha da Reunido, Mauricias,
Seychelles e Madagascar. Durante 2006-2011 muitos casos importados foram
reportados em diversas regides do mundo, tais como na Europa (Alemanha, Bélgica,
Espanha, Franca, Italia, Noruega, Suica, Reino Unido, Republica Tcheca e Ucrania),
na América do Norte (Canada, Estados Unidos e Guadalupe), no Caribe (Martinica),
na América do Sul (Brasil e Guiana Francesa), Oceania (Australia e Nova Caleddnia)
e Asia (Hong Kong, Jap&o, Singapura, Sri Lanka e Taiwan) (Thiboutot et al., 2010).
A Figura 1.2 destaca alguns surtos importantes de CHIKV em paises africanos e
asiaticos que permitiram a introducéo de casos importados desta infeccdo em novos
paises (Rougeron et al., 2015).

Em 2006, mais de 1,25 milh6es de casos de CHIKV foram relatados em 151
distritos de 8 estados indianos (Andhra Pradesh, Andaman e Nicobar, Tamil Nadu,
Karnataka, Maharashtra, Gujarat, Madhya Pradesh, Kerala e Delhi) (WHO, 2006b).

Com relacdo aos registros de transmissdo autoctone, estimativas indicam a
ocorréncia de 204.000 casos da doenca na llha da Reunido durante do periodo de
Marco de 2005 a Fevereiro de 2006. Neste mesmo periodo foram relatados 6000
casos suspeitos nas ilhas Mauricias, 2.833 casos em Mayotte e 8.818 em
Seychelles, resultando em diversos casos importados na Alemanha, Italia, Noruega
e Suica. (WHO, 2006c, WHO, 2006a).

A Organizac¢do Mundial da Saude (OMS) reporta alguns registros importantes
de transmisséo autéctone do CHIKV na Ilha de San Martin (Caribe) no ano de 2013
(WHO, 2013a), em Montpellier (Franga) em 2014 onde foram registrados 4 casos
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(WHO, 2014), na Papua-Nova Guiné em 2012, em 2013 na Nova Caledénia e
estado de Yap na Micronésia (Roth et al., 2014) e em 2015 no Kédougou (Senegal)
(WHO, 2015c). Durante 2014 também havia sido registrado 1 caso suspeito em
Gandia (Espanha) proveniente de um individuo sem histérico de viagem para areas
endémicas do virus, porém este foi negado apos a confirmacéo de uma infec¢ao por
parvovirus B19 (WHO, 2015a, WHO, 2015b).

Em 2016, a OMS reportou 1.030 casos suspeitos de CHIKV na Argentina e
estes foram identificados na provincia de Salta, especialmente das cidades de
Tartagal e Apolinario Saravia, além da cidade de San Pedro na provincia de Jujuy
(WHO, 2016a). Nos Estados Unidos, o primeiro caso autoctone de CHIKV foi
confirmado no estado do Texas (WHO, 2016c). Neste mesmo ano foram notificados

1.792 casos suspeitos no Mandera (Quénia) e na Somalia (WHO, 2016b).
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Figura 1.2: Distribuicdo geografica dos focos de infeccdo pelo CHIKV em regides
Africanas e Asiaticas. Cada pais em que surtos da doenca foram reportados esta
colorido de forma diferente: verde (surtos antigos) e azul ou vermelho para surtos
antes ou depois de 2004 (Rougeron et al., 2015).
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1.2 Epidemiologia do CHIKV

1.2.1 CHIKV nas Américas

Desde 2010, a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) tem se
atentado e desenvolvido planos de contencdo para uma possivel introdugdo do
CHIKV nas Américas (PAHO, 2011). Apesar disso, somente em 2013 foi reportada a
primeira transmissdo autoctone deste virus nesta regido através da confirmacao de
dois casos autoctones em San Martin, no Caribe (PAHO, 2013). A partir de entao,
muitos relatos de transmissdo autoctone surgiram em 44 paises do Caribe, costa
Norte da América do Sul, América Central, Estados Unidos, México, Brasil e paises
da regido Andina. Até 2015, o virus ja havia sido detectado no Paraguai e no leste
da Bolivia (PAHO, 2015).

Em 2016, 319.379 casos suspeitos de transmissao autoctone de CHIKV nas
Américas foram reportados até a semana epidemiolégica 46, sendo 121.699
confirmados por critérios clinicos e/ou epidemiolégicos. Os maiores indices desta
doenca foram registrados em San Martin (n=17), Guadalupe (n=32), Republica
Dominicana (n=112), Peru (n=116), Equador (n=280), Guiana Francesa (n=805),
Paraguai (n=873), Venezuela (n=3.107), Costa Rica (n=3.215), Argentina (n=3.394),
Nicaragua (n=4.675), Guatemala (n=4.859), El Salvador (n=5.950), Honduras
(n=14.325), Colémbia (n=19.092), Bolivia (n=19.583) e Brasil (n=236.287) (PAHO,
2016a).

1.2.2 CHIKV no Brasil

No Brasil, casos importados de CHIKV tém sido reportados pelo Ministério da
Saude desde 2010 (Figueiredo & Figueiredo, 2014). Até a semana epidemioldgica
53 de 2014, foram notificados 93 casos importados suspeitos de CHIKV em 15
estados do pais, sendo 36 destes confirmados em 11 estados. Com relacdo a
procedéncia dos doentes, 21 (58%) eram militares e missionarios advindos do Haiti,
enquanto 10 (28%), 2 (5,5%), 2 (5,5%) e 1 (3%) eram provenientes da Republica
Dominicana, Guadalupe, Venezuela e Guiana Francesa, respectivamente (SVS/MS,
2014b).

Os primeiros casos autoctones de CHIKV foram notificados em setembro de
2014 no municipio de Oiapoque (AP) e posteriormente em Feira de Santana (BA)

(Nunes et al.,, 2015). Em 2015, uma taxa de incidéncia de 18,7 casos/100 mil
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habitantes foi demonstrada no pais, sendo que 38.332 casos suspeitos de CHIKV
distribuidos em 696 municipios foram registrados entre as semanas epidemiolégicas
1 e 52. Destes, 13.236 casos foram confirmados por critérios clinicos e/ou
epidemioldgicos e 6 Obitos de individuos com idade acima de 75 anos foram
confirmados em municipios dos estados da Bahia, Pernambuco, Sdo Paulo e
Sergipe (SVS/MS, 2016a).

Em 2016, uma taxa de incidéncia de 115,6 casos/100 mil habitantes foi
demonstrada, sendo que até a semana epidemiolégica 37 foram registrados 236.287
casos suspeitos de CHIKV distribuidos em 2.297 municipios (Figura 1.3). Destes,
116.523 casos foram confirmados por critérios clinicos e/ou epidemiologicos. A
regido Nordeste demonstrou a maior taxa de incidéncia da doenga (368,4 casos/100
mil habitantes), com destaque para as regides do Alagoas, Bahia, Pernambuco e Rio
Grande do Norte. Com relacdo aos obitos, 120 foram confirmados em individuos
idosos (média de 71 anos), distribuidos em Piaui (n=1), Sdo Paulo (n=1), Alagoas
(n=2), Maranhéo (n=3), Rio de Janeiro (n=4), Bahia (n=5), Ceara (n=10), Rio Grande
do Norte (n=19), Paraiba (n=21) e Pernambuco (n=54) (SVS/MS, 2016a).

D Municipio sem registro de caso
[[] Casos notificados (municipio com pelo menos 1 caso notificado)
- Casos confirmados (municipio com pelo menos 1 caso confumado)

Fonte: Sinan (atualizado em 19/0%/2016)
Dados sujeitos a alteragao

Figura 1.3: Casos notificados e confirmados da febre chikungunya por municipio de
notificacdo até a Semana Epidemioldgica 37 de 2016 (SVS/MS, 2016a).
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1.3 Dinamica de transmissdo do CHIKV

1.3.1 Vetores

O CHIKV € um arbovirus que pode ser transmitido de forma silvestre ou
urbana (Figura 1.4). O ciclo enzootico silvestre envolve espécies de vetores do
género Aedes, tais como Ae. furcifer-taylori, Ae. luteocephalus, Ae. dalzieli, Ae.
vittatus, Ae. fulgens, Ae. vigilax, Ae. camptorhynchites, Ae. neoafricanus (Jupp &
Mcintosh, 1990, Diallo et al., 1999) e Ae. africanus (Powers et al., 2000). Apesar de
ndo estar envolvido diretamente na transmissédo do virus para os humanos, o ciclo
enzootico pode promover a infeccdo de individuos que vivem nas proximidades de
florestas. Além disso, alguns estudos descrevem ainda Culex annulirostris e
Mansonia africana como dois potenciais vetores causadores desta infeccao (Jupp et
al., 1981, Jupp & Mclintosh, 1990, Diallo et al., 1999).

Com relacdo ao ciclo urbano (endémico ou epidémico), 0s principais Sao 0s
vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus, que sdo mosquitos altamente antropofilicos e
iniciam a transmissao humano-mosquito-humano devido a necessidade das fémeas
de realizarem a hematofagia para maturacdo dos seus ovos (Brasil/MS, 2014,
Rougeron et al., 2015). Esses vetores habitam principalmente regides tropicais e
temperadas do mundo e, devido a sua enorme distribuicao, tornam toda a regiao das
Américas suscetivel a propagacao do CHIKV (Brasil/MS, 2014).

O mosquito Ae. albopictus ganhou destaque como um importante vetor
urbano apés a identificacdo da mutacdo E1-A226V durante a epidemia na llha da
Reunido, que provocou o aumento da capacidade deste em transmitir o0 virus
(Thiboutot et al., 2010).

Alguns fatores de risco podem favorecer o surgimento de epidemias de
CHIKV, tais como o aumento da densidade do vetor devido a chuvas intensas, a
microevolucao do virus (Schuffenecker et al., 2006), alteracdes climaticas (Chretien
et al.,, 2007) e a auséncia de imunidade ao patdégeno em uma determinada
populagdo (Panning et al., 2009b). Além disso, a globalizacdo, o aumento do
comeércio e o elevado numero de viagens podem promover a migracao de individuos
infectados para regides onde o virus ndo tem sido reportado (Chretien & Linthicum,
2007, Charrel et al., 2008).
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Ciclo de Ciclo de
transmissao transmissao
silvestre do CHIKV urbana do CHIKV

/ Aedes furcifer, \ / Aedes aegypti, \
Aedes africanus Aedes albopictus

Primatas ndo-humanos

\ / Humanos,
outros
vertebrados?

Aedes aegypti,
Aedes furcifer, Aedes africanus Aedes albopictus

Figura 1.4: Ciclos silvestre e urbano de transmissdo do CHIKV demonstrando os
distintos vetores e hospedeiros vertebrados deste virus (Powers, 2010).

1.3.2 Reservatoérios

Os humanos sédo o0s principais reservatorios do CHIKV em periodos
epidémicos (Rao, 1964, Jupp et al.,, 1981). Durante periodos interepidémicos,
diversos vertebrados sao destacados como reservatorios em potencial para o virus,
tais como primatas ndo humanos, bufalos, roedores, passaros e outros pequenos
mamiferos (Kading et al., 2013). Estudos revelam que apesar de produzirem viremia,
estes animais ndo apresentam manifestacfes fisicas da doenca (Binn et al., 1967,
Jupp et al., 1981, Diallo et al., 1999).

1.3.3 Periodo de Incubacéo

O mosquito adquire o virus ap0s a picada em um hospedeiro virémico. O
periodo de incubacéo extrinseco dura em média 10 dias e, apés este periodo, 0
mosquito pode infectar um hospedeiro susceptivel, tais como os seres humanos. O
periodo de incubacéo intrinseco pode durar de 1-12 dias, porém mais comumente é

observada uma duragéo de 3-7 dias (Brasil/MS, 2014), Figura 1.5.
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adquire o virus
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Doenca Doenca
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Figura 1.5: Periodos de incubacéo extrinseca e intrinseca para o CHIKV (Brasil/MS,
2014).

Na literatura, outros tipos de transmisséo deste virus ja foram documentados,
tais como a materno-fetal (Lenglet et al., 2006, Robillard et al., 2006, Staples et al.,
2009, Fritel et al., 2010, Gérardin et al., 2014, Taksande & Vilhekar, 2015,
Laoprasopwattana et al., 2016) e através de transplante de cornea (Couderc et al.,
2012, Long & Heise, 2012, Mahendradas et al., 2013).

1.4 Agente etiologico e organizagdo gendémica do CHIKV

O CHIKV é um membro da familia Togaviridae e pertence ao género
Alphavirus (Schuffenecker et al., 2006, Volk et al., 2010). Um total de 29 espécies
de arbovirus pertencentes a este género sdo classificados em 7 complexos
antigénicos distintos denominados como Barmah Forest, Eastern Equine
Encephalitis, Middelburg, Ndumu, Semliki Forest, Venezuelan Equine Encephalitis e
Western Equine Encephalitis. O CHIKV pertence ao complexo Semliki Forest, que
envolve também outros patégenos causadores de febre, exantema e artralgia de
importancia médica, tais como os virus O’'nyong nyong (ONNV), Mayaro e Ross
River (Solignat et al., 2009).

O CHIKV é esférico, pequeno e envelopado, sendo composto por um
capsideo icosaédrico envolvido por um envelope lipidico que mede
aproximadamente 60-70 nm de diametro em pH neutro (Figura 1.6). Além disso, é
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sensivel a dessecacao e a temperaturas acima de 58°C (Strauss & Strauss, 1994,
Khan et al., 2002, Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015).

Figura 1.6: Particula viral do CHIKV (Fox et al., 2015).

O genoma deste arbovirus é composto por um RNA de fita simples polaridade
positiva medindo aproximadamente 11.8 kb de comprimento. Possui uma
extremidade 5’-Cap, além de uma cauda poli-A na regiao terminal 3’. Apresenta
também duas fases de leitura aberta (ORFs) que codificam para duas poliproteinas
(ndo-estrutural e estrutural) que, ao sofrerem clivagem proteolitica, codificam para 4
proteinas nao-estruturais: nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 e 5 proteinas estruturais: C-E3-
E2-6K-E1 (Strauss & Strauss, 1994, Khan et al., 2002, Lum & Ng, 2015), Figura 1.7.
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Figura 1.7: Organizacdo do genoma do CHIKV. 5'Cap: capacete do RNA na
extremidade 5’; 6k: peptideo sinal para E1; aa: aminoacidos; C: proteina do
capsideo ou core; E1-E2: proteinas do envelope 1 e 2; nt: nucleotideos; NTR: regiédo
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nao traduzida (do inglés: untranslated region); nsP1-4: proteinas nao estruturais 1-4;
ORF: Fase de leitura aberta (do inglés: open reading frame); E3: pequeno peptideo
do envelope; poli (A): cauda de poliadenilato na extremidade 3’ (Thiberville et al.,
2013).

1.5 Proteinas do CHIKV

A poliproteina denominada nsP123 possui 2474 aminoé&cidos e é a primeira a
ser sintetizada pela ORF da extremidade 5’-Cap, que por sua vez € iniciada por um
ATG na regido 77/79 e é composta por 7424 nucleotideos. Apoés clivagem
proteolitica, essa poliproteina atua na producao das proteinas ndo-estruturais (nsP1-
4) e na sintese da fita negativa de RNA durante a replicacdo viral (Barton et al.,
1991).

A nsP1 é composta por 535 aminoacidos, apresenta uma sequéncia
consenso caracteristica de outros Alphavirus (Q31-VTPNDHANARAFSHL-A47)
(Wang et al., 1994) e, ao lado da nsP4, catalisa a iniciagdo da sintese do RNA de fita
negativa (Mi et al., 1989).

A nsp2 possui 798 aminoacidos e uma similaridade de 98% com o ONNV.
Essa proteina possui importante funcdo de helicase e proteinase, atuando na
clivagem do precursor do polipeptideo e consequentemente na replicacdo viral
(Strauss & Strauss, 1994).

A nsP3 é composta por 530 aminoacidos e contem 51% de conservacdo
entre Alphavirus ao longo da sua regidao amino-terminal. Sua fungéo consiste na
transcricdo da fita negativa (Wang et al., 1994, Pehrson & Fuji, 1998), recrutamento
de proteinas nao-estruturais (Davis et al., 1989), aumento da sintese de RNA e
patogenicidade viral (Shirako & Strauss, 1994, Solignat et al., 2009).

A nsP4 possui 611 aminoacidos e 91% de similaridade com a regido nsP4 do
ONNV. Além de catalisar a sintese de RNA fita negativa, também esta envolvida na
metilacéo e adicdo do Cap na fita de RNA positiva devido a sua propriedade de RNA
polimerase RNA-dependente (Mi et al., 1989).

A ORF que codifica as proteinas estruturais é composta por 3735
nucleotideos, se inicia na posicdo 7567 e termina na posi¢do 11.299. Sua funcéo é
codificar uma poliproteina de 1244 residuos para posterior formacdo das proteinas
estruturais (C, PE2, E1 e 6k) (Solignat et al., 2009).

A proteina do capsideo possui 261 aminoacidos e peso molecular em torno
de 30 kDa. Além disso, é pouco conservada, com excecdo de uma pequena regido

(43-KAGQLAQLISAVNKLTMR-60) e uma regido C-terminal, que possuem a funcao
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de montagem do nucleocapsideo icosaédrico do virion maduro e autoprotease,
respectivamente. A atividade de autoprotease envolve os aminoacidos H139, D145,
D161 e S213 (Khan et al., 2002, Lum & Ng, 2015).

A E1 apresenta 435 aminoacidos, peso molecular de 44 kDa e 88% de
identidade com a regido E1 do ONNV. Além disso, possui um sitio de glicosilacéo na
posicdo 141-143 e um residuo C-433 conservado importante para um processo de
palmitoilagéo (de Curtis & Simons, 1988).

A E2 contem 423 aminoéacidos, 82% de similaridade com a regido E2 do
ONNV e peso molecular de 43 kDa (Schmidt et al., 1988, Ivanova & Schlesinger,
1993) . Essas proteinas se associam com a E1 formando um heterodimero antes se
serem incorporadas na superficie do virion maduro e estdo relacionadas também
com a fixacdo e entrada do virus em células alvo durante a infec¢éo (Solignat et al.,
2009, Lum & Ng, 2015).

A E3 apresenta 64 aminoacidos, peso molecular de 11 kDa e 50% de
similaridade com alguns Alphavirus, tais como o0 ONNV (Simizu et al., 1984). Essa
proteina atua junto com a E2 e se relaciona com o direcionamento das proteinas
estruturais que serdo montadas no reticulo endoplasmatico, formacao das espiculas
glicoprotéicas do envelope viral, protecdo de pH durante a formacdo do virus e
brotamento (Parrott et al., 2009, Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015).

Por fim, a 6K possui 61 aminoacidos e é gerada a partir da clivagem de PE2 e
6K. Maiores estudos serdo necessarios para esclarecer o seu papel, porém é
observado que esta pequena proteina possui capacidade de afetar a permeabilidade
da membrana, além de atuar também na montagem e brotamento viral (Strauss &
Strauss, 1994, Lum & Ng, 2015).

1.6 Evolucéo e adaptacédo do CHIKV

Desde a sua descoberta, 4 gendtipos distintos e geograficamente
relacionados de CHIKV foram identificados como Oeste Africano, Leste-Centro-Sul
Africano (ECSA), Asiatico e Linhagem do Oceano indico (IOL). Os genétipos do
Oeste Africano e 0 ECSA estéo relacionados aos surtos urbanos ocorridos em toda
a Africa subsaariana, enquanto o Asiatico esta associado a extensas epidemias
ocorridas no Sudeste Asiatico. O IOL é uma linhagem recentemente identificada e se
relaciona com surtos na Asia e em ilhas do Oceano Iindico durante 2005-2011 (Volk

et al., 2010, Nunes et al., 2015). O Oeste Africano é o mais divergente (cerca de
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100-840 anos) quando comparado aos genotipos ECSA e Asiatico (50-310 anos)
(Powers et al., 2000).

Devido ao surgimento do IOL como um grupo monofilético descendente do
ECSA (Volk et al., 2010, Nunes et al.,, 2015), o mosquito Ae. albopictus foi
responsavel pelo surgimento de varios surtos no Oceano Indico, partes da india,
Cingapura, Malasia, Tailandia, Sri-Lanka, Gabdao e Italia a partir de 2006. Um estudo
realizado com cepas provenientes da llha da Reuni&do esclareceu muitas questdes a
respeito do aumento do fitness viral neste vetor (Tsetsarkin et al., 2011).

Os dados indicam uma mutacdo E1-A226V, ocasionando em uma
substituicdo do aminoacido alanina para valina. Esta alteracdo esta diretamente
associada com o aumento da infectividade do intestino médio, disseminacgéo para as
glandulas salivares e transmissdo do virus pelo Ae. albopictus (Tsetsarkin et al.,
2011). Outros estudos sugerem novas mutacfes que também oferecem vantagens
para a transmissdo do CHIKV por este mosquito, tais como a E2-L210Q da linhagem
IOL (Niyas et al.,, 2010). Com relacdo ao aumento do fitness em Ae. aegypti,
mutacOes E1-K211E e E2-V264A foram observadas em uma epidemia ocorrida na
india. (Agarwal et al., 2016).

Além disso, o estabelecimento da evolugdo do virus a partir das suas rotas de
dispersdo pelos continentes sugere que a atual pandemia do CHIKV se originou a
partir de um surto ocorrido no Quénia durante o ano de 2004 (Kariuki Njenga et al.,
2008). O ECSA foi responsavel por epidemias na Uganda em 1982 e na Republica
Democréatica do Congo em 2000 (Pastorino et al., 2004). Acredita-se que o genotipo
Asiatico foi identificado em surtos atuais na Malasia (2006), Cingapura (2009-2010)
e Taiwan (2006-2009), enquanto o IOL esta associado as epidemias da llha da
Reunido em 2005-2006 (Brasil/MS, 2014, Lanciotti & Valadere, 2014).

No Brasil, foram encontrados dois gendtipos derivados de diferentes
introducdes do virus: o ECSA e o gendtipo Asiatico, sendo a primeira vez que o
ECSA foi reportado nas Américas. Este foi introduzido em 2014 na cidade de Feira
de Santana (BA) e estudos confirmam a sua procedéncia a partir de Angola (Africa
Ocidental). O genotipo asiatico foi identificado também no ano de 2014 em Oiapoque
(AP) e estudos genéticos confirmam a procedéncia a partir do Caribe e América do
Sul. O primeiro caso importado de Oiapoque foi derivado da cidade de fronteira
Guiana Francesa. E de fundamental importancia o estabelecimento de uma
vigilancia epidemiolégica constante para verificar possiveis mutagoes E1-A226V nas

cepas brasileiras (Nunes et al., 2015).
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1.7 Replicagcdo do CHIKV

Até 2009 nao havia nenhuma demonstracdo experimental e poucos estudos
relatam o ciclo de replicacdo do CHIKV, sendo este deduzido a partir de descricbes
gerais estabelecidas para Alphavirus (Solignat et al., 2009). Além disso, o virus entra
nas células de hospedeiros susceptiveis por endocitose mediante um receptor ainda
desconhecido (Lum & Ng, 2015).

Apés a endocitose, o ambiente acido do endossomo formado provoca
modificacdes conformacionais no virus que resultam na fusdo da membrana viral e
da membrana endossomal do hospedeiro, liberando o nucleocapsideo para o
citoplasma (Solignat et al., 2009).

O RNA viral livre sera entdo transcrito em uma poliproteina que, ao sofrer
clivagem proteolitica, origina 4 proteinas ndo-estruturais (nsP1-4). Essas proteinas
se associam para formar um complexo funcional de replicagdo viral com funcéo de
gerar um RNA intermediario de sentido negativo, que sera utilizado como molde
para a sintese do RNA gendmico 49S e do mRNA subgendémico (Solignat et al.,
2009, Lum & Ng, 2015).

O mRNA 26S subgendmico é traduzido para codificar a proteina do capsideo
(C), duas glicoproteinas do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptideos (E3 e
6K). O capsideo € entdo liberado para o citoplasma ap0s sofrer processamento por
serina endopeptidases. As proteinas estruturais restantes migram para o reticulo
endoplasmatico onde sofrem modificacBes pos-traducionais (Solignat et al., 2009,
Thiberville et al., 2013, Lum & Ng, 2015).

ApoOs o transporte para o complexo de golgi, o heterodimero formado (pE2-
E1l) migra para a superficie celular e durante essa etapa a pE2 é clivada por uma
proteinase furina ou semelhante para formar as glicoproteinas E2 e E3 (de Curtis &
Simons, 1988).

Posteriormente, as glicoproteinas E1 e E2 formardo um dimero e seréo
transportadas para a membrana plasmatica da célula hospedeira onde serdo
incorporadas na superficie do virion sob a forma de espiculas triméricas (Ekstrom et
al., 1994). Além disso, as proteinas do capsideo irdo se associar no citoplasma para
formar um nucleocapsideo icosaédrico que contem o RNA gendmico 49S
(Suomalainen et al., 1992).

Durante o brotamento, o nucleocapsideo se liga ao E2 por um processo de

maturagdo e sera entdo direcionado a membrana celular (Suomalainen et al., 1992).
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Durante esta etapa, o virion maduro ira adquirir uma bicamada de membrana

proveniente da célula hospedeira (Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015), Figura 1.8.
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Figura 1.8: Ciclo de replicacdo do CHIKV (Adaptado Lum & Ng, 2015).

1.8 Patogénese do CHIKV

A infeccdo por CHIKV em individuos susceptiveis se inicia apds a picada por
um mosquito infectado. O virus é entdo inoculado no hospedeiro e atinge
primariamente os capilares subcutaneos, infectando e se replicando em fibroblastos,
macréfagos, células endoteliais e células epiteliais (Sourisseau et al., 2007, Salvador
et al., 2009, Wikan et al., 2012, Lum & Ng, 2015).

Posteriormente, o CHIKV migra para os 6rgdos linféides secundarios
(linfonodo e bago) onde se replicam antes da sua disseminag&o para outros tecidos
(bago, musculo, figado, articulagbes e cérebro) pelo sistema circulatorio. Estudos
demonstram que, além dos 6rgaos linféides secundérios, foi encontrada replicacdo
ativa nos musculos e nas articulagbes. A viremia do hospedeiro pode durar o
periodo de 2 a 10 dias apos a infeccdo e o ciclo se renova apés a picada de um

mosquito susceptivel em um hospedeiro virémico (Lum & Ng, 2015), Figura 1.9.
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Figura 1.9: Patogénese da infecgéo por CHIKV (Adaptado de Lum & Ng, 2015).

Relatos de infeccdo persistente nas articulagbes, muasculos, macréfagos
esplénicos, células endoteliais do figado, macrofagos perivasculares sinoviais e
liquido cefalorraquidiano (LCR) foram observados (Chen et al., 2010, Labadie et al.,
2010, Messaoudi et al., 2013). Maiores estudos sdo necessarios para esclarecer o
neurotropismo e a nheuroinvasividade viral diante do aumento de complicacbes
neurolégicas nos pacientes (Couderc et al., 2008, Chandak et al., 2009,
Economopoulou et al., 2009, Kashyap et al., 2010).

Evidéncias demonstram também que o processo de apoptose aumenta a
disseminacdo do virus a partir de células infectadas apoptoéticas para células
vizinhas nao infectadas. Foi demonstrado ainda que a autofagia eleva os niveis de
replicacdo viral. Com relacdo aos eventos patoldgicos, alguns sdo considerados
subclinicos, como os que ocorrem no figado e nos orgaos linfoides (adenopatia),
outros séo responsaveis por intensas dores, como a infiltragdo mononuclear e a
replicacdo do virus nos musculos e nas articulagdes (Glick et al., 2010, Krejbich-
Trotot et al., 2011, Lum & Ng, 2015).
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1.9 Respostaimune ao CHIKV

O inicio da infeccao pelo CHIKV é caracterizado pelo o aumento do titulo viral,
gue permanece em niveis muito elevados durante aproximadamente 4 dias da
doenca. Nesta fase ocorre também a ativacdo da resposta imune inata ao virus
seguida da resposta imune adaptativa ap0s a primeira semana (Schwartz & Albert,
2010), Figura 1.10.

Resposta de IFN
Anticorpos
Células T?
Carga viral B
J |/\ y N :
f Dias 2-4 Dias 3-5 Meses-anos

Transmissao do Apresentacao clinica;
CHIKV pela picada  doenga aguda
do mosquito

D Sintomas da doenca

Figura 1.10: Resposta imune ao CHIKV (Adaptado de Schwartz & Albert et al.,
2010).

Na fase aguda da infeccdo pelo CHIKV, a imunidade inata é ativada com o
intuito de suprimir a propagacao, replicacdo e disseminacéo viral, havendo assim
uma elevada e rapida producao de citocinas pro-inflamatérias (IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-
2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, L-17 e IL-18), citocinas anti-inflamatorias (IL-1Ra, IL-4 e
IL-10), quimiocinas (Fator Estimulador de Colonias Granulécitos-Macrofagos (GM-
CSF), IP-10, MCP-1, Monoquina Induzida por Interferon Gama (MIG), Proteina
Inflamatéria de Macréfago (MIP) 1la e MIP-1b) e fatores de crescimento (Fator de
Crescimento de Fibroblastos Basico - FGF) (Wauquier et al., 2011, Teng et al.,
2015).
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Pesquisas demonstram que a IL-6 esta relacionada com a artralgia
persistente em pacientes cronicos, dado que o receptor de IL-6 € expresso em
osteoblastos e conduz a perda do osso através da interrup¢cdo de RANKL/OPG no
liquido sinovial dos pacientes. Esta via exerce fundamental importancia na
determinacdo da massa éssea e integridade do esqueleto (Li et al., 2008, Hoarau et
al., 2010). Além disso, a IL-6 esta relacionada com a inducdo da expressao de MCP-
1 que, na fase aguda, provoca a infiltragdo de mondcitos e macrofagos no local da
inflamacdo. Nesse contexto, essas células funcionam como um veiculo para a
disseminacgédo do virus (Gardner et al., 2010, Labadie et al., 2010, Poo et al., 2014a).

O IFN-a e o IFN-B, estes sao encontrados em concentragdes muito elevadas
desde o primeiro dia da doenca e s&do produzidos pelos leucdcitos e fibroblastos,
respectivamente. A producéo de Interferon tipo | € desencadeada por receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), tais como os receptores Toll-like (TLRS) ou o
gene | induzivel de acido retindico (RIG-I), que detectam padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPs). No caso do CHIKV, estéo relacionados o TLR3, o
TLR7, o TLR8 e os receptores semelhantes a RIG (RLRs). Em fibroblastos
infectados, a producdo de IFN é regulada pela proteina adaptadora CARDIF
(Proteina de sinalizagdo mitocondrial antiviral, também conhecida como MAVS)
(Schwartz & Albert, 2010).

A fase aguda da infeccdo por CHIKV também é caracterizada pela elevada
producdo de IL-12. Essa citocina atua ativando as células natural-killers (NK), que
também sdo detectadas desde o inicio e contribuem para a eliminagdo do virus
(Orange & Biron, 1996, Petitdemange et al., 2011, Wauquier et al., 2011). Alguns
estudos relatam que células NK ativadas expressando CD69 foram detectadas no
fluido sinovial de pacientes com infeccdo aguda por CHIKV (Hoarau et al., 2010).

Com relacdo as células dendriticas, poucos estudos relatam o seu
envolvimento com a resposta imune ao virus, mas ja € observada a ativacdo de
células dendriticas plasmocitdides durante a infec¢do aguda. Foi observado também
qgue um imunoreceptor de células dendriticas (DCIR) de Lectina tipo C (CLR)
demonstra um papel importante na protecdo do hospedeiro contra o virus (Hoarau et
al., 2010, Long et al., 2013).

Apesar da necessidade de maiores pesquisas com relacdo aos linfocitos, a
infeccdo aguda é caracterizada por linfopenia, havendo diminui¢do da circulacdo de
células B e T. Esse processo pode ser desencadeado a partir da apoptose de
linfécitos mediado pelo IFN tipo | (Schwartz & Albert, 2010). A acao tardia dessas
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células ndo desmerece a sua importancia, tendo em vista que estas exercem
importante papel na promogéo da resposta de memoaria prolongada especifica para
o virus (McCance & Huether, 2013).

Apos a resolucao da infeccéo, ocorre o repovoamento de linfécitos circulantes
e as células B promovem a liberacdo de IL-4 e IL-10, iniciando uma producao de IgG
especifico para o virus dominado pelo isotipo 1gG3 (Kam et al., 2012a). Apesar da
sua importancia protetora, pode ocorrer Enhancement Dependente de Anticorpos
(ADE), normalmente relatada nas infec¢cdes graves por dengue (Chareonsirisuthigul
et al., 2007, Balsitis et al., 2010, Zellweger et al., 2010, Halstead, 2014). No caso do
CHIKV, o ADE pode causar doenca grave devido ao aparecimento de possiveis
quasi-espécies com mutacdes que podem aumentar os niveis de anticorpos sub-
neutralizantes (Stapleford et al., 2014). Além disso, alguns anticorpos podem se
tornar sub-neutralizantes apds transmissdo materna, podendo causar uma infec¢ao
mais grave caso a crianca seja exposta ao virus (Ng et al., 2014).

Seguindo a ativacdo de respostas adaptativas, ocorre primeiramente a
producdo de células T CD8+. Posteriormente, ha uma ativacdo das células T CD4+,
qgue foram detectadas no liquido sinovial de pacientes cronicos e sdo as principais
mediadoras da inflamacgao e inchaco nas articulagdes pela produgéo de IL-1ra e IL-
2RA (Hoarau et al.,, 2010, Wauquier et al., 2011, Kam et al.,, 2012b). Estudos
demonstram um grande envolvimento de Thl (Gardner et al., 2010, Nakaya et al.,
2012, Teo et al., 2013, Teo et al., 2015) e Th17 produzida pela IL-17 (Ng et al., 2009,
Chow et al., 2011, Teng et al., 2015), sendo seu papel patogénico demonstrado na
literatura em casos de artrite reumatoide (Kotake et al., 1999, Chabaud et al., 2000).

Além disso, células T reguladoras (Tregs) sao frequentemente estudadas por
estarem presentes no processo de tolerancia imunolégica das doencas auto-imunes,
porém, pesquisas demonstram o0 envolvimento destas células em infec¢cBes pelo
CHIKV (Belkaid & Rouse, 2005, Belkaid, 2007, Fessler et al., 2013, Dhaeze et al.,
2015) onde ocorre protecao contra o virus pela inducédo de células T especificas a
um estado de anergia (Lee et al., 2015).

Na fase cronica, a resposta inflamatéria ao virus leva a eliminacdo viral no
sangue e a recuperacao clinica do paciente. Em um grupo de individuos, a artralgia
e mialgia podem persistir, culminando em casos de sindrome artritica debilitante que
pode durar até mais de 1 ano. Este fato se deve a forte resposta de Thl durante a

infeccédo aguda (Hoarau et al., 2010).
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Pacientes com doenca cronica desenvolvem uma grave inflamacéo sistémica
com altos niveis Th2, IL-4 e IL-13 e isto pode estar associado aos elevados niveis de
TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-12 produzidos na fase aguda. Entre essas fases, macrofagos
sdo ativados para regular a inflamacdo e um ciclo vicioso de producdo de IL-
6/RANKL pode também estar associado a persisténcia da doenca (Dupuis-
Maguiraga et al., 2012, Noret et al., 2012, Phuklia et al., 2013), Figura 1.11.
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Figura 1.11: Imunopatologia do CHIKV (Petitdemange et al., 2015).

1.10Manifestacdes clinicas das infec¢cbes por CHIKV

Apbs o periodo de incubacéo, o hospedeiro virémico inicia um quadro clinico
agudo que pode evoluir para uma fase subaguda e/ou cronica da infeccdo pelo
CHIKV (Brasil/MS, 2014).
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1.10.1 Fase aguda

A fase aguda ou febril da infeccdo pelo CHIKV pode durar até 10 dias e é
caracterizada por um inicio subito de febre acompanhado pelos seguintes sintomas:
1) poliartralgia intensa, afetando principalmente as articulacbes distais de forma
simétrica, como os joelhos, tornozelos, méos e pulsos; 2) edema normalmente
associado a tenossinovite ou dor ligamentar (Figura 1.12); 3) exantema (macular ou
maculopapular) do segundo ao quinto dia ap6s o inicio da febre; 4) prurido
generalizado ou na regido palmo-plantar, que pode ocorrer em 25% dos pacientes;
5) cefaléia; 6) fadiga e 7) mialgia leve ou moderada (Bandyopadhyay & Ghosh,
2008, Ali Ou Alla & Combe, 2011, Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Brasil/MS, 2014).

Figura 1.12: Edemas bilaterais nas maos e pés de um paciente com infeccdo aguda
pelo CHIKV. (A) Edema nas maos e pulsos; (B) Edema nos pés e tornozelos (Tappe
et al., 2010).

As manifestacdes articulares podem resultar na incapacidade de realizacao
das atividades diarias, reducdo da qualidade de vida, astenia, depressdo e
ansiedade (Queyriaux et al., 2008, Couturier et al., 2012, Sam et al., 2015). Além
disso, esses sintomas sdo menos pronunciados e menos frequentes em criangas
(Gérardin et al., 2008, Queyriaux et al., 2008, Sebastian et al., 2009).

Estudos demonstram também outros sinais menos comuns, tais como
diarréia, vémito, hemorragia (Javelle et al., 2014, Hyle & Alame, 2015), conjuntivite,
dermatite esfoliativa, lesGes vésico bolhosas, hiperpigmentagéo, fotossensibilidade,
lesbes simulando eritema nodoso, Ulceras orais, linfoadenomegalia cervical
(Economopoulou et al., 2009, Brasil/MS, 2014) e uveite anterior (Mahendradas et

al., 2013), além de sintomas como inflamacao do ouvido (Javelle et al., 2014, Hyle &
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Alame, 2015), dor retro-ocular, dor abdominal, neurite, faringite e manifestacdes do

trato gastrointestinal em criancas (Economopoulou et al., 2009, Brasil/MS, 2014).
1.10.2 Fase subaguda e crénica

A fase subaguda se inicia a partir do décimo dia de doenca, podendo ter até 3
meses de duracdo. Esta fase € caracterizada na maioria dos casos pelo
desaparecimento da febre e persisténcia da poliartralgia, que € geralmente
acompanhada de edema de intensidade variavel e tenossinovite hipertrofica
subaguda em punhos e tornozelos (Brasil/MS, 2014).

Além disso, é nesta fase que o0s sintomas depressivos costumam aparecer,
pois diante das dores incapacitantes, o paciente fica impossibilitado de realizar as
suas atividades diarias e isto atinge gravemente o seu estado emocional,
ocasionando em depressdo e ansiedade (Schilte et al., 2013). Desta forma, € de
fundamental importancia o acompanhamento médico do paciente para tratamento
dos sintomas emocionais e investigacao sobre o possivel aparecimento de sintomas
crénicos, que devem ser combatidos de forma imediata com o auxilio de terapias
especificas que visam evitar a persisténcia da artralgia e destruicdo da articulacéo
(Couturier et al., 2012, Yaseen et al., 2014).

Apés a fase aguda, a persisténcia dos sintomas por um periodo maior que 3
meses caracteriza a fase cronica da doenca. Essa fase pode durar mais de 1 ano e
0 paciente pode apresentar persisténcia da poliartralgia simétrica com ou sem
edema, limitacdo de movimento e deformidade, fadiga, cefaléia, prurido, alopécia,
exantema, bursite, tenossinovite, disestesia, parestesia, dor neuropética, fenébmeno
de Raynaud, alteracGes cerebelares, distlrbios do sono, alteracdes da memoria,
déficit de atencdo, alteracdes do humor, turvacéo visual e depresséo. Alguns fatores
de risco como a idade acima de 45 anos favorecem a cronificacdo e intensidade das
lesBes articulares (Parola et al., 2007, Brasil/MS, 2014).

1.10.3 Manifestacg8es atipicas

A infeccdo pelo CHIKYV foi considerada até recentemente como causadora de
uma doencga benigna. Apesar disso, numerosos relatos desafiaram a natureza
branda da doenca (Rajapakse et al., 2010) e por isso esta deve ser estudada com
atencao (Sam et al., 2015).

As manifestacbes atipicas abrangem complicagbes neuroldgicas

(meningoencefalite, encefalopatia, convulsdo, sindrome de Guillain-Barré, sindrome
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cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias), cardiacas (miocardite, pericardite,
insuficiéncia cardiaca, arritmia e instabilidade hemodinamica), renais (nefrite e
insuficiéncia renal aguda), dérmica (hiperpigmentacdo por fotossensibilidade,
dermatoses vesiculobolhosas e ulceracbes aftosas) e ocular (neurite Optica,
iridociclite, episclerite, retinite e uveite). Essas complicacdes podem ocorrer devido a
uma resposta incomum do hospedeiro para o virus ou devido a variantes mutantes
de CHIKV ainda desconhecidas (Rajapakse et al., 2010), podendo ser fatais em
recém-nascidos e idosos portadores de co-morbidades (Mahendradas et al., 2008,
Rajapakse et al., 2010, Sam et al., 2015).

Apesar da necessidade de maiores pesquisas comprovando o neurotropismo,
neuroinvasividade e neuroviruléncia (Arpino et al., 2009), evidéncias confirmam a
ocorréncia de encefalite e meningoencefalite associadas ao CHIKV, sendo este
detectado por RT-PCR em tempo real em 8 (14%) amostras de plasma e 3 amostras
de fluido cerebrospinal de 58 criangcas com suspeita de danos no sistema nervoso
central (Lewthwaite et al., 2009). Além disso, a sindrome de Guillain-Barré é uma
doenca desmielinizante inflamatdria aguda que também pode ocorrer em dois tercos
dos pacientes infectados (Lebrun et al., 2009).

Com relacdo as complicacBes oculares, o CHIKV pode causar conjuntivite,
uveite (Chanana et al., 2007, Mittal et al., 2007), coroidite macular (Chanana et al.,
2007) e neurite Optica (Mittal et al., 2007), podendo esta ultima ocasionar em perda
visual (Rose et al., 2011).

Com relacdo ao sistema cardiovascular, estudos realizados a partir da
observacéo de pacientes com miocardite p6s-CHIKV sugerem uma relacéo de causa
e efeito entre esta infeccdo e disturbios cardiacos, comprovando que este virus pode
invadir o miocardio e danificar as fibras musculares, ocasionando em danos devido a
uma reacdo de hipersensibilidade ou autoimune. Apdés a doenga inicial, a
cardiomiopatia surge ap0Os sintomas persistentes de cardiomegalia e alteracbes
eletrocardiogréficas, sendo que o estado alterado do miocéardio pode persistir muito
tempo apos a infeccao inicial e tornar o érgdo mais propenso a danos recorrentes
causados por outros agentes (Obeyesekere & Hermon, 1972). Desta forma, o
possivel envolvimento do miocardio durante a infeccdo pode resultar em
complicacéo letal e morte subita (Mirabel et al., 2007).

Além disso, pode ocorrer replicacdo do CHIKV em tecido renal (Solanki et al.,
2007). Estudos indicam a ocorréncia de insuficiéncia hepatica, rabdomiolise, faléncia

de multiplos orgdos, anormalidades enddcrinas, vasculite e hemorragias cerebrais,
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que foi comprovada pela morte de uma crianca com manifestacdes hemorragicas e
colapso circulatorio (Rajapakse et al., 2010).

O CHIKV pode estar associado também com a perda auditiva neurossensorial
subita (Bhavana et al., 2008). Com relacdo as desordens musculoesqueléticas,
estudos revelam a ocorréncia de artrite incapacitante, sendo o CHIKV considerado
um importante fator desencadeante de artrite reumatéide e artrite psoriatica (Chopra
et al., 2008).

1.10.4 Grupos de risco

O CHIKYV pode afetar individuos de qualquer idade e ambos os sexos. Apesar
disso, a apresentacao clinica da doenca pode variar de acordo com tais condi¢des
(Brasil/MS, 2014). O sexo feminino € destacado como fator de risco para o
agravamento e persisténcia das dores articulares. Estudos indicam também que a
idade avancada é considerada um fator de risco para a gravidade da doenca devido
a presenca de comorbidades e uma resposta imunologica menos eficiente, sendo
que individuos acima de 65 anos apresentaram uma taxa de mortalidade 50 vezes
maior quando comparados a individuos menores de 45 anos de idade (Essackjee et
al., 2013, Brasil/MS, 2014).

Apesar da maioria dos casos de infeccdo por este virus durante a gravidez
nao resultarem em transmissdo para o feto, ainda assim podem ocorrer abortos
espontaneos e neonatos podem apresentar manifestacdes neuroldgicas graves
(Brasil/MS, 2014).

Com relacdo aos portadores de osteoartrite anterior a infeccéo, este parece
ser um fator de risco independente para o desenvolvimento de reumatismo (Sissoko
et al., 2009). Além disso, pacientes imunocomprometidos também podem sofrer
agravamento dos sintomas e manifestacées neurolégicas (Kee et al., 2010).

1.10.5 Infecgdo neonatal e transmissao mae-filho

A infeccdo neonatal ocorre a partir da transmissado do CHIKV da mée para o
filho, sendo que a doenca se desenvolve somente quando ndo ha tempo suficiente
para a producdo materna de anticorpos neutralizantes para o virus. A infeccdo pode
ocorrer por transmisséo intraparto e ainda ndo ha evidéncia de que o virus seja
transmitido através do leite materno (Brasil/MS, 2014).

O recém-nascido se apresenta assintomatico nos primeiros dias e a partir do

guarto dia pode desenvolver sinais como febre, hiperalgesia, eritrodermia seguida de
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descamacdo da pele, recusa alimentar, diarreia, edema das extremidades,
encefalopatia com convulsdes e manifestacdes hemorragicas. O risco durante o
desenvolvimento fetal pode ocorrer nos primeiros meses de gravidez e dentre as
complicacbes para o feto, destacam-se a encefalopatia aguda, afasia e
encefalomielite disseminada (Khandelwal et al., 2012, Kucharz & Cebula-Byrska,
2012, Brasil/MS, 2014).

E fundamental que epidemiologistas e clinicos estejam atentos para o grande
espectro de manifestacdes clinicas que podem ocorrer durante a infeccdo pelo
CHIKV, pois a deteccao precoce destas complicacdes pode reduzir a mortalidade
em casos graves (Rajapakse et al., 2010). Um fato importante é que em 2016 foi
relatado no Brasil o primeiro caso de encefalite em um neonato que adquiriu o virus

por transmisséo vertical (Bandeira et al., 2016).
1.10.6 Obito por CHIKV

Em surtos passados, complicacbes graves e mortes causadas por CHIKV
foram raramente relatadas (Sam et al., 2010), sendo este Udltimo um evento
extremamente raro (Bandyopadhyay & Ghosh, 2008). Além disso, a avaliacdo do
aumento da mortalidade é dificil devido a falta de dados clinicos, confirmacao
virolégica e exclusédo de outras causas infecciosas (Farnon et al., 2008).

Alguns estudos relatam 6bitos ocorridos na Ilha da Reunido (Josseran et al.,
2006), india (Mavalankar et al., 2008), llhas Mauricias (Beesoon et al., 2008) e
Malésia (Chua, 2010, Sam et al., 2010). Durante um surto na llha da Reunido foi
concluido que a infeccéo por CHIKV pode levar a manifestacdes sistémicas graves e
doenca fatal (Tandale et al., 2009). Na india, o primeiro relato de 6bito foi
documentado na Bengala Ocidental em 2007 e um estudo realizado em Port Blair
(2006) durante a epidemia do virus revelou um aumento da mortalidade dos
pacientes. Na Asia, relatos tém associado a infeccdo com caracteristicas
hemorragicas leves e embora rara, a morte é registrada em até 0,4% de recém-
nascidos e idosos acometidos pelo virus (Bandyopadhyay et al., 2009, Manimunda
et al., 2011).

1.10.7 Diagnostico diferencial do CHIKV

Diante da presenca de diversas doencas exantematicas ou que apresentam
febre acompanhada de artralgia no Brasil, estas podem ser confundidas facilmente

com a infeccdo pelo CHIKV. Desta forma, o diagnostico diferencial apresenta
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fundamental importancia para o correto manejo clinico do paciente e é preconizado
que este seja realizado pela exclusdo de doencas como maléria, dengue,
leptospirose, infeccBes alfavirais, artrite pds-infecciosa e artrite reumatoide juvenil
(Brasil/MS, 2014).

Além disso, a co-circulacdo de DENV, ZIKV e CHIKV no Brasil dificulta o
sucesso do diagnéstico diferencial, tendo em vista que ambos apresentam sinais e
sintomas muito semelhantes. Quando comparados, o CHIKV causa mais febre,
artralgia, erupcao cutanea e linfopenia, o dengue é caracterizado por mialgia,
discrasias hemorragicas, leucopenia, neutropenia, hematécrito elevado e
trombocitopenia, enquanto o zika ocasiona principalmente febre baixa, exantema e
prurido (Brasil/MS, 2014), Figura 1.13.

DENGUE CHIKUNGUNYA ZIKA

Febre alta, dor no Dores e inchacos nas Manchas vermelhas
corpo e atras dos olhos, articulagdes dos pés, na pele, coceira,
fraqueza e vomitos maos, tornozelos febre leve, dores
e pulsos musculares ou

nas articulacdes

P

A~

Figura 1.13: Perfil diferencial das manifestacdes clinicas causadas a partir de
infeccdes pelos arbovirus dengue, zika ou chikungunya (SESAB, 2016).

1.11 Diagnéstico laboratorial do CHIKV

O diagnéstico de CHIKV pode ser realizado através de métodos virolégicos ou
sorolégicos, que sado escolhidos de acordo com a quantidade de dias de doenga do
paciente. Os meétodos virologicos envolvem o isolamento viral e a reacdo da
transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR),

enquanto os meétodos sorologicos séo caracterizados pelo teste de neutralizacao por
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reducdo de placas (PRNT), a imunofluorescéncia indireta (IFI) e o teste ELISA para
deteccéo de IgM ou IgG (Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Brasil/MS, 2014).

Os materiais biologicos a serem coletados sdo geralmente sangue, soro,
liquido cérebro-espinhal (casos neuroldgicos) e/ou liquido sinovial. Independente da
metodologia a ser utilizada para o diagndéstico, a coleta deve ser realizada de forma
correta para evitar contaminacdo ou perda do material genético da amostra. Além
disso, o armazenamento correto é essencial, sendo de -70°C para 0s espécimes
destinados as técnicas virolégicas e -20°C para as amostras que serao utilizadas na
sorologia (Brasil/MS, 2014).

Atualmente, existem muitos testes disponiveis para o diagnostico do CHIKV
que detectam a fase aguda ou convalescente da doenca, porém muitos estudos
serdo necessarios para a identificacdo de meétodos cada vez mais sensiveis e
especificos. Durante a fase virémica do paciente é recomendada a amplificacdo de
acidos nucléicos, enquanto os testes sorologicos sdo importantes para determinar o
estado imunoldgico do individuo em fase de convalescéncia ou cronico (Sam et al.,
2015).

1.11.1 Isolamento viral

O isolamento de CHIKV consiste em um método padrdo-ouro e deve ser
realizado em laboratérios de Biosseguranca nivel 3 (BSL-3) para que o risco de
transmissdo viral seja reduzido (Dash et al., 2011). Este pode ser realizado em
amostras de sangue ou soro bem conservadas e armazenadas de pacientes com
doenca aguda (< 5 dias de doenga) ou de mosquitos coletados no campo (Brasil/MS,
2014).

O isolamento pode ser realizado através de inoculagdo em um sistema de
cultura celular com linhagem susceptivel ao virus ou através do uso de
camundongos. A cultura celular pode ser feita em monocamadas de células Vero,
BHK-21, células HeLa ou células C6/36 clonadas de mosquito Ae. albopictus
(Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Brasil/MS, 2014).

A confirmacdo do isolamento pode ser feita por imunofluorescéncia indireta
(IF1) através do uso de antissoro especifico para CHIKV ou através de RT-PCR do
sobrenadante da cultura ou suspensdo do cérebro de camundongo (Brasil/MS,
2014).
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1.11.2 Métodos moleculares para detec¢cdo do CHIKV

Diversas metodologias de RT-PCR convencional e em tempo real que visam
detectar o genoma do CHIKV tém sido publicadas na literatura. As ferramentas
convencionais principais podem amplificar as regiées nsP1, nsP4, E1 ou E2 do virus
(Hasebe et al., 2002, Pfeffer et al., 2002, Dash et al., 2008, Sanchez-Seco et al.,
2009, Collao et al., 2010, Mishra et al., 2011, Saha et al., 2013, Soni et al., 2013),
sendo duas dessas capazes de diferenciar DENV e CHIKV através de uma reagéo
multiplex (Mishra et al., 2011, Saha et al., 2013).

Com relacdo aos métodos de RT-PCR em tempo real, estes visam amplificar
as regioes nsP1, nsP2, nsP3, nsP4 ou E1 do genoma do CHIKV (Pastorino et al.,
2005, Carletti et al., 2007, Edwards et al., 2007, Lanciotti et al., 2007, Laurent et al.,
2007, Panning et al., 2009a) Alguns protocolos utilizam o SYBR Green para a
quantificacdo dos produtos amplificados (Ho et al., 2010, Ummul Haninah et al.,
2010). Outros utilizam uma metodologia multiplex para detectar DENV e CHIKV
simultaneamente (Pongsiri et al., 2012, Cecilia et al., 2015, Chen et al., 2015).

Estudos demonstram também novos meios para o diagnéstico do CHIKV, tais
como a deteccao de fita negativa (Plaskon et al., 2009, Chiam et al., 2013), a
amplificacéo isotérmica mediada por Loop (LAMP) (Parida et al., 2007, Reddy et al.,
2012) e o lab-on-chip, que consiste em um chip microfluidico capaz de detectar
simultaneamente 26 patdgenos tropicais de importancia médica, como o CHIKV e o
DENV (Tan et al., 2014, Sam et al., 2015).

1.11.3 Métodos soroldgicos aplicados ao diagndstico do CHIKV

O diagnostico soroldgico deve ser realizado com espécimes de paciente
durante a fase convalescente ou crbnica da doenga (= 7 dias apds o inicio dos
sintomas), que é o periodo em que 0s anticorpos da classe IgM e/ou IgG comecam a
ser detectados. Dentre as ferramentas utilizadas, é possivel destacar a detec¢céo de
anticorpos IgM ou IgG pelo teste de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA), o teste de
neutralizagdo por reducdo de placas (PRNT) e a imunofluorescéncia indireta (IFI)
(Brasil/MS, 2014).

A IFI é muito importante para a confirmagédo do isolamento viral, enquanto o
PRNT atua confirmando uma infeccéo recente devido a observagcao de reatividade
cruzada para os virus do grupo Semliki Forest (Brasil/MS, 2014).
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O Ministério da Saude (2014) preconiza como teste soroldgico de referéncia
(padréo-ouro) um protocolo in house do teste ELISA de captura de IgM anti-CHIKV.
No entanto, diversos testes ja se encontram disponiveis comercialmente, como por
exemplo: NovaLisa® Chikungunya IgM p-capture (NovaTec Immundiagnostica,
Alemanha) e NovaLisa® Chikungunya IgG capture (NovaTec Immundiagnostica,
Alemanha), Anti-CHIKV ELISA 1gG/IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha), Anti-
CHIKV IgM human ELISA (Abcam, Reino Unido), SD Bioline Chikungunya IgM
ELISA (Standard Diagnostics, Coréia do Sul), teste Rapido Chikungunya IgM OnSite
(CTK Biotech Inc., San Diego, CA, USA), dentre outros.

No Brasil, um total de 19 produtos para o diagnéstico laboratorial do CHIKV,
entre testes sorolégicos, testes rapidos e moleculares, encontram-se registrados
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, disponivel em
http://www7.anvisa.gov.br/datavisa/Consulta_Produto_correlato/rconsulta_produto_internet.a
sp, acesso em 15 de Novembro de 2016).

Estudos demonstram que os testes Anti-CHIKV ELISA IgG/IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha) apresentam uma elevada especificidade (82%) e sensibilidade
(85%), enquanto os demais apresentam um baixo desempenho para a deteccao de
casos de CHIKV (Prat et al., 2014, Johnson et al., 2016).

1.12 Tratamento

A infeccdo pelo CHIKV é autolimitada e possui resolucéo espontanea. Nao ha
nenhuma vacina atualmente disponivel e o tratamento ndo é especifico, sendo este
realizado de forma sintomatica. Durante a fase aguda, o paciente deve permanecer
em repouso, hidratado e distante da exposicdo ao mosquito de modo a nao
contribuir para o ciclo de transmisséo viral (Bhakat et al., 2014, Brasil/MS, 2014, Lo
Presti et al.,, 2014). O uso de medicamentos € restrito ao alivio da febre
(acetaminofeno ou paracetamol) e das dores articulares (ibuprofeno, naproxeno ou
outro anti-inflamatérios ndo hormonais) (Taubitz et al., 2007, Sudeep & Parashar,
2008, Powers, 2010). Nao é recomendado o uso de aspirina, pois esta pode resultar
em hemorragia e, em menores de 12 anos, na sindrome de Reye. Além disso, o
fosfato de cloroquina também nao deve ser utilizado por ndo apresentar nenhum
beneficio para a recuperacéo do paciente (Lamballerie et al., 2008, Brasil/MS, 2014).

Durante as fases subaguda e cronica, € necessario o tratamento fisioterapico

do doente acompanhado de uma terapia anti-inflamatoria prolongada com o uso de
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corticosteroides, injecdes intra-articulares de corticosterodides, anti-inflamatérios nao-
hormonais topicos, morfina ou metotrexato (Jain et al., 2008, Brasil/MS, 2014,
Foissac et al., 2015). Estudos demonstram alguns potenciais medicamentos,
antivirais e/ou substancias para o tratamento do CHIKV, tais como a ribavirina
(Ravichandran & Manian, 2008), vitamina C (Gonzalez et al., 2014) e produtos

naturais inibidores do virus (Bhakat & Soliman, 2015).

1.13 Prevencao e controle

Devido a existéncia de apenas um sorotipo viral, o desenvolvimento de uma
vacina consiste em uma forma eficiente de protecdo ao virus. Muitos estudos se
iniciaram desde 1967 e demonstram diferentes abordagens, tais como as vacinas
inativadas ou de virus vivo atenuado (Harrison et al., 1971, Mallilankaraman et al.,
2011, Tretyakova et al., 2014) vacinas quiméricas, de DNA recombinante, de
peptideos, de subunidades protéicas, recombinantes com adenovirus (Azevedo et
al., 2015), particulas semelhantes a virus (VLPs) (Harrison et al., 1971, Azevedo et
al., 2015) e vacinas baseadas em plantas (Salazar-Gonzélez et al., 2015).

Até o ano de 2015, algumas vacinas progrediram para a fase clinica, tais
como a de virus atenuado da cepa 181/clone25 criada pelo exército dos EUA em
1980 (Levitt et al., 1986), uma vacina VLP produzida pela expressdo de proteinas
estruturais de CHIKV em células de vertebrados (Akahata et al., 2010) e outra com
um virus vetor do sarampo (Brandler et al., 2013).

Apesar de todos os estudos sugerindo potenciais candidatos, nenhuma
vacina efetiva e licenciada para a prevencdo da infeccdo pelo CHIKV foi
estabelecida até o momento (Brasil/MS, 2014, Azevedo et al., 2015).

Devido a auséncia de uma forma de prevencdo, a reducdo do contato
homem-vetor consiste na principal ferramenta disponivel para o controle desta
doenca. O controle vetorial deve ser realizado a partir da supressao da populacéo de
Ae. aegypti e Ae. albopictus, que costumam depositar suas larvas em criadouros
artificiais, tais como pneus e vasos de plantas. Portanto, € necessaria a coleta e
armazenamento correto de pneumaticos, residuos sélidos e vedacédo de depositos
de armazenamento de agua das residéncias (Brasil/MS, 2014).

E importante também o estabelecimento de programas de controle quimico
e/ou biologico através do uso de inseticidas durante as fases larvaria e adulta do

vetor ou o uso de larvicidas biolégicos, tais como a bactéria Bacillus thuringiensis.
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Apesar disso, 0s inseticidas podem provocar o surgimento de vetores resistentes
que reduzem a eficacia de um determinado produto quimico (Brasil/MS, 2014).
Desta forma, novas técnicas prometem diminuir alguns impactos na natureza
e sdo baseadas em mosquitos transgénicos ou no uso da bactéria Wolbachia, sendo
esta Ultima capaz de bloquear a transmissdo de arbovirus sem provocar o colapso

da populacédo de dipteros (Garcia et al., 2016).

1.14 Outros arbovirus de importancia médica no Brasil

Além do CHIKV, o DENV e o ZIKV se destacam como arbovirus causadores
de extensas epidemias no Brasil. Ambos pertencem a familia Flaviviridae e ao
género Flavivirus, sendo constituidos por RNA de fita simples polaridade positiva,
medindo aproximadamente 11kb de comprimento (Lindenbach et al., 2007, Ladner
et al., 2016).

Nos ultimos 50 anos, o DENV afetou mais de 100 paises em todas as regides
tropicais e subtropicais do mundo (Akiner et al., 2016), sendo que a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) classificou este como causador da doenca viral transmitida
por vetores com a propagacdo mais rapida, possuindo enorme potencial de causar
grandes epidemias por todo o mundo (WHO, 2013b). No Brasil, foram registrados
1.438.624 casos suspeitos de dengue até a semana epidemiolégica 37 do ano de
2016 (SVS/MS, 2016a), sendo o Rio de Janeiro destacado como a porta de entrada
e dispersdo da maioria dos sorotipos (SVS/MS, 2014b).

A infeccéo causada por um dos quatro sorotipos de DENV (DENV 1- 4) causa
uma doenca febril aguda, de amplo espectro clinico, que varia desde uma infeccéo
inaparente, até formas mais graves e fatais (WHO, 2009). A imunidade desenvolvida
apos a infeccdo a um ou mais sorotipos é sorotipo-especifica e permanente. A
progressdo para uma doenca mais grave € frequentemente, mas nao
exclusivamente, associada a infec¢cdes heterélogas (secundarias) por outro sorotipo
e pode ser afetada pela ordem na qual o individuo € infectado por um tipo especifico
de DENV (WHO, 2009, Sharp et al., 2013). O periodo da doenca em que o paciente
se encontra € importante para a decisdo do método para diagnostico mais
apropriado para ser utilizado e para uma correta interpretagcdo dos resultados
obtidos, embora o tratamento ndo dependa do diagnostico virolégico (Kao et al.,
2005).
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Os métodos mais utilizados de diagnostico nas infec¢des por DENV incluem o
isolamento viral em cultura de células, deteccdo de &cido nucléico viral pela RT-
PCR, técnicas sorologicas para pesquisa de anticorpos especificos e de antigeno
NS1 (Cordeiro, 2012).

O ZIKV se tornou um problema em todo o mundo apos a sua emergéncia no
Pacifico e nas Américas (Akiner et al., 2016). Este € um flavivirus emergente, isolado
pela primeira vez na floresta Zika em Uganda (Dick et al.,, 1952) e estudos
filogenéticos descrevem a existéncia de trés linhagens de ZIKV: Oeste africano,
Leste africano e Asiatico (Haddow et al., 2012) e, assim como os DENV e CHIKV,
também é transmitido por mosquitos Aedes (Faye et al., 2013, Waggoner & Pinsky,
2016). Apesar de relatos de transmissdo ocupacional, perinatal e sexual do ZIKV,
considera-se até o momento que o principal modo de transmissdo do virus seja a
vetorial (Foy et al., 2011, Musso et al., 2015, Zammarchi et al., 2015).

A febre pelo ZIKV é uma doenca febril aguda e autolimitada e estima-se que
somente 18% das infec¢des resultem em manifestacBes clinicas, sendo, portanto,
mais frequente a infeccdo assintomatica (loos et al., 2014). Quando sintomética,
causa febre baixa, exantema maculopapular, artralgia, mialgia, cefaleia, hiperemia
conjuntival e, menos frequentemente, edema, odinofagia, tosse seca e alteracdes
gastrointestinais, principalmente vomitos. Em geral, o desaparecimento dos
sintomas ocorre entre 3 e 7 dias ap0s seu inicio. Normalmente, ndo € associada a
complicacBes graves e 6bitos, além de ocasionar uma baixa taxa de hospitalizacao
(Balm et al.,, 2012). No entanto, relatos de casos da sindrome de Guillain-Barré
(SGB) em infecc¢des por ZIKV, principalmente em regides de co-circulagdo com 0s
DENV foram descritos (Oehler et al., 2014).

No Brasil, os primeiros casos autoctones confirmados de ZIKV ocorreram em
Camacari na BA (Soares et al., 2016). A autoctonia foi em seguida confirmada em
Natal, RN (Zanluca et al., 2015). Até a semana epidemiolégica 37 do ano de 2016,
foram registrados 200.465 casos suspeitos de infeccdo por este virus distribuidos
em 2.288 municipios, sendo que 109.596 casos foram confirmados por critérios
clinicos e/ou epidemioldgicos (SVS/MS, 2016a).

Em novembro de 2015, o Ministério da Saude registrou os trés primeiros
Obitos por ZIKV e reconheceu a relagcdo entre o aumento na prevaléncia de
microcefalias com a infec¢éo por esta arbovirose recém introduzida no pais (Brasil et
al., 2016). A associacdo do ZIKV com doencas neurolégicas e anomalias congénitas

(Brasil et al., 2016), bem como o aumento da ocorréncia de casos de SGB, levou a
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OMS a declarar um estado de emergéncia internacional para este virus nas
Américas em fevereiro de 2016, sendo este considerado uma grande ameaca a
saude publica em todas as partes do mundo (PAHO, 2016b).

Devido a presenca de reatividade cruzada com o DENV em reacles
sorologicas, o diagndstico para o ZIKV ainda se restringe, principalmente as técnicas
moleculares, sendo o protocolo de RT-PCR em tempo real descrito por Lanciotti et

al. (2008) utilizado nos Laboratérios de Referéncia do pais (Brasil et al., 2016).

1.15Justificativa

A crescente ocorréncia de epidemias causadas pelo CHIKV em paises
africanos e caribenhos permitiu a introducdo desta arbovirose no Brasil, que
apresenta condicdes ideais para a dispersdo deste virus devido a ampla extensao
do territério, presenca de vetores em todas as regibes e susceptibilidade da
populacdo. Além disso, a ocorréncia de uma triplice epidemia em algumas regifes
do pais devido a presenca concomitante do DENV, CHIKV e mais recentemente o
ZIKV constitui um sério problema de Saude Publica, tendo em vista que as trés
infecgbes apresentam sinais e sintomas semelhantes, tornando o diagnéstico
diferencial extremamente dificil para os médicos.

A partir da introducdo do CHIKV no Brasil em 2014, foram registrados surtos
de transmissdo autéctone no Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do pais,
resultando em 236.287 notificacdes até 2016 e, devido a escassa disponibilidade de
insumos para o diagndstico, 116.523 destes casos foram confirmados por critérios
clinico-epidemioldgicos. Em razéo das limitadas op¢des de prevencédo e controle, o
diagnéstico laboratorial exerce um papel fundamental para o tratamento oportuno
dos pacientes e monitoramento da doenca diante da triplice epidemia.

Atualmente, testes sorolégicos comerciais estao disponibilizados e protocolos
moleculares mais especificos de RT-PCR convencional e em tempo real para o
diagnéstico de arboviroses tém sido sugeridos. Desta forma, a aplicacdo de
metodologias para a identificacdo das diferentes fases da infec¢cdo pelo CHIKV, a
realizacdo do diagnéstico diferencial para outros arbovirus (DENV e ZIKV) e a
identificacdo de possiveis casos de co-infec¢des sdo indispensaveis para o sucesso
da vigilancia epidemiolégica nos estados brasileiros.

Além disso, dois dos trés genodtipos de CHIKV ja foram reportados no Brasil: 0

Asiatico, comumente associado aos casos ocorridos na América Latina e Caribe e o
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ECSA, associado aos surtos na Africa Ocidental. Mutacbes adaptativas em cepas
pertencentes ao ECSA ja foram descritas e associadas a uma maior transmissao
pelo mosquito Ae. albopictus. No entanto, estas mutacdes ainda ndo foram
observadas nas cepas brasileiras pertencentes a este gendtipo. Neste contexto,
estudos filogenéticos e de caracterizacdo molecular podem representar uma
importante ferramenta para monitorar a dispersdo dos genétipos do CHIKV,
identificar mutacdes e contribuir para o entendimento das possiveis consequéncias

de tais eventos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar casos suspeitos de CHIKV em epidemias deste arbovirus ocorridas
no Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do Brasil e genotipar cepas

representativas em apoio a vigilancia deste agente no pais.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar casos suspeitos da infeccdo pelo CHIKV durante a introducéo
deste arbovirus no Brasil a partir das regiées Norte (Amapa - AP) e Nordeste
(Feira de Santana - BA) no periodo de 2014-2015.

e Investigar casos suspeitos da infeccdo pelo CHIKV durante as triplices
epidemias de arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV) a partir das regibes Centro-
Oeste (Campo Grande - MS) e Sudeste (Rio de Janeiro - RJ) em 2016.

e Investigar possiveis casos de co-infecgBes entre DENV e CHIKV durante as
epidemias ocorridas no Amapa (AP) e Feira de Santana (BA) em 2014-2015 e
durante as triplices epidemias (DENV, ZIKV e CHIKV) ocorridas em Campo
Grande (MS) e Rio de Janeiro (RJ) em 2016.

e Realizar a analise filogenética e caracterizacdo molecular de cepas
representativas de CHIKV detectadas durante as epidemias nas regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

As amostras utilizadas neste estudo provém da demanda espontanea do
Laboratério de Flavivirus (LABFLA, IOC/FIOCRUZ), Centro de Referéncia Regional
para Dengue, Febre Amarela, Zika e Chikungunya (CEP 466/12) e dos Projetos
aprovados para a investigacao arbovirus no Amapa (CAAE: 30757314.1.0000.5248)
e nos demais estados brasileiros (CAAE: 57221416.0.1001.5248).

3.2 Desenho de estudo

Este estudo € do tipo prospectivo, descritivo, observacional e transversal.

3.3 Critérios de inclusdo e exclusdo para a investigacao de casos
suspeitos de CHIKV

Os critérios de inclusdo abrangem casos de pacientes em qualquer faixa
etaria e qualquer género que experimentaram uma doenca febril acompanhada de
intensa poliartralgia de acordo com o Ministério da Saude (2014), atendidos durante
as epidemias de arbovirus (CHIKV e/lou DENV e/ou ZIKV) ocorridas em
estados/municipios representativos das regides Norte (Amapa-AP) e Nordeste
(Bahia-BA) do pais em 2014 e 2015, além da Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul-
MS) e Sudeste (Rio de Janeiro-RJ) em 2016 (Tabela 3.1). Os critérios de excluséao
englobam os pacientes que ndo concordaram em participar do estudo ou com

suspeita de outros agravos.

Tabela 3.1: Caracteristicas geograficas e populacionais dos municipios
selecionados para a investigacdo de casos suspeitos de CHIKV nos estados do
Amapa (AP), Bahia (BA), Mato Grosso do Sul (MS) e Rio de Janeiro (RJ).

Estado Municipio Latitude Longitude E?fﬂﬁ‘}f)"" ° Po(pk)]L;llsgao
Oiapoque 03°49°'29"N 51°49'05”0 22.625.018 24.263
Aporema 01°30°'21”"N 50°54'43"0 6.711.950 15.212
AP Porto Grande 00°42'46”N 51°24°46”0 4.401.763 16.825
Macapa 00°02'18.84"N 51°03'59.10”0 6.407.123 465.495
Santana 00°02'06”S 51°10'30”°0 1.577.517 110.565
Mazagao 00°06’54”S 51°17°20”°0 13.131 19.157
BA Feira de Santana 12°16'01”S 38°58'01”°0 1.337.993 622.639
MS Campo Grande 20°26'34”S 54°38'45°0 8.096.051 863.982
RJ Rio de Janeiro 22°54'10”S 43°12'28"0 1.197.463 6.498.837
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3.4 Investigacao de casos suspeitos de CHIKV no AP

Os espécimes do AP (soro, plasma ou sangue total) foram classificados de
acordo com os dias de doenca para posterior realizacdo do diagndstico laboratorial.
Os casos agudos (<7 dias apos o inicio dos sintomas) foram destinados para o
diagnéstico molecular pelo protocolo descrito por Lanciotti et al. (2007) e pelo kit
Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA). Alguns casos confirmados
para CHIKV foram quantificados através do Chikungunya Non structural protein 2
(NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) e as cepas representativas
tiveram a regido E1 do seu genoma sequenciadas de acordo com o protocolo
descrito por Collao et al. (2010).

Os casos convalescentes (>7 dias apds o inicio dos sintomas) foram
destinados ao diagnostico soroldgico através do teste “padrdo-ouro” ELISA de
captura de IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo Ministério
da Saude (2014) e do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha).

Adicionalmente, como diagnostico diferencial, todos os casos foram
investigados para dengue por metodologias moleculares (amostras agudas) e/ou
sorologicas (amostras convalescentes) através do kit Panbio dengue IgM Capture
ELISA (Alere™, Brisbane, Australia), kit Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus
Diagnostics, California, EUA) e a deteccdo molecular e tipagem dos DENV de

acordo com Lanciotti et al. (1992), Quadro 3.1.

Quadro 3.1: Estratégias/metodologias utilizadas para a investigacdo de casos
suspeitos de CHIKV provenientes do AP.

Classg::gao do Estratégia Protocolos para CHIKV e DENV
RT-PCR em tempo real para deteccéo de CHIKV de acordo
(Si;sc?iz sguggso Metodologias com Lanciotti et al. (2007).
B inicio dgs moleculares Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA).
sintomas) Deteccdo molecular e tipagem dos DENV de acordo com
Lanciotti et al. (1992).
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e Ministério da
Casos Saulde, 2014).
CS;“(/F'GSCGT,"(GS Metodologias Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha).
(>7 dias apos o sorolégicas Kit Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane,
inicio dos Ali
. Austrdlia).
sintomas Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics,
California, EUA).
Quantificacdo de amostras Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit
representativas de CHIKV (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido)
Sequenciamento parcial (E1) do
genoma de amostras RT-PCR descrito por Collao et al. (2010)
representativas de CHIKV
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3.5 Investigacao de casos suspeitos de CHIKV na BA

Os espécimes da BA (soro) foram classificados como casos agudos (<7 dias
apos o inicio dos sintomas) e submetidos as metodologias sorologicas e moleculares
para o diagnostico de CHIKV através do teste “padrdo-ouro” ELISA de captura de
IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo Ministério da Saude
(2014), do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha) e do RT-PCR
em tempo real para deteccdo de CHIKV de acordo com Lanciotti et al. (2007).
Alguns casos confirmados para CHIKV foram quantificados através do Chikungunya
Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) e
as cepas representativas tiveram a regido E1 do seu genoma sequenciadas de
acordo com o protocolo descrito por Collao et al. (2010).

Adicionalmente, como diagnéstico diferencial, todos os casos foram
investigados para dengue por metodologias moleculares e sorolégicas através do kit
Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Australia), kit Dengue NS1
Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA) e a deteccdo molecular e
tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti et al. (1992), Quadro 3.2.

Quadro 3.2: Estratégias e metodologias utilizadas para a investigacdo de casos
agudos suspeitos de CHIKV provenientes da BA.
Alvo Estratégia Protocolos utilizados

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (Ministério da Saude, 2014)

Metodologias

CHIKV sorologicas Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha).

Metodologias RT-PCR em tempo real para deteccéo de CHIKV de acordo com
moleculares Lanciotti et al. (2007).

_ Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Australia)
Metodologias

sorologicas Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, California,
DENV
EUA).
Metodologias Deteccéo molecular e tipagem dos DENV de acordo com Lanciotti
moleculares et al. (1992).
Quantificacao de amostras Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit
representativas de CHIKV (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido).
Sequenciamento parcial (E1)
do genoma de amostras RT-PCR descrito por Collao et al. (2010).

representativas de CHIKV

3.6 Investigacéo de casos suspeitos de CHIKV no MS e no RJ

Os espécimes do MS e do RJ (soro ou plasma) foram classificados como

casos agudos (<7 dias apo6s o inicio dos sintomas) ou convalescentes (>7 dias apos
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o inicio dos sintomas) e posteriormente foram submetidos as metodologias
sorologicas e moleculares para o diagnostico de CHIKV pelo teste “padrao-ouro”
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV de acordo com o protocolo preconizado pelo
Ministério da Saude (2014), kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck,
Alemanha), RT-PCR para deteccdo do CHIKV descrito por Lanciotti et. al (2007) e o
kit Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, EUA). Alguns casos
confirmados para CHIKV foram quantificados através do Chikungunya Non structural
protein 2 (NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) e as cepas
representativas tiveram a regido E1 do seu genoma sequenciadas de acordo com o
protocolo descrito por Collao et al. (2010).

Adicionalmente, como diagnéstico diferencial, todos os casos foram
investigados para dengue e zika. Para dengue foram utilizados o kit Panbio dengue
IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Australia), o Dengue Virus IgM Capture
DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA), o ELISA Platelia™ Dengue NS1
Ag-ELISA (BioRad Laboratories, California, EUA) e o Dengue NS1 Antigen
DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA), sendo a deteccdo molecular e
tipagem realizada de acordo com Lanciotti et al. (1992) e com o protocolo de RT-
PCR em tempo real descrito por Johnson et al. (2005). Com a indisponibilidade de
um teste soroldgico, as amostras foram testadas para ZIKV pela metodologia de RT-
PCR em tempo real descrita por Lanciotti et al. (2008), Quadro 3.3.

Quadro 3.3: Estratégias/metodologias utilizadas para a investigacdo de casos
suspeitos de CHIKV provenientes do MS e do RJ.

Alvo Estratégia Protocolos utilizados
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (Ministério da Saude,
Metodologias 2014)
CHIKV sorologicas Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha).
Metodologias RT-PCR em tempo real para deteccdo de CHIKV de acordo
moleculares com Lanciotti et al. (2007).
Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane,
Australia)
Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics,
Metodologias California, EUA)
soroldgicas Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics,
DENV - -
California, EUA)
ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories,
California, EUA)
Metodologias Deteccéo molecular e tipagem dos DENV de acordo com
moleculares Lanciotti et al. (1992).
Quantificacdo de amostras Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit
representativas de CHIKV (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido).
Sequenciamento parcial (E1) do
genoma de amostras RT-PCR descrito por Collao et al. (2010).

representativas de CHIKV
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3.7 Determinacédo de anticorpos da classe IgM para CHIKV (MAC-
ELISA)

A determinagao de anticorpos da classe IgM para CHIKV foi realizada de
acordo com o método in house ELISA de captura de IgM anti-CHIKV preconizado e
descrito pelo Ministério da Saude (2014) e pelo kit comercial Anti-CHIKV ELISA IgM
(Euroimmun, Lubeck, Alemanha). O kit comercial Anti-CHIKV ELISA IgM
(Sensibilidade: 98.1%; Especificidade: 98.9%) foi realizado de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante.

O método in house ELISA de captura de IgM anti-CHIKV foi realizado
conforme a seguir: 60 pocos de uma microplaca Immulon Il (Dynatech Ind.) foram
sensibilizados através da aplicacdo de 75 microlitros por pogo de anti-IgM humano
produzido em cabra diluido na proporcdo de 1:2.000 em tampéo
carbonato/bicarbonato (pH 9,6). ApOs esse processo, a placa foi incubada a 4° C por
uma noite e no dia seguinte, o anticorpo de revestimento foi despejado em papel
absorvente, seguido da aplicacdo de 200 pl de tampé&o de bloqueio (5% de leite e
0,5% Tween 20 diluidos em 100 ml de PBS pH 7,2) por poco. Posteriormente, uma
nova incubacdo foi realizada em temperatura ambiente por 30 minutos e a
microplaca foi entdo lavada cinco vezes em lavadora automatica com solucdo de
lavagem composta por 0,5% de Tween 20 diluido em 1000 ml de PBS (pH 7,2). Em
seguida, 50 ul do soro dos pacientes e dos controles (positivos e negativos) diluidos
1:400 em tampao de lavagem (0,05% de Tween 20 diluido em 100 ml de PBS pH
7,2) foram adicionados em quadruplicata na placa e esta foi incubada em camara
Umida durante 1 hora a 37°C e depois lavada cinco vezes. Posteriormente, o
antigeno viral e o antigeno normal diluidos em tampao de lavagem foram aplicados
em fileiras alternadas da microplaca, seguido de uma nova incubacao durante uma
noite a 4° C. No dia seguinte, apds lavagem por cinco vezes, foi adicionado 50 pl por
poco do anticorpo monoclonal conjugado com peroxidase diluido em tampédo de
bloqueio. A placa foi incubada em camara Uumida por 1 hora a 37°C e apés dez
lavagens foi aplicado o substrato TMB (Gibco™) em todos os pogos. Nesta etapa a
placa foi incubada em temperatura ambiente por 10 minutos no escuro e uma
coloracdo azul foi observada em pocos referentes as reacdes positivadas. Por fim,
foi adicionado 50l por poco da solucdo STOP em toda a placa, havendo uma
modificacdo da coloracdo azul para amarela. A leitura foi realizada em leitor de

microplacas com o filtro de 450 nm.
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3.8 Determinacé&o de anticorpos da classe IgM para DENV

A determinacdo de anticorpos da classe IgM para DENV foi realizada através
dos kits comerciais Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane, Australia)
com sensibilidade de 94.7% e especificidade de 100%, e Dengue Virus IgM Capture
DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA) com sensibilidade de 96% e
especificidade de 97% , ambos realizados de acordo com o protocolo descrito pelo

fabricante.

3.9 Teste de captura do antigeno NS1 de DENV

O teste de captura do antigeno NS1 para DENV foi realizado através dos kits
comerciais ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories,
California, EUA) com sensibilidade de 95% e especificidade de 100%, e Dengue
NS1 Antigen DxSelect™ (Focus Diagnostics, California, EUA) com sensibilidade
88.2% e especificidade de 100%, ambos realizados de acordo com o protocolo

descrito pelo fabricante.

3.10 Extracdo do RNA viral

O RNA total das amostras suspeitas de CHIKV foi extraido a partir do soro,
plasma e/ou sangue total utilizando o kit comercial QlAamp Viral RNA Mini kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as instrucbes do fabricante. O RNA viral
obtido por esta metodologia foi armazenado em -70° C para posterior realizacdo do

diagndstico molecular.

3.11 RT-PCR em tempo real (QRT-PCR) para deteccao de CHIKV

A transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase em
tempo real (QRT-PCR) para detec¢do do CHIKV foi realizada em microplaca optica
(Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por
Lanciotti et al. (2007). Neste procedimento, 5ul de RNA foi aplicado em 20 ul de uma
mistura contendo H?0 livre de nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts,
EUA), os reagentes provenientes do PCR SuperScript® Il Platinum® One-Step
gRT-PCR kit (Invitrogen™, California, EUA), além das sondas e primers especificos
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para este virus (Quadro 3.4). A reacao foi realizada em termociclador LineGene
9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China) de acordo com 0s seguintes parametros
de termociclagem: transcri¢cdo reversa (1 ciclo de 50°C por 30 min); ativagao (1 ciclo
de 95°C por 2 min); desnaturacdo (50 ciclos de 95° C por 15 sec) e

anelamento/extenséo (50 ciclos de 60°C por 1 min).

Quadro 3.4: Oligonucleotideos utilizados na transcricao reversa seguida pela reacéo
em cadeia pela polimerase em tempo real (QRT-PCR) para deteccdo do CHIKV
(Lanciotti et al. 2007).

Primers/sonda Sequéncia (5’-3’) Posicao no genoma
CHIKV 874 AAAGGGCAAACTCAGCTTCAC 874-894
CHIKV 961 GCCTGGGCTCATCGTTATTC 961-942

CHIKV 899-FAM CGCTGTGATACAGTGGTTTCGTGTG 899-923

Outros protocolos de gRT-PCR provenientes de kits comerciais foram
utilizados de acordo com as instrucdes do fabricante. O Simplexa™ CHIKV (Focus
Diagnostics, California, EUA) realizado em termociclador 3M Integrated Cycler
(Focus Diagnostics, California, EUA) e o Chikungunya Non structural protein 2
(NSP2) Standard kit (Genesig®, Inglaterra, Reino Unido) para quantificacdo dos
casos confirmados de CHIKV através do principio TagMan®, realizado em

termociclador LineGene 9600 (Bioer Technology, Zhejiang, China).

3.12 RT-PCR para deteccéao e tipagem dos DENV

A deteccdo e tipagem de amostras de DENV foi realizada a partir da
metodologia de RT-PCR, descrita por Lanciotti et al. (1992), que utiliza uma reacao
semi-nested capaz de identificar simultaneamente os quatro sorotipos de dengue
(D1-4) através de duas reacdes utilizando oligonucleotideos iniciadores consensuais

e especificos para cada sorotipo (Quadro 3.5).

Quadro 3.5: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcricdo reversa seguida
pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue
(Lanciotti et al., 1992).

. Posigao Tamanho do
Primers Sequéncia (5’-3’) no .
amplicon (pb)
genoma

D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161 511

D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644 511

TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1 e TS1)

TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119 (D1 e TS2)

TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1 e TS3)

TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1 e TS4)
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Durante a primeira etapa, 5ul de RNA foi aplicado em 20 pl de uma mistura
contendo H,O livre de nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, EUA), PCR
Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), DTT (Sigma Aldrich, Missouri, EUA), AMV-
RT (Promega, Wisconsin, EUA) e oligonucleotideos iniciadores consensuais (D1 e
D2) para os quatros sorotipos dos DENV. A reacéao foi realizada em termociclador
GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com os
seguintes parametros de termociclagem: transcricéo reversa (1 ciclo de 42°C por 60
min); desnaturacdo (30 ciclos de 94°C por 30 sec); hibridizacdo (30 ciclos de 56°C
por 1 min); extensdo (30 ciclos de 72°C por 2 min); extenséao final (1 ciclo de 72°C
por 10 min) e temperatura final (4°C).

Em uma segunda etapa, o procedimento semi-nested foi realizado a partir da
diluicdo de 5 pl do cDNA obtido na primeira etapa em 495 ul da agua destilada
UltraPure™ DNase/RNase Free (Invitrogen™, California, EUA). Em seguida, 5 pl do
produto diluido foi aplicado em 20 pl de uma mistura contendo H,O livre de
nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, EUA), PCR Master Mix (Promega,
Wisconsin, EUA), DTT (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e os primers especificos TS1,
TS2, TS3 e TS4 para cada sorotipo de dengue (D1-4), respectivamente. A reacao foi
realizada em termociclador GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California,
EUA) de acordo com os seguintes parametros de termociclagem: desnaturacao (18
ciclos de 94°C por 30 sec); hibridizacéo (18 ciclos de 56°C por 1 min); extensao (18
ciclos de 72°C por 2 min); extensao final (1 ciclo de 72°C por 10 min) e temperatura
final (4°C). Por fim, a anélise dos amplicons obtidos foi realizada por eletroforese em
gel de agarose (1.5%).

O outro protocolo para deteccdo e tipagem de dengue foi utilizado neste
estudo e consiste em uma transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela
polimerase em tempo real (QRT-PCR) para deteccdo dos DENV realizada em
microplaca optica (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo
descrito por Johnson et al. (2005). Neste procedimento, 5ul de RNA foi aplicado em
20 ul de uma mistura contendo H,O livre de nucleases (Thermo Scientific™,
Massachusetts, EUA), SuperScript® Il Platinum® One-Step gRT-PCR kit
(Invitrogen™, California, EUA), além das sondas e primers especificos para este
virus (Quadro 3.6). A reacao foi realizada em termociclador LineGene 9600 (Bioer
Technology, Zhejiang, China) de acordo com o0s seguintes parametros de
termociclagem: transcricao reversa (1 ciclo de 45°C por 30 min); ativacdo da enzima
(1 ciclo de 95°C por 10 min); desnaturacdo (45 ciclos de 95°C por 15 sec);
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anelamento/extensédo (45 ciclo de 57°C por 1 min); extenséo final (45 ciclo de 72°C

por 1 min) e temperatura final (4°C).

Quadro 3.6: Oligonucleotideos iniciadores e sondas utilizadas na transcricao
reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (QRT-PCR)
para a deteccao e tipagem dos DENV (Johnson et al., 2005).

Primers/Sondas Sequéncia (5’-3’) Posicao no genoma
DEN-1F CAAAAGGAAGTCGTGCAATA 8973
DENV-1C CTGAGTGAATTCTCTCTACTGAACC 9084
DENV-1 FAM/BHQ-1 CATGTGGTTGGGAGCACGC 8998
DENV-2 F CAGGTTATGGCACTGTCACGAT 1605
DENV-2 C CCATCTGCAGCAACACCATCTC 1583
DENV-2 HEX/BHQ-1 CTCTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA 1008
DENV-3 F GGACTGGACACACGCACTCA 740
DENV-3 C CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGTCT 813
DENV-3 TR/BHQ-2 ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG 762
DENV-4 F TTGTCCTAATGATGCTGGTCG 904
DENV-4 C TCCACCTGAGACTCCTTCCA 992
DENV-4 Cy5/BHQ-3 TTCCTACTCCTACGCATCGCATTCCG 960

3.13 RT-PCR para deteccao do ZIKV

A transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase em
tempo real (QRT-PCR) para deteccdo do ZIKV foi realizada em microplaca 6ptica
(Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com o protocolo descrito por
Lanciotti et al. (2008). Neste procedimento, 5ul de RNA foi aplicado em 15 pl de uma
mistura contendo H,O livre de nucleases (Promega, Wisconsin, EUA), GoTag®
Probe gPCR Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), GoScript™ Reverse
Transcription System (Promega, Wisconsin, EUA), além dos primers e sondas
descritos no Quadro 3.7. A reacado foi realizada em termociclador LineGene 9600
(Bioer Technology, Zhejiang, China) de acordo com o0s seguintes parametros de
termociclagem: transcricao reversa (1 ciclo de 45°C por 15 min); ativacdo (1 ciclo de
95°C por 2 min); desnaturacdo (45 ciclos de 95° C por 15 sec) e
anelamento/extensé&o (45 ciclos de 60°C por 1 min).
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Quadro 3.7: Oligonucleotideos iniciadores e sondas utilizadas na transcri¢cdo
reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (QRT-PCR)
para a deteccao do ZIKV (Lanciotti et al., 2008).

Primers/Sondas Sequéncia (5-3") Posicdo no
genoma

ZIKV 1086 CCGCTGCCCAACACAAG 1086-1102

ZIKV 1162c CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 1162-1139

ZIKV 1107-FAM AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 1107-1137

3.14 RT-PCR para sequenciamento parcial (gene E1) do genoma do
CHIKV

O sequenciamento parcial da regido E1 do genoma do CHIKYV foi realizado de
acordo com o protocolo descrito por Collao et al. (2010), que utiliza uma reacao

“semi-nested” a partir dos primers descritos no Quadro 3.8.

Quadro 3.8: Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcricdo reversa seguida
pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a deteccdo do CHIKV
(Collao et al., 2010).

Primers Sequéncia (5’-3") Posi¢do no genoma (pb)
I_Drlmer 1 (sgnse) TTACCCNTTYATGTGGGG 10246-10793
Primer 2 (antisense) CTTACSGGGTTTGTYGC
Primer 3 (antisense) TRAAGCCAGATGGTGCC 10246-10714

Durante a primeira etapa, 5ul de RNA foi aplicado em 20 pl de uma mistura
contendo os reagentes do QIAGEN OneStep RT-PCR kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha), além dos primers 1 e 2. A reacdo foi realizada em termociclador
GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com os
seguintes parametros de termociclagem: transcricéo reversa (1 ciclo de 50°C por 60
min); desnaturacao inicial (1 ciclo de 95°C por 15 min); desnaturacdo (40 ciclos de
94°C por 30 sec); hibridizacao (40 ciclos de 60°C por 3 min); extenséo (40 ciclos de
68°C por 30 sec); extenséao final (1 ciclo de 68°C por 10 min) e temperatura Final
(4°C).

Em uma segunda etapa, o procedimento semi-nested foi realizado a partir da
adicdo de 0,5 pl do cDNA obtido na primeira etapa em 24,5 ul de uma mistura
contendo HO livre de nucleases (Thermo Scientific™, Massachusetts, EUA), PCR
Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), DTT (Sigma Aldrich, Missouri, EUA) e os
primers 1 e 3. A reacédo foi realizada em termociclador GeneAmp modelo 9700

(Applied Biosystems, California, EUA) de acordo com os seguintes parametros de
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termociclagem: desnaturacéo inicial (1 ciclo de 94°C por 2 min); desnaturacéo (40
ciclos de 95°C por 30 sec); hibridizagéo (40 ciclos de 55°C por 1 min); extensao (40
ciclo de 72°C por 30 sec); extenséo final (1 ciclo de 72°C por 5 min) e temperatura
Final (4°C).

3.15 Purificacdo e quantificacdo dos produtos do RT-PCR para

sequenciamento parcial (gene E1) do genoma do CHIKV

Os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose em
concentracdo de 1% corado com brometo de etidio e visualizados através de luz
ultravioleta. ApOs a observacdo dos fragmentos amplificados, estes foram
purificados a partir do gel de agarose utilizando o kit comercial QIAquick Gel
Extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme instru¢cdes do fabricante.
Posteriormente, os produtos purificados foram quantificados pelo Low DNA Mass
Ladder (Invitrogen™, California, EUA) em gel de agarose em concentracdo de 2%

corado com brometo de etidio.

3.16 Reacao de sequenciamento

Os fragmentos de cDNA purificados foram sequenciados em ambas as
direcBes utilizando o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
versao 3.1 (Applied Biosystems®, California, EUA) e a reacdo foi realizada em
termociclador GeneAmp modelo 9700 (Applied Biosystems, California, EUA) de
acordo com os seguintes parametros de termociclagem: transcri¢cao reversa (1 ciclo
de 50°C por 60 min); desnaturacéo inicial (1 ciclo de 95°C por 15 min); desnaturacéo
(40 ciclos de 94°C por 30 sec); hibridizacéo (40 ciclos de 60°C por 3 min); extensao
(40 ciclos de 68°C por 30 sec); extensdo final (1 ciclo de 68°C por 10 min) e
temperatura final (4°C).

Posteriormente, os produtos foram enviados para a Plataforma de
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde passaram por purificacdo pelo
Centri-Sep Spin Columns (Invitrogen, California, EUA) ou o DyeEx 2.0 Spin Kit
(Qiagen, California, EUA) e foram incubados a 37°C por 24h para secagem. Em
seguida, o DNA foi ressuspendido em 10uL de formamida e transferido para uma

placa de 96 orificios (MicroAmpOptical 96 Well Reaction Plate - Applied
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Biosystems®, California, EUA). Por fim, a reacdo foi realizada por eletroforese
capilar em Analisador de DNA ABI 3730 (Applied Biosystems®, California, EUA).

3.17 Andlise das Sequéncias e Filogenia

A analise do sequenciamento foi realizada pelo programa Chromas® 1.45
(http://www.technelysium.com.au/chromasl14x.html) ou pelo programa BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.ntml). A identidade da sequéncia foi
determinada pelo uso do BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). O
CLUSTAL W

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) e as arvores filogenéticas foram construidas pelo

alinhamento das sequéncias foi realizado pelo software
programa MEGA 6 (http://www.megasoftware.net/) com suporte do teste de
bootstrap (1000 pseudo-réplicas) e utilizando o método Neighbor-joining, modelo
Kimura-2 parametros (K2), obtido pelo software como melhor modelo de substituigéo
baseado na Maxima Verossimilhanca (MV). Sequéncias disponiveis no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) foram utilizadas como referéncia para os

diferentes genotipos do CHIKV (Asiatico, ECSA e Oeste Africano), Quadro 3.9.

Quadro 3.9: Sequéncias disponiveis ho GenBank utilizadas como referéncia para os

diferentes gendtipos do CHIKV (Asiatico, ECSA e Oeste Africano).

Genotipo Localidade/Ano GenBank Referéncia
Amapa/Brasil/2014 KP164567.1 Nunes et al. (2015)
Pernambuco/Brasil/2014 KP164571.1 Nunes et al. (2015)
Rio de Janeiro/Brasil/2015 KU355832.1 Conteville et al. (2016)
Rio de Janeiro/Brasil/2014 KU355833.1 Conteville et al. (2016)
Rio de Janeiro/Brasil/2014 KU355834.1 Conteville et al. (2016)

Genbtipo Rio de Janeiro/Brasil/2014 KU355835.1 Conteville et al. (2016)

Asiatico Haiti/2014 KX702402.1 White et al. (2016)
Indonésia/2010 AB678695.1 Mulyatno et al. (2012)
China/2012 KC488650.1 Zhou (2013)
Maléasia/2006 FN295484.2 Sam (2009)
Tailandia/1988 HM045789.1 Volk et al. (2010)
india/1963 HM045813.1 Volk et al. (2010)
Angola/1962 HM045823.1 Volk et al. (2010)

Gendtipo Uganda/1982 HM045812.1 Volk et al. (2010)

ECSA* Republica Centro-Africana/1978 | HM045822.1 Volk et al. (2010)
Bahia/2014 KP164570.1 Nunes et al. (2015)

- Nigéria/1965 HM045807.1 Volk et al. (2010)

Oe(sst‘;”g#i‘(’:‘;no Senegal/2005 HM045817.1 Volk et al. (2010)

Costa do Marfim/1993 HM045820.1 Volk et al. (2010)

*ECSA: gendtipo Leste-Centro-Sul Africano.
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4 RESULTADOS

4.1 Investigacdo de casos suspeitos da infeccao pelo CHIKV na
regidao Norte do Brasil a partir de uma epidemia ocorrida em
2014-2015 no Amapa (AP)

Para a investigacdo de casos suspeitos da infeccdo por CHIKV na regido
Norte do Brasil, 538 amostras biolégicas provenientes de uma epidemia ocorrida em
2014 e 2015 no estado do Amapa (AP) foram coletadas a partir de um trabalho de
campo realizado durante o periodo de 17 a 27 de maio como parte de colaboracéo
estabelecida com o Laboratorio Central de Saude Publica do Amapa (LACEN/AP) e
o Laboratério de Fronteira de Oiapoque (LAFRON/AP). Destas, um total de 208/538
(38.66%) provenientes de algumas localidades do estado (Figura 4.1) foram
separadas para a realizacdo deste estudo. Os casos foram divididos em 100
amostras agudas (<7 dias ap6s do inicio dos sintomas) selecionadas para o
diagnostico molecular e 108 amostras convalescentes (>7 dias apds o inicio dos

sintomas) destinadas ao diagndstico soroldgico.
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Figura 4.1: Procedéncia dos casos suspeitos da infeccdo pelo CHIKV (n=208)
selecionados para a investigagcao desta infeccédo na regido Norte do Brasil a partir de
uma epidemia ocorrida em 2014 e 2015 no estado do Amapa (AP).
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4.1.1 Aspectos clinico-epidemioldgicos

Do total de casos suspeitos agudos e convalescentes selecionados para a
investigacdo de chikungunya no AP (n=208), 107/208 (51.44%) foram confirmados
por metodologias soroldgicas e/ou moleculares e, devido a disponibilidade de
informacdes adicionais, estes foram caracterizados de acordo com a origem, sexo,
faixa etaria e frequéncia das manifestacdes clinicas apresentadas.

Todos os casos confirmados de chikungunya foram procedentes das cidades
de Oiapoque (76/107; 71.02%), Macapa (27/107; 25.23%) e Porto Grande (4/107;
3.73%). Uma maior frequéncia da infeccdo foi observada em pacientes do sexo
feminino (67/107; 62.61%) quando comparado ao sexo masculino (40/107; 37.38%).

A andlise por faixa etaria em 94/107 (87.85%) dos casos de chikungunya
mostrou que os individuos maiores de 15 anos foram mais frequentemente
acometidos (74/94; 78.72%) do que os menores de 15 anos (20/94; 21.27%).
Especificamente, foi observado um maior nimero de casos confirmados em

individuos com idade entre 16 e 20 anos (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Frequéncia dos casos confirmados de chikungunya (n=94) de acordo
com a faixa etaria dos pacientes no estado do Amapa (AP).

Faixa Etaria (Anos) Casos positivos / casos analisados (%)
0ab 4/94 (4.25)
6al0 7194 (7.44)
11a15 9/94 (9.57)
16 a 20 15/94 (15.95)
21a?25 4/94 (4.25)
26 a 30 9/94 (9.57)
31a35 8/94 (8.51)
36 a 40 8/94 (8.51)
41 a 45 9/94 (9.57)
46 a 50 9/94 (9.57)
51ab55 5/94 (5.31)
56 a 60 3/94 (3.19)
61 a 65 3/94 (3.19)
>65 1/94 (1.06)

A andlise de 87/107 (81.30%) dos casos de CHIKV demonstrou que todos os
individuos relataram febre, que persistiu por mais de 8 dias em 14/87 (16.09%) dos

casos. Dentre as demais manifestacfes clinicas apresentadas, artralgia, mialgia e
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cefaleia foram as mais frequentemente relatadas pelos pacientes acometidos
(Tabela 4.2).

Tabela 4.2: Frequéncia de manifestacdes clinicas apresentadas pelos casos
confirmados de chikungunya (n=87) no Amapa (AP).

Manifestacdes clinicas Frequéncia (%)
Febre 87/87 (100.0)
Artralgia 79/87 (90.80)
Cefaléia 70/87 (80.45)
Mialgia 58/87 (66.66)
Exantema 31/87 (35.63)
Voémito 16/87 (18.39)
Febre Persistente (+ 8 dias) 14/87 (16.09)
Petéquias/Hematomas 14/87 (16.09)
Edema 12/87 (13.79)
Diarréia 8/87 (9.19)
Dor retro-orbital 8/87 (9.19)
Dor abdominal 3/87 (3.44)
Tosse 4/87 (4.59)
Ganglios Palpaveis 1/87 (1.14)
Ictericia 1/87 (1.14)

4.1.2 Casos agudos
4.1.2.1 Testes laboratoriais realizados

Um total de 100 casos agudos (<7 dias apoOs do inicio dos sintomas)
selecionados para este estudo foram submetidos ao diagnéstico laboratorial
molecular da infeccdo por CHIKV através do RT-PCR em tempo real para deteccao
de CHIKV (Lanciotti et al., 2007) e do kit comercial de RT-PCR em tempo real
Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics, California, USA). Destes, 53/100 (53%)
foram confirmados por pelo menos 1 metodologia citada (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Distribuicdo dos casos confirmados de CHIKV (n=53) de acordo com as
diferentes metodologias moleculares utilizadas para o diagndstico laboratorial deste
virus.

Metodologia Positivo/Testado (%)
RT-PCR em tempo real para deteccéo de
CHIKV (Lanciotti et al., 2007)
Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics,
California, USA)

37/53 (69.81)

47/53 (88.67)
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Além disso, 22/53 (41.50%) e 31/53 (58.49%) dos casos de CHIKV foram
confirmados por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas,

respectivamente (Tabela 4.4).

Tabela 4.4: Distribuicdo dos casos de CHIKV (n=53) confirmados por apenas 1
(n=22) ou simultaneamente por 2 (n=31) das metodologias moleculares utilizadas
para o diagndstico deste virus.
N° de
metodologias

Especificagdo das metodologias Positivo/Testado (%)

RT-PCR em tempo real para deteccéo de

CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 6/53 (11.32)

1
Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics,
California, USA) 16/53 (30.18)
RT-PCR em tempo real para detecgéo de
5 CHIKYV (Lanciotti et al., 2007) 31/53 (58.49)

Simplexa™ CHIKV (Focus Diagnostics,
California, USA)

Um total de 35/53 (66.03%) dos casos confirmados de CHIKV foram
qguantificados pelo Chikungunya Non structural protein 2 (NSP2) Standard kit e os
titulos virais nestas amostras variaram de 1.01 X 10? cépias de RNA/pL a 9.84 X 103
copias de RNA/uL.

Excepcionalmente, 11/100 (11%) casos agudos no 6° e 7° dia de sintomas
foram submetidos também aos testes soroldgicos para deteccdo de IgM anti-CHIKV,
e 4/11 (36.36%) apresentaram sorologia reagente. Destes, 2/4 (50%) ja haviam sido
confirmados pelas metodologias moleculares e 2/4 (50%) foram detectados apenas
pela sorologia.

De uma forma geral, os resultados analisados demonstram que um total de
55/100 (55%) dos casos agudos (<7 dias apds do inicio dos sintomas) provenientes
do Amapé (AP) tiveram a infeccdo por CHIKV confirmada por metodologias
moleculares e/ou soroldgicas.

Como diagnostico diferencial, todos os casos agudos suspeitos de CHIKV
(n=100) foram submetidos a confirmacdo ou exclusdo da infeccdo por DENV pela
RT-PCR para deteccéo e tipagem dos DENV, que confirmou 10/100 (10%) casos,
sendo 8/10 (80%) de DENV-1 e 2/10 (20%) de DENV-4.

Dentre os 11 casos agudos (até 7 dias de sintomas) submetidos aos testes
sorologicos, 2/11 (18.18%) foram confirmados pelo kit Dengue NS1 Antigen
DxSelect™ e pelo kit Panbio dengue IgM Capture ELISA e 3/11 (27.27%) apenas
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pelo Panbio dengue IgM Capture ELISA. Destes, 2/11 (18.18%) ja haviam sido
confirmados como DENV-1 e DENV-4 pela RT-PCR.

Desta forma, um total de 13/100 (13%) casos agudos suspeitos de CHIKV
foram confirmados como dengue por metodologias sorologicas e/ou moleculares
(Tabela 4.5).

Tabela 4.5: Distribuicdo dos casos agudos confirmados para DENV (n=13) apenas
por sorologia (n=3), apenas por técnicas moleculares (n=8) ou simultaneamente por
metodologias moleculares e soroldgicas (n=2).
N° de
metodologias

Especificacdo das metodologias Positivo/Testado (%)

RT-PCR para deteccao e tipagem dos
DENV (Lanciotti et al., 1992)
Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™, Brisbane, Austrélia)
RT-PCR para deteccao e tipagem dos
DENV (Lanciotti et al., 1992)
Panbio dengue IgM Capture ELISA

2 (Alere™ Brisbane, Australia)
Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus
Diagnostics)

Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia)
RT-PCR para deteccao e tipagem dos
DENV (Lanciotti et al., 1992)
Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia)
Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus
Diagnostics)

8/13 (61.53)

2/13 (15.38)

1/13 (7.69)

1/13 (7.69)

1/13 (7.69)

4.1.2.2 Co-infeccbes

Foi observado que 64/100 (64%) dos casos agudos foram confirmados para
CHIKV e/ou DENV através de metodologias sorologicas e/ou moleculares. Destes,
4/64 (6.25%) foram considerados como co-infeccbes pelos dois arbovirus, sendo 1
de 4, 2 de 4 e 1 de 4 confirmadas por 2, 3 e 4 das metodologias soroldgicas e/ou
moleculares para o diagnostico de CHIKV e DENV, respectivamente (Tabela 4.6).
Os resultados demonstram ainda que 2 de 4 dos casos representam co-infeccoes
por CHIKV e DENV-1 e 2 de 4 por CHIKV e DENV-4.
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Tabela 4.6: Distribuicdo das co-infec¢des por CHIKV e DENV (n=4) confirmadas por
2 (n=1), 3 (n=2) ou 4 (n=1) das metodologias utilizadas para o diagndstico destes
arbovirus.

N° de metodologias Especificacdo das metodologias* Positivo/Testado
2 BeE 1/4
3 C,EeG 1/4
A, BeE 1/4
4 D,E,FeG 1/4

* A: RT-PCR em tempo real para detecgdo de CHIKV; B: Simplexa™ CHIKV; C:
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV; D: Anti-CHIKV ELISA IgM; E: RT-PCR para
deteccdo e tipagem dos DENV; F: Dengue NS1 Antigen DxSelect™; G: Panbio
dengue IgM Capture ELISA.

4.1.3 Casos convalescentes
4.1.3.1 Testes laboratoriais realizados

Um total de 108 casos convalescentes (>7 dias apos do inicio dos sintomas)
selecionados para este estudo foram submetidos ao diagnéstico laboratorial
sorologico para deteccdo de IgM anti-CHIKV através do ELISA de captura de IgM
anti-CHIKV (Brasil/MS, 2014) (n=43) e/ou do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha) (n=79). Dos casos testados, 52/108 (48.14%) foram reagentes
por pelo menos 1 metodologia.

A Tabela 4.7 demonstra que 43/52 (82.69%) e 9/52 (17.30%) dos casos de
CHIKV foram reagentes por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias

utilizadas para a deteccéo de IgM anti-CHIKV, respectivamente.

Tabela 4.7: Distribuicdo dos casos de CHIKV (n=52) reagentes por apenas 1 (n=43)
ou simultaneamente por 2 (n=9) das metodologias sorolégicas de deteccdo de IgM
anti-CHIKV utilizadas para o diagnéstico deste virus.

N® de Especificacdo das metodologias Positivo/Testado
metodologias b ¢ 9 (%)
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV
1 (Ministério de Saude, 2014) 19/52 (36.53)
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, 24/52 (46.15)
Alemanha).
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e
2 Ministério de Saude, 2014)
: : 9/52 (17.30
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, ( )
Alemanha).
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Adicionalmente, os casos convalescentes (n=108) foram submetidos ao Kit
Dengue NS1 Antigen DxSelect™ e ao kit Panbio dengue IgM Capture ELISA.
Destes, um total de 44/108 (40.74%) foram reagentes para dengue, sendo 35/44
(79.54%) e 9/44 (20.45%) reagentes por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das
metodologias soroldgicas utilizadas para o diagnéstico deste virus, respectivamente
(Tabela 4.8).

Tabela 4.8: Distribuicdo dos casos convalescentes reagentes para DENV (n=44)
apenas por 1 (n=35) ou simultaneamente por 2 (n=9) das metodologias soroldgicas
utilizadas para o diagnostico deste virus.
N° de
metodologias

Especificacdes das metodologias Positivo/Testado(%)

Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus

Diagnostics) 8/44 (18.18)

1
Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia) 27144 (61.36)
Dengue NS1 Antigen DxSelect™ (Focus
2 Diagnostics) 9/44 (20.45)

Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia)

4.1.3.2 Co-infeccbes

Nos casos convalescentes (n=108), um total de 72/108 (66.66%) foram
reagentes para DENV e/ou CHIKV por metodologias soroldgicas e destes, 24/72
(33.33%) indicam possiveis co-infeccdes pelos dois arbovirus. Dentre estas, 15/24
(62.5%), 6/24 (25%) e 3/24 (12.5%) foram reagentes por 2, 3 e 4 das metodologias
sorolégicas utilizadas para o diagnéstico de CHIKV e DENV, respectivamente
(Tabela 4.9).

Tabela 4.9: Distribuicdo das co-infecgdes por CHIKV e DENV (n=24) reagentes por
2 (n=15), 3 (n=6) ou 4 (n=3) das metodologias utilizadas o diagndstico destes
arbovirus.

N° de metodologias Especificacdo das metodologias* Positivo/Testado (%)

AeC 3/24 (12.5)

5 AeD 3/24 (12.5)

BeC 1/24 (4.16)

BeD 8/24 (33.33)

A, BeD 2/24 (8.33)

3 A,CeD 3/24 (12.5)
B,CeD 1/24 (4.16)

4 A,B,CeD 3/24 (12.5)
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* A: ELISA de captura de IgM anti-CHIKV; B: Anti-CHIKV ELISA IgM; C: Dengue
NS1 Antigen DxSelect™; D: Panbio dengue IgM Capture ELISA.

4.2 Investigacdo de casos suspeitos da infeccao pelo CHIKV na
regido Nordeste do Brasil a partir de uma epidemia ocorrida em
2014-2015 em Feira de Santana (BA)

Para a investigacdo de casos da infeccdo por CHIKV na regido Nordeste do
Brasil, 28 casos suspeitos de fase aguda (<7 dias apds o inicio dos sintomas)
provenientes de uma epidemia ocorrida em 2014 e 2015 na cidade de Feira de
(BA) LABFLA
(IOC/FIOCRUZ). Todas as amostras foram submetidas ao diagnéstico molecular e

Santana foram recebidos por demanda espontdanea no

sorologico para este virus (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Procedéncia dos casos suspeitos da infeccdo pelo CHIKV (n=28)
recebidos por demanda espontdnea no LABFLA (IOC/FIOCRUZ) a partir de uma
epidemia ocorrida em 2014 e 2015 na cidade de Feira de Santana (BA), regido
Nordeste do Brasil.
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4.2.1 Aspectos clinico-epidemioldgicos

A avaliacdo de aspectos clinicos e epidemiolégicos dos casos de CHIKV em
Feira de Santana (BA) nao foi possibilitada devido a auséncia de informacdes
adicionais nas fichas epidemioldgicas dos pacientes recebidas pelo LABFLA
(IOC/FIOCRUZ).

4.2.2 Testes laboratoriais realizados

Todas as amostras de fase aguda (n=28) obtidas foram submetidas ao
diagnostico laboratorial soroldgico e molecular para a confirmacdo ou exclusdo da
infeccdo por CHIKV através do teste ELISA de captura de IgM anti-CHIKV,
preconizado pelo Ministério de Saude, Brasil, do kit Anti-CHIKV ELISA IgM
(Euroimmun) e do RT-PCR em tempo real. Destes, 24/28 (85.71%) foram

confirmados por pelo menos 1 das metodologias, Tabela 4.10.

Tabela 4.10: Distribuicdo dos casos confirmados de CHIKV (n=24) de acordo com
as diferentes metodologias soroldgicas e moleculares utilizadas para o diagnostico
deste virus.

Metodologia Positivo/Testado (%)

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV
(Ministério de Saude, 2014) 13/24 (54.16)
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha)

RT-PCR em tempo real para detecgéo de
CHIKV (Lanciotti et al., 2007)

11/24 (45.83)

19/24 (79.16)

Além disso, 9/24 (37.5%), 11/24 (45.83%) e 4/24 (16.66%) dos casos de
CHIKV foram confirmados por 1, 2 ou 3 das metodologias utilizadas para o

diagnéstico deste virus, respectivamente (Tabela 4.11).

Tabela 4.11: Distribuicdo dos casos de CHIKV (n=24) confirmados por 1 (n=9), 2
(n=11) ou 3 (n=4) das metodologias moleculares utilizadas para o diagndstico deste
virus.

N° de metodologias | Especificagcdo das metodologias* Positivo/Testado (%)

A 5/24 (20.83)

1 B 3/24 (12.5)

C 1/24 (4.16)

AeB 5/24 (20.83)

2 AeC 5/24 (20.83)

BeC 1/24 (4.16)

3 A,BeC 4/24 (16.66)
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* A: RT-PCR em tempo real para deteccdo de CHIKV (Lanciotti et al., 2007); B:
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e Ministério de Saude, 2014); C: Anti-
CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha).

Dentre os 19 casos de CHIKV confirmados pela RT-PCR em tempo real,
11/19 (57.89%) foram selecionados aleatoriamente para quantificagcdo. Os
resultados demonstram que a quantificagéo variou de 8.69 x 10 cépias de RNA/ul a
1.04 x 10* copias de RNA/pI.

Como diagnéstico diferencial, todos os casos suspeitos de CHIKV (n=28)
foram submetidos a metodologias sorolégicas e moleculares para a confirmagéo ou
exclusdo de dengue. Destes, 14/28 (50%) foram reagentes por pelo menos 1 das
metodologias soroldgicas, enquanto que o RT-PCR nédo confirmou nenhum caso,
(Tabela 4.12).

Tabela 4.12: Distribuicdo dos casos de DENV (n=14) reagentes por apenas 1 (n=13)
ou simultaneamente por 2 (n=1) das metodologias sorolégicas utilizadas para o
diagndstico deste virus.

N° de metodologias Especificacdo das metodologias Reativo/Testado (%)
Panbio dengue IgM Capture ELISA

1 (Alere™ Brisbane, Australia) 13/14 (92.85)
Dengue NS1 Antigen DxSelect™
5 (Focus Diagnostics, California, EUA) 1/14 (7.14)

Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia)

4.2.3 Co-infeccdes

Os resultados demonstraram que 26/28 (92.85%) dos casos suspeitos
analisados foram confirmados para CHIKV e/ou DENV através de metodologias
sorolégicas e/ou moleculares. Destas, 12/26 (46.15%) foram consideradas como co-
infeccbes pelos dois arbovirus

Dentre as co-infecgbes por CHIKV e DENV (n=12), 4/12 (33.33%), 6/12
(50%), 2/12 (16.66%) foram confirmadas por 2, 3 e 4 das metodologias utilizadas
para o diagnostico destes arbovirus (Tabela 4.13).
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Tabela 4.13: Diagnéstico laboratorial diferencial para investigagdo dos casos de co-
infeccdes pelos arbovirus DENV e CHIKV coletados durante a epidemia ocorrida em
Feira de Santana, BA, 2015.

N° de metodologias Especificacdo das metodologias* Percentual (%)
AeE 1/12 (8.33)
2 BeE 2/12 (16.66)
CeE 1/12 (8.33)
3 A, BeE 4/12 (33.33)
A CeE 2/12 (16.66)
4 A B,CeE 1/12 (8.33)
A,C,DeE 1/12 (8.33)

* A: RT-PCR em tempo real para deteccdo de CHIKV; B: ELISA de captura de IgM
anti-CHIKV (CDC e Ministério de Saude, 2014); C: Anti-CHIKV ELISA IgM
(Euroimmun); D: Dengue NS1 Antigen DxSelect™ e E: Panbio dengue IgM Capture
ELISA.

4.3 Investigacdo de casos suspeitos da infeccao pelo CHIKV na
regido Centro-Oeste do Brasil a partir de uma triplice epidemia
de arboviroses ocorrida em 2016 na cidade de Campo Grande
(MS)

Para a investigacéo de casos suspeitos da infeccéo por DENV, ZIKV e CHIKV
na regido Centro-Oeste do Brasil, um total de 134 amostras foram coletadas em um
trabalho de campo realizado na cidade de Campo Grande (MS) durante o periodo de
16 de fevereiro a 05 de marco de 2016 como parte de colaboracéo estabelecida com
a Dra. Ana Rita Coimbra Motta de Castro da Universidade Federal do Mato Grosso
do Sul (UFMS, Campo Grande, MS), com o Dr. Rivaldo Venancio da Cunha (UFMS
e FIOCRUZ/MS) e com a Dra. Marcia Dal Fabbro da UPA Coronel Antonino (Figura
4.3). Destas, 119/134 (88.80%) foram classificadas como amostras agudas (<7 dias
apos o inicio dos sintomas) e 15/134 (11.19%) como amostras convalescentes (>7
dias ap6s o inicio dos sintomas), sendo todas estas submetidas ao diagndstico

molecular e soroldgico para este virus.
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Figura 4.3: Procedéncia dos casos suspeitos da infeccdo pelo CHIKV (n=134) a
partir de uma triplice epidemia de arboviroses ocorrida em 2016 na cidade de
Campo Grande (MS), regido Centro-Oeste do Brasil.

4.3.1 Critérios clinico-epidemiol6gicos

Todos os casos confirmados de chikungunya (n=7) provenientes de Campo
Grande (MS) foram caracterizados de acordo com a origem, sexo, faixa etaria e
frequéncia das manifestacdes clinicas nos pacientes. Os casos foram procedentes
dos bairros Bosque Avilan (n=1), Coronel Antonino (n=1), Jardim Maria Amélia (n=1),
Mata do Jacinto (n=1), Monte Castelo (n=2) e Morada Verde (n=1). Dos sete casos,
3 ocorreram em pacientes do sexo feminino e 4, do sexo masculino.

De acordo com a faixa etaria, todos os casos analisados neste estudo
apresentavam idade acima de 15 anos, sendo que a frequéncia de confirmacgéo do
CHIKYV foi igualmente distribuida entre as diferentes faixas etarias (Tabela 4.14).

88



Tabela 4.14: Frequéncia de casos confirmados de CHIKV (n=7) de acordo com a
faixa etaria dos pacientes na cidade de Campo Grande (MS).

Faixa etaria (Anos)

Casos confirmados de CHIKV (%)

16 a 20 2/7 (28.57)
21 a 25 2/7 (28.57)
46 a 50 1/7 (14.28)
51 a55 1/7 (14.28)
56 a 60 1/7 (14.28)

Com relacdo a frequéncia de manifestaces clinicas nos casos confirmados

de CHIKV (n=7), os resultados demonstram que artralgia, cefaléia, dor retro-

orbitaria, febre, mialgia e prostracdo destacam-se entre 0s sinais ou sintomas mais

frequentes da doenca (Tabela 4.15).

Tabela 4.15: Frequéncia das manifestacdes clinicas apresentadas pelos casos
confirmados de CHIKV (n=7) na cidade de Campo Grande (MS).

Manifestacdes clinicas

Frequéncia (%)

Dor retro-orbitaria 7/7 (100)
Artralgia 6/7 (85.71)
Cefaléia 6/7 (85.71)
Mialgia 6/7 (85.71)

Prostracéo 6/7 (85.71)
Febre 5/7 (71.42)
Anorexia 4/7 (57.14)
Lombalgia 4/7 (57.14)
Hiperemia conjuntival 3/7 (42.85)
Nausea 3/7 (42.85)
Tontura/Vertigem 3/7 (42.85)
Exantema 217 (28.57)
Parestesia 2/7 (28.57)
Prurido 2/7 (28.57)
Tosse 217 (28.57)
Astenia 1/7 (14.28)

Dor abdominal 1/7 (14.28)
Edema 1/7 (14.28)
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4.3.2 Testes laboratoriais realizados

Como diagnéstico diferencial, inicialmente, todos os casos suspeitos de
DENV e/ou ZIKV (n=134) foram submetidos as seguintes metodologias soroldgicas
e/ou moleculares para a confirmacdo ou exclusdo de dengue e zika: 1) ELISA
Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA,; 2) Panbio dengue IgM Capture ELISA; 3)
Dengue Virus IgM Capture DxSelect™; 4) RT-PCR para detecgéo e tipagem dos
DENV; 5) Simplexa™ dengue; 6) RT-PCR em tempo real para deteccdo de DENV e
7) RT-PCR em tempo real para deteccao de ZIKV .

Destes, 99/134 (73.88%) foram confirmados para DENV por pelo menos 1
das metodologias sorolégicas e/ou moleculares utilizadas para o diagnéstico deste
virus e 38/134 (28.35%) foram confirmadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR
utilizada. Com relacéo aos casos de DENV (n=99), 37/99 (37.37%), 40/99 (40.40%),
13/99 (13.13%), 7/99 (7.07%) e 2/99 (2.02%) foram confirmados por 1, 2, 3, 4 e 5
das metodologias utilizadas para o diagnostico deste virus, respectivamente (Tabela
4.16).

Tabela 4.16: Distribuicdo dos casos de DENV (n=99) confirmados por 1 (n=37), 2
(n=40), 3 (n=13), 4 (n=7) ou 5 (n=2) das metodologias moleculares e/ou sorolégicas
utilizadas para o diagnostico deste virus.

N° de metodologias | Especificacdo das metodologias* Positivo/Testado (%)

A 1/99 (1.01)
B 1/99 (1.01)

1 C 20/99 (20.20)
D 8/99 (8.08)
E 7/99 (7.07)

AeD 14/99 (14.14)

BeC 17/99 (17.17)
2 CeD 5/99 (5.05)
CeE 1/99 (1.01)
DeE 3/99 (3.03)
B;CeE 2/99 (2.02)
B;CeD 3/99 (3.03)
3 A, DeE 4/99 (4.04)
C;DeE 4/99 (4.04)
4 B;C;DeE 7/99 (7.07)
5 B;C;D;EeF 2/99 (2.02)
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* A: RT-PCR para deteccéo e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992); B: PCR em
tempo real para deteccdo de DENV (Johnson et al., 2005); C: Simplexa™ dengue
(Focus Diagnostics, California, EUA); D: ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA
(BioRad Laboratories, California, EUA); E: Dengue Virus IgM Capture DxSelect™
(Focus Diagnostics, California, EUA); F: Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™,
Brisbane, Australia).

Os resultados demonstraram que dentre as 134 amostras testadas pela RT-
PCR para deteccéo e tipagem dos DENV, 19/134 (14.17%) foram identificadas como
DENV-1. Utilizando o kit RT-PCR em Tempo Real Simplexa™ dengue, 112/134
(83.58%) foram testadas e dentre os casos confirmados (n=61), 60/61 (98.36%)
foram identificados como DENV-1 e 1/61 (1.63%) como DENV-4. A RT-PCR em
tempo real para deteccdo de DENV (Johnson et al., 2005) em 59/134 (44.02%) dos
casos, confirmou 32 casos e, 31/32 (96.87%) foram identificados como DENV-1 e
1/32 (3.12%) como DENV-4.

Todos os casos (n=134) foram submetidos ao diagnéstico laboratorial
sorolégico e molecular para a confirmacdo ou exclusdo da infeccdo por CHIKV
através do teste ELISA de captura de IgM anti-CHIKV, do kit Anti-CHIKV ELISA IgM
(Euroimmun) e do RT-PCR em tempo real.

Os resultados demonstram uma evidéncia sorologica da infeccdo por este
virus em 7/134 (5.22%) dos casos testados possuindo entre 3 e 6 dias de doenca,
sendo 5/7 (71.42%) reagentes pelo ELISA de captura de IgM anti-CHIKV e 6/7
(85.71%) pelo kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun). O diagnostico molecular ndo
confirmou nenhum caso de infeccdo por CHIKV.

Destes, 3/7 (42.85%) e 4/7 (57.14%) foram confirmados por apenas 1 ou
simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas para o diagnéstico sorolégico,

respectivamente (Tabela 4.17).

Tabela 4.17: Distribuicdo dos casos confirmados de CHIKV (n=7) por apenas 1
(n=3) ou simultaneamente por 2 (n=4) das metodologias soroldgicas utilizadas para
o diagndstico.

N° de metodologias Especificacdo das metodologias Reativo/Testado (%)
ELISA de captura de IgM anti-CHIKV
(Ministério de Saude, 2014)
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha)

ELISA de captura de IgM anti-CHIKV
(CDC e Ministério de Saude, 2014)

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha)
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4.3.3 Co-infeccbes

Apés andlise dos resultados obtidos, foi observado que 111/134 (82.83%) dos
casos suspeitos foram confirmados para CHIKV e/ou DENV e/ou ZIKV. Destes,
33/111 (29.72%) foram caracterizados como co-infecc¢des, sendo 3/33 (9.09%) entre
CHIKV e DENV, 1/33 (3.03%) entre CHIKV, DENV e ZIKV e 29/33 (87.87%) entre
DENV e ZIKV.

Dentre as co-infecgdes, 13/33 (39.39%), 12/33 (36.36%), 4/33 (12.12%), 1/33
(3.03%), 2/33 (6.06%) e 1/33 (3.03%) foram confirmadas simultaneamente por 2, 3,
4,5, 6, e 8 das metodologias utilizadas para o diagnostico de CHIKV, DENV e ZIKV,
respectivamente (Tabela 4.18).

Tabela 4.18: Diagnéstico laboratorial diferencial para investigacdo dos casos de co-
infecgbes (n=33) pelos arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV coletados durante a triplice
epidemia em Campo Grande, MS, 2016.

Co-Infeccgéao (n) Metodologias confirmadas* Positivo/Testado (%)
ABeG 1/33 (3.03)
CH'K(\;::?ENV AB;CeF 1/33 (3.03)
A;D;E;FeG 1/33 (3.03)
CHIKV, E;E:T;/ e ZIKV A;B;D;E;F,G;Hel 1/33 (3.03)
Eel 9/33 (27.27)
Fel 2/33 (6.06)
Gel 2/33 (6.06)
D;Eel 5/33 (15.15)
DENV e ZIKV E;Fel 2/33 (6.06)
(n=29) C:Fel 4/33 (12.12)
E;:G;Fel 1/33 (3.03)
D;E;Gel 1/33 (3.03)
D E;Fel 1/33 (3.03)
D;E;F;G;Hel 2/33 (6.06)

* A: ELISA de captura de IgM anti-CHIKV (CDC e Ministério de Saude, 2014); B:
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha); C: RT-PCR para detecc¢ao
e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992); D: PCR em tempo real para deteccéo
de DENV (Johnson et al.,, 2005); E: Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics,
California, EUA); F: ELISA Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories,
California, EUA); G: Dengue Virus IgM Capture DxSelect™ (Focus Diagnostics,
California, EUA); H: Panbio dengue IgM Capture ELISA (Alere™, Brisbane,
Australia); I: RT-PCR em tempo real para deteccdo de ZIKV (Lanciotti et al., 2008).
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Dentre as co-infec¢cdes entre CHIKV e DENV, 1/3 (33.33%) foi confirmada
como CHIKV e DENV-1 pela RT-PCR para deteccao e tipagem dos DENV (Lanciotti
et al., 1992) e 1/3 (33.33%) como CHIKV e DENV-1 pelo PCR em tempo real para
deteccdo de DENV (Johnson et al., 2005) e pelo Simplexa™ dengue (Focus
Diagnostics, California, EUA). Com relacdo a co-infeccdo entre CHIKV, DENV e
ZIKV, o DENV-1 também foi confirmado pela PCR em tempo real para detec¢éo de
DENV (Johnson et al.,, 2005) e pelo Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics,
California, EUA). Dentre as co-infec¢des entre DENV e ZIKV, 9/29 (31.03%) foram
confirmadas como DENV-1 pelo DENV (Johnson et al., 2005) e pelo Simplexa™
dengue (Focus Diagnostics, California, EUA), 12/29 (41.37%) como DENV-1 pelo
Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics, California, EUA) e 4/29 (13.79%) como
DENV-1 pela RT-PCR para deteccgéo e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992).

4.4 Investigacdo de casos suspeitos da infeccado pelo CHIKV na
regido Sudeste do Brasil a partir de uma triplice epidemia de

arboviroses ocorrida em 2016 na cidade do Rio de Janeiro (RJ)

Para a investigacdo de casos da infeccdo por CHIKV na regido Sudeste do
Brasil, casos suspeitos (n=91) foram coletados em um trabalho de campo realizado
na cidade do Rio de Janeiro (Figura 4.4) durante o periodo de 01 de abril a 15 de
maio de 2016 e parte desta amostragem (n=74) foi obtida em colaboragao
estabelecida com o Hospital Rio Laranjeiras (HRL) e com o Dr. Paulo Damasco.
Destes, 72/91 (79.12%) foram classificados como casos agudos (<7 dias apos o
inicio dos sintomas) e 19/91 (20.87%) como casos convalescentes (>7 dias ap0s o

inicio dos sintomas).

93



A7 et b 4 A
\ > e ~ AN
= T 100 mi ESPIRITO SANTO
¢ 1 Vb 150 km 2
Rl = X 7
g ¢ L .
~ o S .
e Y ltaperuna
1 ,[/ y MINAS GERAIS
L/ 7'\" 2
21
A Séo Fidélis o
by
Campos dos® 83, Jodo
Goitacases da Barra
oCantagalo
Trés Rios® RIO DE JANEIRO
11"4‘\a: 5 Sk Nova
& ltana q.Nac.da : S
; '“.'Id:sstyw.( Vokta Serra dos Orgdos g Friburgos Macaé o
ik L -
Resende® eRedonda vVaIenca 4 JTeresopolis
assouras © i
RO A *8arra  ®Barra do Pirai O
SAQ PAULO Meanss. Cad Séo Buzios
f ugue de Caxiase JG0ncalo Araciama
Rifingra  Nova lguacus Niteroi <
. ettt VIE -
- o R kgt g A *Cabo Frio 2w
da Bocama | /
Parati® n=91
45 Ttopico de Capnedmio 43"

Figura 4.4. Procedéncia dos casos suspeitos da infeccdo pelo CHIKV (n=91)
selecionados para a investigacao desta infeccdo na regido Sudeste do Brasil a partir
de uma triplice epidemia de arboviroses ocorrida em 2016 na cidade do Rio de
Janeiro (RJ).

4.4.1 Aspectos clinico-epidemioldgicos

Foi

confirmados de CHIKV ocorridos na cidade do Rio de Janeiro e analisados nesta

possivel estabelecer a procedéncia de 56/70 (80%) dos casos
casuistica.

Os resultados demonstram que o maior percentual de casos foi identificado
nos bairros do Catete, Gloria e Laranjeiras, bairros proximos a um dos maiores

pontos de coleta, Hospital Rio Laranjeiras, Tabela 4.19.
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Tabela 4.19: Distribuicdo dos casos confirmados da infec¢do pelo CHIKV (n=56) de

acordo com o bairro na cidade do Rio de Janeiro (RJ).

Procedéncia Casos confirmados de CHIKV (%)
Laranjeiras 5/56 (8.92)
Catete 4/56 (7.14)
Gléria 4/56 (7.14)
Catumbi 3/56 (5.35)
Centro 3/56 (5.35)
Pavuna 3/56 (5.35)
Bangu 2/56 (3.57)
Botafogo 2/56 (3.57)
Flamengo 2/56 (3.57)
Olaria 2/56 (3.57)
Santa Tereza 2/56 (3.57)
Santo Cristo 2/56 (3.57)
Tijuca 2/56 (3.57)
Belford Roxo 1/56 (1.78)
Bonsucesso 1/56 (1.78)
Colégio 1/56 (1.78)
Copacabana 1/56 (1.78)
Duque de Caxias 1/56 (1.78)
Estacio 1/56 (1.78)
Inhaima 1/56 (1.78)
Itaborai 1/56 (1.78)
Maria da Graca 1/56 (1.78)
Mesquita 1/56 (1.78)
Nilopolis 1/56 (1.78)
Nova lguacu 1/56 (1.78)
Pilares 1/56 (1.78)
Rio Comprido 1/56 (1.78)
Rocha Miranda 1/56 (1.78)
Séo Cristovao 1/56 (1.78)
S&o Joao do Meriti 1/56 (1.78)
Sepetiba 1/56 (1.78)
Vaz Lobo 1/56 (1.78)
Vila Norma 1/56 (1.78)

Nesta casuistica, pacientes do sexo feminino foram mais acometidos do que
do sexo masculino (34/56; 60.71% e 22/56; 39.28, respectivamente).
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Todos os casos analisados neste estudo apresentavam idade acima de 15
anos, sendo que a frequéncia de confirmacdo do CHIKV foi elevada em individuos
com idade entre 26 a 30 (23.21%), seguido de 41 a 45 (14.28%) e 51 a 55 (12.5%),
Tabela 4.20.

Tabela 4.20: Frequéncia de casos confirmados de CHIKV (n=56) de acordo com a
faixa etaria dos pacientes na cidade do Rio de Janeiro (RJ).

Faixa Etaria (Anos) Casos confirmados de CHIKV (%)
16 a 20 2/56 (3.57)
21a?25 3/56 (5.35)
26 a 30 13/56 (23.21)
3la35 4/56 (7.14)
36 a 40 3/56 (5.35)
41 a45 8/56 (14.28)
46 a 50 5/56 (8.92)
51ab55 7/56 (12.5)
56 a 60 5/56 (8.92)
61 a 65 3/56 (5.35)

>65 3/56 (5.35)

Com relacao a frequéncia de manifestacfes clinicas nos casos confirmados
de CHIKV (n=56), os resultados demonstram que artralgia, cefaléia, febre, mialgia e
prostragdo destacam-se entre 0s sinais ou sintomas mais frequentes da doenca
(Tabela 4.21).
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Tabela 4.21: Frequéncia das manifestacbes clinicas apresentadas pelos casos

confirmados de CHIKV (n=56) na cidade do Rio de Janeiro (RJ).

Manifestacdes clinicas

Frequéncia (%)

Artralgia

52/56 (92.85)

Febre

52/56 (92.85)

Cefaléia

49/56 (87.50)

Mialgia

49/56 (87.50)

Prostracéo

47/56 (83.92)

Calafrios

44/56 (78.57)

Anorexia

38/56 (67.85)

Lombalgia

35/56 (62.50)

Exantema

32/56 (57.14)

Edema

30/56 (53.57)

Prurido

28/56 (50.00)

Dor retro-orbitaria

26/56 (46.42)

Nausea

26/56 (46.42)

Hiperemia conjuntival

24/56 (42.85)

Tontura/Vertigem

18/56 (32.14)

Dor de garganta

13/56 (23.51)

Adenomegalia

12/56 (21.42)

Coriza

10/56 (17.85)

Dor abdominal

9/56 (16.07)

Vomito 9/56 (16.07)
Epigastralgia 3/56 (5.35)
Tosse 3/56 (5.35)

4.4.2 Testes laboratoriais realizados

Todas as amostras biolégicas coletadas (n=91) foram submetidas ao
diagndstico laboratorial soroldgico e molecular para a confirmacdo ou exclusdo da
infeccdo por CHIKV através do kit Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck,
Alemanha) e do RT-PCR em tempo real para deteccdo de CHIKV (Lanciotti et al.,
2007). Os resultados demonstram que 70/91 (76.92%) dos casos testados
laboratorialmente tiveram a infeccdo por CHIKV confirmada por pelo menos 1 das
metodologias utilizadas.

A RT-PCR em tempo real confirmou 50/70 (71.42%) casos de CHIKV com até

8 dias apds o inicio dos sintomas e 9/70 (12.85%) casos acima de 10 dias ap6s o
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inicio dos sintomas, sendo 6/9 (66.66%) entre 10 e 15 dias de doenca, 2/9 (22.22%)
entre 20 e 25 dias e curiosamente, 1/9 (11.11%) com 71 dias de doenca. O kit Anti-
CHIKV ELISA IgM confirmou apenas casos de CHIKV acima de 4 dias ap0s o inicio
dos sintomas,

A tabela 4.22 demonstra a distribuicdo dos casos confirmados de CHIKV
(n=70) de acordo com as diferentes metodologias moleculares e soroldgicas

utilizadas para o diagndéstico laboratorial.

Tabela 4.22: Distribuicdo dos casos confirmados de CHIKV (n=70) de acordo com
as diferentes metodologias utilizadas para o diagnéstico laboratorial.
Metodologia Positivo/Testado (%)
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Alemanha) 34170 (48.57)

RT-PCR em tempo real para detec¢éo de
CHIKV (Lanciotti et al., 2007)

59/70 (84.28)

Além disso, 47/70 (67.14%) e 23/70 (32.85%) dos casos de CHIKV foram
confirmados por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas

para o diagnéstico deste virus, respectivamente (Tabela 4.23).

Tabela 4.23: Distribuicdo dos casos confirmados de CHIKV (n=70) por apenas 1 ou
simultaneamente por 2 das metodologias utilizadas para o diagnéstico deste virus.
N° de
metodologias

Especificacdo das metodologias Positivo/Testado (%)

Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,

Lubeck, Alemanha) 11/70 (15.71)

1
RT-PCR em tempo real para detec¢éo
de CHIKV (Lanciotti et al., 2007) 36/70 (51.42)
Anti-CHIKV ELISA IgM (Euroimmun,
Lubeck, Al h
2 ubeck, Alemanha) 23/70 (35.85)

RT-PCR em tempo real para detecgao
de CHIKV (Lanciotti et al., 2007)

Dentre os 59 casos de CHIKV confirmados pela RT-PCR em tempo real para
deteccdo de CHIKV (Lanciotti et al., 2007), 22/59 (37.28%) foram selecionados
aleatoriamente e quantificados pelo Chikungunya Non Structural Protein 2 (NSP2)
Standard Kit (Genesig®). A quantificacdo viral variou de 1.07 x 10° a 9.51 x 10°
copias de RNA/ul.

Como diagnéstico diferencial, todos os casos suspeitos de CHIKV (n=91)

foram submetidos as seguintes metodologias sorolégicas e/ou moleculares para
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confirmacao ou excluséo de dengue e zika: 1) Dengue NS1 Antigen DxSelect™; 2)
Panbio dengue IgM Capture ELISA; 3) RT-PCR para deteccéo e tipagem dos DENV
(Lanciotti et al., 1992); 4) Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics); 5) RT-PCR em
tempo real (Johnson et al.,, 2005) e 6) RT-PCR em tempo real para deteccéo de
ZIKV (Lanciotti et al., 2008).

Destes, 17/91 (18.68%) foram confirmados para DENV por pelo menos 1 das
metodologias soroldgicas e/ou moleculares utilizadas para o diagnéstico deste virus
e 25/91 (27.47%) foram confirmadas para ZIKV pela metodologia de RT-PCR
utilizada.

Com relacdo aos casos de DENV (n=17), 15/17 (88.23%) e 2/17 (11.76%)
foram confirmados por apenas 1 ou simultaneamente por 2 das metodologias
utilizadas para o diagnostico deste virus (Tabela 4.24). Nenhum caso foi detectado

pela RT-PCR para deteccgéao e tipagem dos DENV (Lanciotti et al., 1992).

Tabela 4.24: Distribuicdo dos casos de DENV (n=17) confirmados por 1 (n=15) ou
simultaneamente por 2 (n=2) das metodologias moleculares e/ou sorologicas
utilizadas para o diagnostico laboratorial.
N° de
metodologias

Especificacdo das metodologias* Positivo/Testado (%)

Simplexa™ dengue (Focus
Diagnostics, California, EUA)
Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia)
Dengue NS1 Antigen DxSelect™
(Focus Diagnostics, California, EUA)
Panbio dengue IgM Capture ELISA
(Alere™ Brisbane, Australia)
Simplexa™ dengue (Focus
Diagnostics, California, EUA)
RT-PCR em tempo real para deteccao
de CHIKV (Johnson et al., 2005)

3/17 (17.64)

12/17 (70.58)

1/17 (5.88)

1/17 (5.88)

Os casos de DENV confirmados pelo kit Simplexa™ dengue (Focus
Diagnostics) (n=4) foram identificados como pertencentes ao sorotipo DENV-4.
Destes, um total de 1/4 (25%) também foi detectado como DENV-4 pelo protocolo de

RT-PCR em tempo real estabelecido por Johnson et al. (2005).
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4.4.3 Co-infeccbes

Apés analise dos resultados obtidos, foi observado que 83/91 (91.20%) dos
casos suspeitos analisados foram confirmados para CHIKV e/ou DENV e/ou ZIKV.
Destes, 29/83 (34.93%) foram identificadas como possiveis co-infec¢des, sendo 8/29
(27.58%) por CHIKV e DENV, 17/29 (58.62%) por CHIKV e ZIKV e 4/29 (13.79%)
por DENV e ZIKV, Figura 4.5.

B CHIKV e DENV CHIKV e ZIKV B DENV e ZIKV

58,62%

Figura 4.5: Percentual de co-infec¢des (n=29) entre CHIKV e DENV (n=8), CHIKV e
ZIKV (n=17) e DENV e ZIKV (n=4) provenientes da triplice epidemia ocorrida na
cidade do Rio de Janeiro (RJ) em 2016.

Dentre as co-infecgdes, 25/29 (86.20%) e 4/29 (13.79%) foram confirmadas
simultaneamente por 2 ou 3 das metodologias utilizadas para o diagnéstico de
CHIKV, DENV e ZIKV, respectivamente (Tabela 4.25).

Tabela 4.25: Diagnéstico laboratorial diferencial para a investigacdo dos casos de
co-infecgcdes (n=29) pelos arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV coletados durante a
triplice epidemia no Rio de Janeiro, RJ, 2016.

Co-infeccao (n) Metodologias confirmadas* Percentual (%)
A BeE 1/29 (3.44)
CHIKV e DENV AeE 2/29 (6.89)
(n=8) AeG 4129 (13.79)
BeG 1/29 (3.44)
A, BeH 2/29 (6.89)

CH'?n\i fg'KV AeH 14129 (48.27)
BeH 1/29 (3.44)
F,GeH 1/29 (3.44)
DEN(\;_Z)Z'KV EeH 1/29 (3.44)
GeH 2/29 (6.89)
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* A: RT-PCR em tempo real para deteccdo de CHIKV (Lanciotti et al., 2007); B: Anti-
CHIKV ELISA IgM (Euroimmun, Lubeck); C: RT-PCR para detecc¢éo e tipagem dos
DENV (Lanciotti et al., 1992); D: PCR em tempo real para deteccdo de DENV
(Johnson et al.,, 2005); E: Simplexa™ dengue (Focus Diagnostics); F: ELISA
Platelia™ Dengue NS1 Ag-ELISA (BioRad Laboratories) G: Panbio dengue IgM
Capture ELISA (Alere™) e H: RT-PCR em tempo real para deteccdo de ZIKV
(Lanciotti et al., 2008).

4.5 Analise filogenética e caracterizacdo molecular de cepas de

CHIKYV representativas do Amapa (AP) e Rio de Janeiro (RJ).

A andlise filogenética foi possibilitada através da recuperacdo de 372
nucleotideos provenientes do sequenciamento parcial do gene E1 de cepas
representativas de CHIKV detectadas em pacientes infectados durante as epidemias
ocorridas no RJ (n=10) em 2016 e no AP (n=17) durante 2014-2015. Foram
utilizadas sequéncias de referéncia disponiveis no Genbank para a representacao
dos gendtipos Asiatico, ECSA e Oeste Africano. ApOs andlise comparativa, 0s
resultados demonstram que todas as cepas provenientes do AP se encontram
agrupadas no ramo do genétipo Asiatico, enquanto as do RJ se agrupam no ramo
do gendtipo ECSA, juntamente com a sequéncia de uma amostra identificada na
Bahia em 2014 (Figura 4.6). As sequéncias deste estudo foram depositadas no
GenBank com numero de acesso KX966400 a KX966409.
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HM045813.1/India/ 1963
HM045823.1/Angola/1962 7]
— HM045812.1/Uganda/1982
—— HMO045822 1/Central African Republic/1978
KP164570.1/BR/BA/2014
& EMC18/BR/RJ/2016
& GP18/BR/RJI2016
% JOM22/BR/RJI2016
& LATC25/BR/RJ/2016
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28 HM045820.1/Cote dlvoire/1993

ECSA

ITl

Figura 4.6: Analise filogenética baseada em 372 nucleotideos recuperados do gene
E1 de linhagens de CHIKYV identificadas no Rio de Janeiro (n=10) durante 2016 e no
Amapa (n=17). Método Neighbor-Joining, modelo Kimura-2-parametros (K2),
bootstrap de 1.000 repeticdes. As sequéncias de CHIKV analisadas estédo
representadas com um circulo preto. As estirpes de CHIKV foram designadas da
seguinte forma: Numero de acesso do GenBank (ou nome da cepa/pais/ano). ECSA:
genatipo Leste-Centro-Sul Africano.
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Adicionalmente, a caracterizacao molecular foi realizada e nenhuma diferenca
de aminoacidos foi observada nas cepas do AP. Apesar disso, a analise parcial do
fragmento E1 das cepas do RJ ndo demonstrou a mutagdo A226V, revelando que o
aminoacido alanina se encontra presente na posicdo E226. Curiosamente, uma
substituicdo de aminoacidos K211T foi identificada em todas as amostras analisadas
e uma substituicdo V156A foi identificada em duas amostras deste estudo. E
importante observar que as sequéncias de CHIKV identificadas na BA pertencentes
ao genotipo ECSA ndo mostraram esta substituicdo no aminoacido 211, havendo
assim uma lisina (K), que também €& observada na sequéncia de referéncia

proveniente da Angola (1962), Quadro 4.1.

Quadro 4.1: Substituicdes de aminoacidos* nas cepas de CHIKV provenientes de
uma epidemia ocorrida no Rio de Janeiro (RJ) em 2016 com base na andlise parcial
do gene do envelope (E1) e comparagcdo com cepas de referéncia obtidas no
Genbank.

Posicéo de aminoacidos (aa) no gene E1
Cepas**

156 211 226
1. HMO045823/Angola/1962 \% K A
2. KP164570.1/BR/BA/2014 * * *
3. ASR24/BR/RJ/2016 A T *
4. EFSGO07/BR/RJ/2016 A T *
5. EMC18/BR/RJ/2016 * T x
6. GP18/BR/RJ/2016 * T *
7. JOM22/BR/RJ/2016 * T *
8. LATC25/BR/RJ/2016 * T *
9. LCSS29/BR/RJ/2016 * T *
10. MMT16/BR/RJ/2016 * T *
11. SHCV30/BR/RJ/2016 * T *
12. SMSG20/BR/RJ/2016 * T *

* Legenda dos aminoacidos: A: alanina; K: lisina; T: treonina; V: valina.

** Amostra 1 (Cepa referéncia do genotipo ECSA — Angola/1962), 2 (Cepa
referéncia do gendtipo ECSA — BA/2014), 3-12 (Amostras analisadas nesse estudo
pertencentes ao ECSA — RJ/2016).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo realizou a investigacdo dos casos suspeitos de CHIKV no
Brasil a partir da coleta de amostras de soro, plasma e/ou sangue total de fase
aguda (<7 dias apds o inicio dos sintomas) ou convalescente (>7 dias apds o inicio
dos sintomas) provenientes de pacientes em qualquer faixa etaria e qualquer sexo
que experimentaram uma doenca febril acompanhada de intensa poliartralgia de
acordo com o Ministério da Saude (2014) atendidos durante surtos deste virus
ocorridos em cidades representativas das regides Norte (Amapé, AP) e Nordeste
(Feira de Santana, BA) durante 2014 e 2015, além da Centro-Oeste (Campo
Grande, MS) e Sudeste (Rio de Janeiro, RJ) do pais em 2016.

No AP, mais da metade dos casos agudos e convalescentes (107/208;
51.44%) analisados foram confirmados por metodologias moleculares e/ou
sorologicas. Os 2 casos agudos entre 6 e 7 dias ap6s o inicio dos sintomas
confirmados apenas por sorologia comprovam a necessidade de uma combinacao
de testes sorologicos e moleculares no diagnéstico da fase aguda do CHIKV, tendo
em vista que estudos anteriores demonstram que anticorpos IgM anti-CHIKV podem
ser detectados a partir de 2 dias de doenca (Pialoux et al., 2007, Mohan et al.,
2010).

Do total de casos de CHIKV no AP, a maioria provém da cidade de Oiapoque
(27/107; 25.23%), o que corrobora com os dados publicados pela Secretaria de
Vigilancia em Saude (SVS), que registrou 789 casos nesta cidade somente até a
Semana Epidemioldgica 52 de 2015 (SVS/MS, 2016b), sendo que em todo o estado
do AP foram notificados 865 casos até 2015 (SVS/MS, 2016a). Em razdo da
situacdo epidemiolégica apresentada e diante do quadro de co-circulacdo de
arbovirus (CHIKV e DENV) no Norte durante o periodo estudado, o estudo das
epidemias ocorridas nesta regido representa grande importancia para o
entendimento da dispersédo do CHIKV pelo Brasil, tendo em vista que 0s primeiros
casos do gendtipo asiatico deste virus foram registrados em Setembro de 2014 na
cidade de Oiapoque (Hondrio et al., 2015, Nunes et al., 2015).

Na BA, grande parte dos casos (24/28; 85.71%) analisados foram
confirmados para CHIKV por metodologias moleculares e/ou soroldgicas, sendo a
maioria destes por RT-PCR, demonstrando a necessidade desta técnica no
diagnéstico de casos agudos de CHIKV (Brasil/MS, 2014). Além disso, a importancia

da combinacdo de metodologias soroldgicas e moleculares durante esta fase
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também é demonstrada nesta regido pela confirmacdo de casos desta infeccéo
(11/24; 45.83%) por deteccédo simultanea de IgM anti-CHIKV e RNA viral.

Adicionalmente, o elevado nimero de casos deste virus na BA corrobora com
os dados publicados pela SVS (SVS/MS, 2016a) que registrou neste estado 17.453
casos de CHIKV em 2015, sendo 4.088 apenas na cidade de Feira de Santana
(SVS/MS, 2016a). Em razdo da situacdo epidemioldgica apresentada e diante do
quadro de co-circulagdo de arbovirus (CHIKV e DENV) no Nordeste durante o
periodo estudado, o estudo das epidemias ocorridas nesta regido representa grande
importancia para o entendimento da dispersdo do CHIKV pelo Brasil, tendo em vista
que os primeiros casos do genoétipo ECSA deste virus foram registrados em
Setembro de 2014 na cidade de Feira de Santana (BA) (Hondrio et al., 2015, Nunes
et al., 2015).

No MS, o presente estudo confirmou apenas por evidéncia sorologica um
pequeno numero de casos de CHIKV (7/134; 5.22%) entre 3 e 6 dias de doenca,
indicando um quadro epidémico ainda em crescimento nesta regido, o que corrobora
com os dados publicados pela Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS/MS, 2016b)
gue registrou em Campo Grande 57 casos de CHIKV até a Semana Epidemioldgica
52 de 2015 e 156 casos até a semana epidemiologica 37 de 2016 (SVS/MS, 2016a).

Os primeiros casos de ZIKV no Brasil em 2015 provocaram o surgimento de
um quadro de triplice epidemia de arbovirus causada pela co-circulagcdo de CHIKV,
DENV e ZIKV em alguns estados do pais. Esta situacdo representa um grave
problema de saulde publica devido ao comprometimento da eficiéncia do diagndstico
clinico e laboratorial para os profissionais da saude em razdo da sobreposicdo dos
sinais clinicos e da indisponibilidade de testes confiaveis para o diagndstico
diferencial dos trés virus (Brasil et al., 2016, Gautret & Simon, 2016).

No RJ, os resultados indicam que maioria das amostras coletadas foram
confirmadas para CHIKV (70/91; 76.92%) por metodologias moleculares e/ou
sorologicas, sendo que a maioria detectada por RT-PCR (50/70; 71.42%)
apresentaram até 8 dias apés o inicio dos sintomas. Apesar disso, o0 RNA viral do
CHIKV também foi detectado em 18 amostras convalescentes acima de 10 dias
apos o inicio dos sintomas e curiosamente, uma destas foi coletada apds 71 dias de
doenca. Em humanos, a persisténcia do RNA viral do CHIKV em macréfagos
perivasculares do liquido sinovial de um paciente crénico foi demonstrada por até 18
meses apos a infeccéo e isto pode ser justificado pela exaustdo das células T devido

a forte resposta imunoldgica durante a fase aguda, provocando como consequéncia
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a persisténcia viral (Hoarau et al., 2010). Em macacos, foi relatada a persisténcia do
virus em varios tecidos no 44° dia apés a infeccdo e o RNA viral foi detectado em
macrofagos 90 dias e 55 dias apds a infeccdo (Labadie et al., 2010). Outras
pesquisas demonstram uma viremia longa em espécimes coletados a partir de 6
dias apos o inicio dos sintomas (Riswari et al., 2016) e persisténcia do RNA viral
e/ou produtos gendmicos apés 17 dias de doenca (Appassakij et al., 2013). Em
camundongos, estudos relatam a persisténcia do RNA viral deste virus nas
articulacdes por até 16 semanas (Hawman et al., 2013). Em mosquitos Ae. aegypti,
foi relatada a persisténcia do RNA viral por longos periodos, porém particulas
infecciosas ndo foram detectadas (Mavale et al., 2012, Wong et al., 2016). Maiores
estudos com humanos serdo necessarios para o esclarecimento de como e por
guanto tempo o RNA viral do CHIKV persiste, além da sua relacdo com o sistema
imune do paciente e a evolucéo clinica para artralgia crénica (Poo et al., 2014b). Até
0 momento, € demonstrado que a persisténcia viral esta diretamente associada a
ineficacia imunoldgica e ao escape viral eficiente (Hoarau et al., 2010).

Adicionalmente, o elevado numero de casos de CHIKV no RJ corrobora com
os dados publicados durante a introducdo deste virus nesta cidade pela SVS, que
registrou 13.571 casos no RJ até a semana epidemioldgica 37 de 2016 (SVS/MS,
2016a). O primeiro caso importado de CHIKV no RJ foi descrito por Albuquerque et
al., (2012), que desde entdo atentou para uma possivel introducdo deste virus no
pais devido a caracterizacao do territério brasileiro como uma area de elevado risco
para o surgimento de doencas causadas por arbovirus devido a alta infestacdo dos
mosquitos vetores em todo o territério nacional.

Com relacdo a regido e ao bairro de origem dos pacientes confirmados para
CHIKV, os resultados indicam uma prevaléncia de casos na Zona Sul (32.14%) da
cidade do RJ, seguido do Centro (23.21%), Zona Norte (25%), Regido Metropolitana
(14.28%) e Zona Oeste (5.35%). Além disso, o maior percentual de casos se
encontra nos bairros do Catete, Gléria e Laranjeiras, 0 que provavelmente se
justifica pelo hospital Rio Laranjeiras, localizado na zona Sul da cidade, que foi o
principal local onde as coletas de amostras biolégicas foram realizadas para este
estudo nesta regiao.

Todas as amostras de fase aguda provenientes do AP, BA e RJ foram
guantificadas por RT-PCR em tempo real e os resultados demonstraram elevados
titulos virais, o que corrobora com a elevada viremia observada durante esta

infeccdo, que pode aumentar de 10° a 102 cépias de RNA/mL (Chow et al., 2011,
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Simon et al.,, 2011). Um fato interessante € que apesar de mais elevada, néo
existem grandes diferencas entre a elevada viremia em pacientes agudos
sintomaticos quando comparado aos assintomaticos (Appassakij et al., 2013).

Adicionalmente, o presente estudo realizou o diagndstico diferencial para
DENV no AP e na BA e para DENV e ZIKV diante das triplices epidemias ocorridas
no MS e no RJ. No AP, 13/100 (13%) amostras agudas foram confirmadas para
DENV por técnicas moleculares e/ou sorolégicas e, dentre as confirmadas por RT-
PCR (n=10), 8 foram identificadas como DENV-1 e 2 como DENV-4. Das amostras
convalescentes, 44/108 (40.74%) foram confirmadas para dengue através de
metodologias sorolégicas. Na BA, 14/28 (50%) casos também foram confirmados
para DENV por sorologia. Sendo assim, os dados demonstram que durante 2014-
2015, a epidemias de arbovirus ocorridas no AP e na BA foram predominantemente
de CHIKV, onde poucos casos de DENV foram notificados, o que contraria 0s
achados de Phommanivong et al. (2016), que identificou um maior percentual de
casos de DENV em comparacéo aos de CHIKV durante uma epidemia ocorrida no
ano de 2014 no Laos (Asia).

No MS, 99/134 (73.88%) casos foram confirmados para DENV por
metodologias sorolégicas e/ou moleculares e 38/134 (28.35%) para ZIKV pela
metodologia de RT-PCR utilizada. No RJ, 17/91 (18.68%) foram confirmados para
DENV por metodologias sorolégicas e/ou moleculares, sendo 4 deles identificados
como pertencentes ao sorotipo DENV-4, e 25/91 (27.47%) foram positivos para
ZIKV. Estes dados continuam a contrariar achados de Phommanivong et al. (2016) e
com relacdo aos resultados encontrados no RJ, corrobora com Cabral-Castro et al.
(2016), que afirma que os casos de ZIKV predominam sobre os de DENV diante de
uma regido com co-circulacdo de DENV, CHIKV e ZIKV. Outro estudo publicado por
Singh et al. (2012) em Delhi (india) no ano de 2010 confirma a presenca dominante
de CHIKV durante surtos de DENV e CHIKV. (Singh et al., 2012, Cabral-Castro et
al., 2016)

Com relacdo as co-infecgdes, o presente estudo observou no AP 24 co-
infeccdes entre CHIKV e DENV, 2 entre CHIKV e DENV-1 e 2 entre CHIKV e DENV-
4. Na BA, 12/26 (46.15%) co-infecgdes entre CHIKV e DENV foram encontradas. No
MS, 33/111 (29.72%) foram identificadas como co-infec¢des, sendo 1 entre CHIKV e
DENYV, 2 entre CHIKV e DENV-1, 1 entre CHIKV, DENV-1 e ZIKV, 25 entre DENV-1
e ZIKV e 4 entre DENV e ZIKV. No RJ, 29/83 (34.93%) foram identificadas como co-
infeccdes, sendo 8/29 (27.58%) entre CHIKV e DENV, 17/29 (58.62%) entre CHIKV
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e ZIKV e 4/29 (13.79%) entre DENV e ZIKV. Devido a presenca de reatividade
cruzada com o DENV em reacdes soroldgicas, o diagndstico para o ZIKV ainda se
restringe, principalmente as técnicas moleculares, sendo o protocolo de RT-PCR em
tempo real descrito por Lanciotti et al. (2008) utilizado nos Laboratorios de
Referéncia do pais, o que dificulta a abrangéncia do diagnostico laboratorial para
este arbovirus (Brasil et al., 2016).

Além disso, co-circulagdo de arbovirus em uma determinada regido pode
dificultar a vigilancia epidemioldgica e o diagnostico diferencial dos pacientes, além
de proporcionar uma maior ocorréncia de co-infectados, conforme observado
durante um surto ocorrido no ano de 2013 em Laos (Asia) (Phommanivong et al.,
2016) e em 1962-1964 na Tailandia (Asia) (Halstead et al., 1969). Durante 2006,
também foi observado em Kinta District (Asia) que a possibilidade de co-infec¢ées
em areas endémicas para DENV e CHIKV é muito elevada, uma vez que ambos 0s
virus possuem periodos de incubacao similares, o que ira permitir uma dupla viremia
durante a fase aguda das duas doencas (Nayar et al., 2007).

Estudos publicados na literatura relatam co-infeccées entre CHIKV e DENV-2
em Laos (Asia) no ano de 2013 (Phommanivong et al., 2016), em Calcuta e Vellore
(india) em 1967 (Myers & Carey, 1967, Taraphdar et al., 2012), no Gab&o (Africa)
em 2007 (Leroy et al., 2009)) e um caso importado proveniente de um viajante que
migrou de Taiwan para Cingapura (Chang et al.,, 2010). Entre CHIKV e DENV-3
houveram relatos em Laos em 2013 (Phommanivong et al., 2016) e em Delhi (india)
em 2006. Entre CHIKV e DENV-4 foram relatados um caso importado proveniente
de um paciente retornando de Luanda (Angola) em 2014 (Parreira et al., 2014) e
outro em Delhi (India) no ano de 2006 (Chahar et al., 2009, Singh et al., 2012). O
estudo de Chahar et al. (2009) documenta ainda co-infec¢bes entre CHIKV, DENV-1
e DENV-3, além de CHIKV, DENV-3 e DENV-4 em Delhi (India) em 2006. Outras
publicacdes demonstram também pacientes co-infectados com CHIKV e DENV a
partir de um caso importado na Alemanha em 2008 (Schilling et al., 2009), entre
CHIKV e ZIKV na Bahia (Sardi et al., 2016) entre ZIKV e DENV na Nova Caledodnia
(Oceania) (Dupont-Rouzeyrol et al., 2015), entre CHIKV, DENV e ZIKV na Colémbia
(América do Sul) (Villamil-Gomez et al., 2016) e entre CHIKV, DENV e Maléaria em
um paciente que migrou na Nigéria para a india em 2014 (Raut et al., 2015).

A co-circulagéo do CHIKV, DENV e ZIKV necessita de maiores investigacoes
para a avaliacdo da gravidade da doenca em pacientes co-infectados e para a
aplicacao de melhores estratégias de prevencao e de vigilancia epidemiologica em
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regides endémicas/epidémicas para estes virus (Hertz et al., 2012, Pessoda et al.,
2016). Estudos sugerem que a rapida propagacao de arbovirus em uma populacao
sem imunizagdo pode resultar em co-infeccdes que favorecem a evolugdo da
genética, infectividade e patogenicidade viral (Caron et al., 2012).

Devido a disponibilidade de informacdes adicionais, as amostras confirmadas
para CHIKV provenientes do AP, MS e RJ foram caracterizadas de acordo com o
sexo, faixa etaria e frequéncia das manifestagbes clinicas nos pacientes. Os
resultados demonstram que em todas as regides estudas, foi observada uma maior
frequéncia da doenca em individuos do sexo feminino no AP e no RJ, o que
corrobora com alguns estudos que indicam que, apesar do CHIKV afetar ambos o0s
sexos, 0 sexo feminino é um fator de risco para o agravamento e persisténcia das
dores articulares (Essackjee et al., 2013, Brasil/MS, 2014).

Além disso, em todas as regides estudadas houve predominancia de idade
acima de 15 anos para os casos confirmados de CHIKV. No AP, o maior nimero de
casos foi destacado para individuos entre 16 a 20 anos e de 26 a 55 anos. No MS,
houve distribuicdo equilibrada de casos entre as diferentes faixas etarias. No RJ, a
maior frequéncia de casos confirmados para CHIKV foi para individuos na faixa
etaria de 26 a 30 anos, seguido de 41 a 45 e 51 a 55 anos de idade. Estes dados
corroboram com estudos anteriores que indicam predominancia de adultos na
populacdo afetada por CHIKV durante a epidemia da Ilha da Reunido em 2006,
seguido de individuos de meia meia-idade e idosos (Borgherini et al., 2008). Outras
publicacdes indicam também que a idade avancada € considerada um fator de risco
para a gravidade da doenca e persisténcia da artralgia devido a presenca de
comorbidades e uma resposta imunologica menos eficiente, sendo que individuos
acima de 65 anos apresentaram uma taxa de mortalidade 50 vezes maior quando
comparados a individuos menores de 45 anos de idade (Essackjee et al., 2013,
Brasil/MS, 2014).

Com relacéo as manifestacdes clinicas, em todas as regides estudadas houve
predominéancia de febre, artralgia, mialgia, prostracdo, edema, exantema, hiperemia
conjuntival, lombalgia, tontura, nausea, dor retro-orbitaria e anorexia. Publicagbes na
literatura destacam todos os sintomas citados como muito comuns durante a
infeccédo pelo CHIKV (Bandyopadhyay & Ghosh, 2008, Ali Ou Alla & Combe, 2011,
Kucharz & Cebula-Byrska, 2012, Javelle et al., 2014, Brasil/MS, 2015, Hyle & Alame,
2015). Outros estudos demonstram que o envolvimento cutaneo é elevado durante

esta doenca (Inamadar et al.,, 2008), podendo haver exantemas, Ulceras,

109



dermatoses, eritema (Bandyopadhyay & Ghosh, 2010), erupcédo cutanea e leséo
maculopapular que cedem em 3-4 dias sem sequelas (El Sayed & Dhaybi, 2008,
Prashant et al., 2009).

Dando destaque a artralgia, este € o sintoma mais caracteristico da infeccao
por este virus, sendo esta poliarticular e persistente por até 18 meses apos a fase
aguda (Borgherini et al., 2008). A artralgia é relatada como persistente em muitas
das epidemias de CHIKV (Malvy et al., 2009, de Andrade et al., 2010, Larrieu et al.,
2010, Ali Ou Alla & Combe, 2011, Chopra et al., 2012, Lui et al., 2012, Essackjee et
al., 2013, Schilte et al., 2013, Anderson et al., 2014, Foissac et al., 2015, Hyle &
Alame, 2015).

Durante a fase crbnica da doenca, as dores incapacitantes podem afetar a
realizacdo das atividades diarias do paciente (Borgherini et al., 2008), provocando
uma reducao da qualidade de vida, astenia, depressdo e ansiedade (Queyriaux et
al., 2008, Couturier et al., 2012, Schilte et al., 2013, Sam et al., 2015). Desta forma,
é de fundamental importancia o acompanhamento médico do paciente durante esta
fase para o tratamento dos sintomas emocionais e também para o combate da
artralgia e destruicdo da articulagdo (Couturier et al., 2012, Yaseen et al., 2014).
Outro fato importante € que um estudo confirmou que a prevaléncia de anticorpos
IgM é ainda maior entre 0s pacientes que apresentaram recuperag¢do da doencga,
descartando assim a associacao entre a presenca de IgM e a artralgia persistente
(Borgherini et al., 2008).

Devido a indisponibilidade de dados adicionais nas fichas epidemiolégicas
dos pacientes, a avaliacdo dos casos de CHIKV em Feira de Santana de acordo
com o bairro de origem, sexo, idade e manifestacfes clinicas foi impossibilitada.
Entretanto, dados demonstram que nesta regido ocorreu a predominancia de casos
positivos para o sexo feminino e para individuos com 20 a 49 anos durante 2015.
Com relacdo as manifestacdes clinicas, houve predominéncia da febre, artralgia
intensa e simétrica, edema e limitacées dos movimentos (SVS/MS, 2016b).

Por fim, este estudo realizou também a analise filogenética e caracterizacao
molecular de cepas representativas de CHIKV provenientes do AP e RJ. Os estudos
genéticos com os casos confirmados em Campo Grande (MS) foram impossibilitados
devido ao achado de apenas evidéncias sorologicas da infeccdo por este virus neste
estado. No AP, apesar de nado ter sido observada nenhuma alteracdo de
aminoacidos, foi demonstrado que todas as cepas analisadas pertencem ao

genotipo Asiatico, corroborando com outros estudos que revelam a cidade de
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Oiapoque (AP) como local de introducéo para este gendtipo no Brasil durante 2014 a
partir de cepas originarias do Caribe e da América do Sul (Parreira et al., 2014,
Nunes et al., 2015, Teixeira et al., 2015).

No RJ, foi demonstrada pela primeira vez a circulagdo do ECSA a partir de
um surto ocorrido em 2016 e dados anteriores indicam que este gendétipo foi
identificado pela primeira vez nas Ameéricas na cidade de Feira de Santana (BA) no
ano de 2014, onde foi introduzido de forma independente a partir de cepas
originarias da Angola (Africa Ocidental). Antes do presente estudo, n&o existia
nenhuma publicacdo na literatura relatando analises filogenéticas em cepas
autoctones deste virus nesta regido, havendo apenas uma descricdo do genotipo
asidtico proveniente do Caribe, Guadalupe, Republica Dominicana e México
encontrado em casos importados durante um estudo de 2014-2015 de Conteville e
colaboradores (2016).(Conteville et al., 2016)

Adicionalmente, a caracterizacdo molecular deste fragmento revelou que o
aminoacido alanina estava presente na posicdo 226 do gene E1, ndo mostrando
nenhuma mutacdo A226V nas cepas do RJ. Estudos realizados durante uma
epidemia de 2005-2006 ocorrida na ilha da Reunido revelaram que essa mutacao foi
responsavel pela geracdo da linhagem do Oceano indico (IOL), responséavel pelo
aumento da transmissdo de CHIKV por Ae. Albopictus (Tsetsarkin et al., 2007,
Thiboutot et al., 2010, Tsetsarkin et al., 2011, Leparc-Goffart et al., 2014).

Apesar disso, este estudo revelou uma alteracdo de aminoacidos E1-K211T
em todas as amostras analisadas e uma E1-V156A em duas amostras. A mudanga
do K211T ainda nao foi identificada nas cepas da Bahia, que possui o0 aminoacido
Lisina (K), assim como na sequéncia de referéncia proveniente da Angola (1962).
Outros estudos serdo necessarios para esclarecer as consequéncias destas
mudancas na aptiddo dos mosquitos e no sistema imunolégico humano, mas
algumas publicacGes sugerem que novas muta¢cdes como L210Q, 1211T e G60D na
regido E2 da IOL também oferecem vantagens para a transmissdo do CHIKV por
Ae. Albopictus (Tsetsarkin et al., 2007, Kariuki Njenga et al., 2008, Niyas et al.,
2010). Com relacdo ao aumento do fitness em Ae. Aegypti, mutagdes E1-K211E e
E2-V264A foram observadas na india durante 2006-2010 (Sumathy & Ella, 2012,
Agarwal et al., 2016).

E importante destacar que o gene E1 representa uma regido alvo para esta
analise devido a elevada variabilidade antigénica, sendo esta também necessaria

para a ligacéo, entrada do virus em células alvo e replicacdo viral durante a infeccéao
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pelo CHIKV (Solignat et al., 2009, Lum & Ng, 2015). Sendo assim, este estudo
fornece os primeiros dados de caracterizacdo molecular e andlise filogenética em
casos autoctones de CHIKV provenientes de uma epidemia ocorrida no RJ em 2016.

O crescimento exponencial dos casos desta doenca nesta cidade representa
um grave problema de saude publica e a co-circulacdo de trés arbovirus (DENV,
CHIKV e ZIKV) prejudica o diagnostico laboratorial e clinico destas arboviroses
(Brasil et al., 2016). Além disso, é de fundamental importancia o monitoramento da
dispersdo dos genotipos do CHIKV e identificacdo de possiveis mutacdes que
facilitam a transmisséo pelos mosquitos vetores, especialmente em uma regido onde
h4 uma ampla area de terra, alta densidade do vetor, presenca de individuos
suscetiveis e intenso movimento de turistas (Tsetsarkin et al., 2007, Tsetsarkin et al.,
2011, Rodrigues Faria et al., 2016)
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6 CONCLUSOES

* Em 2014 e 2015 houve predominio de casos de CHIKV e co-infeccbes entre
CHIKV e DENV no Amapa (AP) e Feira de Santana (BA).

* Em 2016 houve predominio de casos de DENV e ZIKV, assim como co-
infeccbes entre ZIKV e DENV em Campo Grande (MS), onde somente

evidéncias soroldgicas foram identificadas para CHIKV.

* No Rio de Janeiro (RJ) houve predominio de casos de CHIKV e de co-
infeccbes entre CHIKV e DENV, CHIKV e ZIKV e DENV e ZIKV na triplice
epidemia de 2016.

= No RJ, o RNA viral do CHIKV foi detectado por qRT-PCR em 1 caso

convalescente coletado 71 dias apds o inicio dos sintomas.

= A utilizacdo e combinacdo dos meétodos soroldgicos e moleculares foram
imprescindiveis para o diagnéstico diferencial das arboviroses, principalmente

nas investigacdes dos casos de co-infeccoes.

* Febre, artralgia, mialgia, prostracdo, edema, exantema, hiperemia conjuntival,
lombalgia, tontura, ndusea, dor retro-orbitaria e anorexia foram predominantes
nos casos de CHIKV no AP, MS e RJ.

= O gendtipo asiatico foi encontrado em todas as cepas de CHIKV do AP, nédo

havendo nenhuma diferenca de aminoacidos nas sequéncias genémicas.

= O genotipo ECSA foi identificado pela primeira vez todos os casos autoctones
de CHIKV analisados no RJ e as cepas ndo apresentaram a mutacdo A226V.
No entanto, uma substituicdo de aminoacidos K211T foi exclusiva das cepas

do RJ deste gendtipo.

»= A co-circulacéo de arbovirus em uma determinada regido pode proporcionar a

maior ocorréncia de co-infecgcbes e maiores estudos sdo necessarios para a
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investigacdo da evolucdo da genética, infectividade e patogenicidade viral a

partir destes casos.

= A triplice epidemia de arbovirus (CHIKV, DENV e ZIKV) presente no Brasil
desde 2015 e 2016 representa um grave problema de saude publica para o
pais, tornando o diagnéstico diferencial de extrema relevancia na investigacao

de casos suspeitos.
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7/ PERSPECTIVAS

. Investigar o papel da indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) e das células T
reguladoras (Tregs) em pacientes naturalmente infectados pelo CHIKV e comparar
os achados com aspectos clinicos e laboratoriais.

. Dosar a atividade da IDO em amostras plasmaticas dos casos confirmados de
CHIKV apresentado diferentes formas clinicas da doenca (tipicas, atipicas e graves)
e nos coinfectados com CHIKV/DENV ou CHIKV/ZIKV em comparacao a individuos

saudaveis;

. Avaliar a frequéncia das células Tregs CD4+ em pacientes monoinfectados
apresentado diferentes formas clinicas da doenca (tipicas, atipicas e graves) e nos
coinfectados com CHIKV/DENV ou CHIKV/ZIKA em comparacdo a individuos

saudaveis;

. Quantificar as citocinas circulantes e mediadores inflamatérios nos diferentes

grupos de estudo e correlacionar os niveis com a atividade da IDO;

. Avaliar a expressao da IDO em mondcitos de pacientes infectados pelo
CHIKV com diferentes formas da doenca (tipicas, atipicas e graves) e nos
coinfectados com CHIKV/DENV ou CHIKV/ZIKA em comparacdo a individuos

saudaveis;

. Avaliar a expressao da IDO em monécitos humanos frente a infeccdo pelo

CHIKV e a secrec¢do de citocinas nos sobrenadantes das culturas infectadas.
. Realizar a analise filogenética e caracterizacdo de subpopulacfes virais de

cepas de CHIKV detectadas em pacientes monoinfectados e coinfectados e

determinar sua potencial associa¢cdo com o desfecho clinico da doenca.
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BABSTRACT

Background: Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus that causes an acute febrile syndrome with

a severe and debilitating arthralgia. In Brazil, the Asian and East-Central South African (ECSA) genotypes
are circulating in the north and northeast of the country, respectively. In 2015, the first autochthonous cases
in Rio de Janeiro, Brazil were reported but until now the circulating strains have not been characterized.
Therefore, we aimed here to perform the molecular charactenzation and phylogenetic analysis of CHIKY
strains circulating in the 2016 outbreak occurred in the municipality of Rio de Janeiro.
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Methods: The cases analyzed in this study were collected at a private Hospital, from April 2016 to May
2016, during the chikungunya outbreak in Rio de Janeiro, Brazil. All cases were submitted to the Real Time
RT-PCR for CHIKV genome detection and to anti-CHIKV Ighl ELISA. Chikungunya infection was
laboratorially confirmed by at least one diagnostic methed and, randomly selected positive cases (n=10),
were partially sequenced (CHIKV E1 gene) and analyzed.

Results: The results showed that all the samples grouped in ECSA genotype branch and the molecular

characterization of the fragment did not reveal the A226V mutation in the Rio de Janeiro strains analyzed, 2014 Ebola Outbreak
but a K211T amino acid substitution was observed for the first time in all samples and a V156A substitution
in two of ten samnles

Cenclusions: Phylegenetic analysis and molecular characterization reveals the circulation of the ECSA Tweets
genotype of CHIKV in the city of Rio de Janeiro, Brazil and two amino acids substitutions (K211T and

W156A) exclusive to the CHIKV strains obtained during the 2016 epidemic, were reported Alvaro Carrascal
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BINTRODUCTION PLOS Currents: First Report ofthe East-Central

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus belonging to the Togaviridae family, Alphavirus genus causing an South African Genotype of #Chikungunya Virus

acute febrile syndrome with severe and debilitating arthralgia 1-2-2-#_ The viral particle is approximately 60-70 in Rio de Janeiro bitly/210mEuK
nm in diameter and composed of an icosahedral capsid surrounded by a lipid envelope. The viral genome e
consists of a single stranded positive sense RNA of 12kb in length, which encedes four non-structural o

proteins (NSP1-4) and five structural proteins (C, E3, E2, 6K and E1) 527 53] (775) de gggieas 2

CHIKV was first described in 1952 on the Makonde Plains, between Tanzania and Mozambique (East - : oNiter
Africa), and since its Discovery, the virus has been responsible for important emerging and re-emerging io'de Janeirg
epidemics in several tropical and temperate regions of the world ®_ Distinct CHIKV genotypes have been
identified — West African, East-Central South African (ECSA) and Asian. Moreover, the Indian Ocean
Lineage (IOL) has emerged in Kenya in 2004 as a descendant lineage of ECSA and caused several
outbreaks in Indian Ocean Islands, India and Asia from 2005 to 2014 ®:'°_ Although the Aedes (Ae.) aegypti
mosquite has been highlighted as the main vector for the urban cycle of CHIKV, Ae. albopictus has also
demonstrated a high vectorial competence for the virus transmission due to an A226V mutation in the E1
gene of ECSA genotype that generated the IOL and which promoted an increased infectivity in the midgut
dissemination to the salivary glands and transmission ®-'2-12.7% A |arge number of imported and
autochthonous cases of CHIKVY have been reported in American, Europe and Asian countries since 2006
due to viremic travelers arising from Africa, India and Indian Ocean islands "-12
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In the Americas, the first autochthonous transmission of the Asian genotype was reported during 2013 in the
San Martin Island, Caribbean '*-'° and since then, many autochthonous cases have emerged in Caribbean,
United States, Mexico and Central America, South America, including Brazil and Andean countries 8 In
Brazil, the first autochthonous cases of the Asian and ECSA genotypes were reperted in 2014 in the North
and Northeast cities of Oiapoque (Amapa State) and Feira de Santana (Bahia State), respectively %17 In
2015, 38,332 chikungunya suspected cases distributed in 696 municipalities were reported and, until the 3279
Epidemiological Week of 2016, a total of 216,102 suspected cases distributed in 2,248 municipalities were
reported in the country. Despite the highest incidence of chikungunya cases in the Nerthern region of Brazil |,
the virus spread to the Scutheast regicn in 2015 and 18,173 cases were reported during 2016, with 13,058 of
those restricted to the city of Rio de Janeiro 8.

The exponential growth of chikungunya cases in Rio de Janeiro represents a serious public health problem,
especially due to the current co-circulation with dengue and zika. As both Asian and ECSA genotypes were
intreduced in Brazil in 2014, the viral surveillance is of great importance to access the impact over a
population, as the role of distinct genotypes in the disease severity and chrenicity are still not well
understood. Moreover, the monitoring and characterization of CHIKV genotypes allow the identification of
possible mutations such as the E1-A226V. of described epidemiological impact ®-'2. Despite the increased
incidence of the disease in the past year, the information of CHIKV genctypes circulating in Brazil is still
scarce. Here, we aimed to perform the genotype characterization of CHIKY strains detectedduring the
ongoing 2016 outbreak in Rio de Janeiro, Brazil.

EMATERIAL AND METHODS
Ethical Statement

The samples analyzed in this study were from the an ongeing preject for arbovirus research in Rio de
Janeiro, Brazil approved by resclution number CSN136/96 from the Oswalde Cruz Foundation Ethical
Committee in Research (CEP 111/000), Ministry of Health-Brazil. Al participating subjects provided a written
consent.

Clinical samples

The plasma samples analyzed in this study were collected from April 2016 to May 2016 during the
chikungunya outbreak in Rio de Janeiro, Brazil. Patients were assisted at the Hospital Rio Laranjeiras (HRL)
where an infectious disease physician collected data on demographic characteristics, symptoms and
physical signs using a structured questionnaire. Chikungunya suspected cases (n=91) were obtained during
an active surveillance performed by the Laboratory of Viral Immunclogy, IOC/FIOCRUZ. All cases were
submitted to the Real Time RT-PCR for CHIKV genome detection '@ and to the anti-CHIKV ELISA IgM kit
(Euroimmun, Lubeck. Germany), according to the manufacturer's protocol. Chikungunya infection was
laboraterially confirmed by at least one diagnestic methed in 76.97% (70/91) of the cases, 48.57 (34/70) by
serology and 84.28 (59/70), by Real Time RT-PCR. Moreover, 35.85% (23/70) of the cases were confirmed
by both methods. Chikungunya positive cases (n=10) by Real Time RT-PCR, were randomly selected for
partial sequencing (E1 gene) and phylogenetic analysis. The epidemiclogical data and clinical manifestations
from the confirmed cases sequenced in this study are available on Figure 1.

F=Female: M=Male; Y= Yes; N=No.

Fig. 1: Epidemiclogical data and clinical manifestations from the chikungunya confirmed cases (n=10)
sequenced in this study.

Chil ya virus g lificati qa ing and phylog i ly

The fragments generated were purified using PCR Purification Kit or Gel Extraction Kit (QLAGEN, Inc_,
Germany) and sequenced in both directicns using the BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
version 3.1 kit (Applied Biosystems®, California, USA). The thermocycling conditions consisted of 40 cycles
of denaturation (94°C/10 sec), annealing (50°C/5 sec) and extension (50°C/4 min). Sequencing was
performed on an ABI 3730 DNA Analyzer, Applied Biosystems®, California. USA 21, The sequences
analysis was perfermed using BioEdit (http:/fwww mbic.ncsu.edu/bicedit’bicedit. htmL), sequences’ identity
was performed using BLAST (htip://blast ncbi_nlm_nih_gov/Blast cgi) and alignments using CLUSTAL
OMEGA (http-/fwww ebi ac uk/Tools/msa/clustalol). The data set was constructed with sequences
previcusly deposited on GenBank and representative of each genctype and with sequences identified using
BLAST. Phylogenetic trees were constructed using the MEGA 6 (http:/fwww megasoftware net/), by the
“Neighbor-Joining” method and Maximum-Likelihood, Kimura-2 parameter model (K2), with a bootstrap of
1,000 replications. Both methods were used as confirmation of the results. The trees was built based on the
analysis of the best fit for model. as provided by the software. Partial CHIKW genome sequences were
deposited in GenBank and accession number were as follow: KX966400 to KX966409_

ERESULTS

The molecular characterization and phylogenetic analysis of representative strains (n=10) of CHIKV detected
in infected patients during the 2016 outbreak in Rio de Janeiro was performed in comparison to reference
sequences available cn Genbank and were used to represent the Asian. ECSA and West Africa genotypes.
The results, based on a 375-basepair fragment, showed that all the analyzed strains grouped in the ECSA
genotype branch, together with a sequence from a sample identified in Bahia in 2014 (Figure 2).
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Fig. 2: Genotyping of CHIKV strains (n=10) identified in Rio de Janeiro during the outbreak occurred in
2016. Neighbor Joining method (A) and Maximum-Likelihood (B), both K2 parameters model, bootstrap
of 1,000 replications. The CHIKV sequences analyzed are represented by black circles. CHIKV strains
were named as follows: GenBank accessicn number (or name strainj/country/year. The O'nyeng nyeng
virus was used as outgroup.

The molecular characterization of the E1 fragment revealed that the alanine aminc acid was present at the
E226 position, showing no A226V mutation. Interestingly, a K211T amino acid substitution was identified in
all analyzed samples and a V156A substitution was identified in two samples of this study (Figure 3).
Furthermore, the CHIKV sequences identified in Bahia belonging to the ECSA genotype did not show this
substitution at the 211 amine acid and where a lysine (K) is found in the prototype
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Fig. 3: Analysis of the amino acid substitutions (positions 103 to 227) based on partial sequencing of
the envelope 1 (E1) gene of the CHIKV ECSA genotype identified during the 2016 cutbreak in Ric de
Janeiro, Brazil. V: Valing; T: Treonine; K: Lisine; A: Alanine.

BDISCUSSION AND CONCLUSIONS

CHIKV has been responsible for important emerging and reemerging epidemics characterized by severe and
incapacitating polyarthralgia syndrome ¥+ Due to the intense mavement of viremic travelers arising from
Africa, India and Indian Ocean islands, many imported cases of the disease were reported on American,
European and Asian countries since 2006 1112

The high vecter density, the presence of susceptible individuals and the intense movement of people has
charactenzed Brazil as a country of majer nisk for the occurrence of epidemics by arboviruses. After its
intreduction, CHIKV has caused outbreaks in many regions of Brazil, mainly affecting the Northem regicn
Despite that, the Southeast Region has played an important role in the disease epidemiology, as imported
cases were reported since 2010 and most autochthonous CHIKV cases during 2015 and 2016 8.2

The exponential growth of CHIKV cases in Rio de Janeiro represents a serious public health problem and the
co-circulation of three arboviruses (DENY, CHIKV and ZIKV) results in difficult differential diagnosis 2. Prior
to this study, no phylogenetic information was available on the autochthenous CHIKYV strains circulating in
Rie de Janeiro and, the data available was from the Asian genotype characterized in imported cases
analyzed in 2014 and 2015 %

From our knewledge, this is the first repert en the ECSA genotype circulation during the 2016 outbreak in Rio
de Janeiro. This genotype was first reported in Feira de Santana, Bahia, Northeast region of Brazil, during
2014 and studies revealed that the strains originated from Angola (West Africa). Moreover, it was the first
time that this genotype was reported in Americas. The other CHIKV introduction in Brazil was from the Asian
genctype in Oiapoque, Amapa, Nerth Brazil, alse during 2014 and, studies revealed that those strains were
originated from the Caribbean and South America 1272 Additionally, the molecular characterization the E1
gene fragment analyzed showed that an alanine was present at the E226 position, therefore showing no
A226Y mutation. Studies performed during the 2005-2006 epidemic occurred in the Reunion Island
characterized that this mutation was responsible for generating the IOL, responsible for an increased CHIKY
transmission by the vector Ae. albopictus ®-12-13-%_ Furthermore, the E1 gene represents a target region for
this analysis due to the high antigenic variability, role in the attachment, viral entry into target cells and viral
replication during CHIKV infection 7-*" . However, this study revealed a K211T amino acid substitution in all
samples analyzed and a V156A substitution in two sequences. The fermer substitution was net identified in
the strains from Bahia, which has a Lysine (K) as in the reference strain (Angola/1962). Further studies are
needed to clarify the consequences of those mutations, including to the mosquitoes fitness and the hurmnan
immune system, but other studies suggest that new mutations such as [210Q, I211T and G60D in the E2
region of the I0L also offer advantages for the transmission of CHIKV by Ae. albopictus #:2-* The
mutations K211E on E1 and V264A on E2 were reported to impact Ae. aegypti ‘s fitness in India during the
2006 to 2010 epidemic 2031

This study provides the first genotype surveillance of autechthonous CHIKY cases during the 2016 epidemic
in Rio de Janeiro and stress the need for monitoring the spread of the distinct genotypes and the
identification of possible mutations that may facilitate the viral transmission by the mosquitoes’ vectors
None of the chikungunya patients were hospitalized or had other complications related to classic
rheumatolegic chikungunya syndreme. Rio de Janeire is an important port of entrance and spread of
arboviruses, as observed for the distinct DENV serotypes. The recent events occurred in Rio de Janeiro also
reinforces the need for viruses' surveillance and characterization
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Instituicao: Fundacdo Oswaldo Cruz-10C
Projeto de Pesquisa: Virus DENGUE, ZIKA e CHIKUNGUNYA: uma abordagem
multidisciplinar para a caracterizacao dos aspectos epidemiolédgicos, virologicos e
imunolégicos em apoio a investigacdo do impacto destas aroviroses no Brasil.
Investigadores:
Objetivo da Pesquisa: ESTUDAR AS DOENCAS DA DENGUE, ZIKA E CHIKUNGUNYAPARA MELHORAR 0S
TRATAMENTOS E AJUDAR O DESENVOLVIMENTO DE UMA VACINA EFICAZ.

Eu, fui informado de que
este estudo é para obter mais conhecimentos sobre minha doenca, que se chama
DENGUE. MINHA PARTICIPAGAC SERA APENAS PARA DOAR SANGUE DURANTE OU APOS MEU
ATENDIMENTO MEDICO. Os resultados deste estudo ndo me beneficiardo diretamente, mas
poder&o no futuro beneficiar outras pessoas com esta doenca.

O procedimento sera o seguinte: UM VOLUME DE 5 ML OU DE 20 ML SANGUE sera obtido
por puncéo da veia do antebraco, noc mesmo momento em que for coletado sangue PARA
DOSAGEM DE PLAQUETAS E HEMATOCRITO NECESSARIOS PARA CONHECER E CONTROLAR A
GRAVIDADE DO MEU ESTADO. SEREI SOLICITADO A DOAR 5 OU 20 ML SANGUE UMA VEZ APOS A
RECUPERAGAO (ENTRE 1 A 2 MESES) COM A FINALIDADE DE CONFIRMAR A NORMALIDADE DOS
EXAMES LABORATORIAIS.

FOI-ME EXPLICADO QUE ESTA QUANTIDADE DE SANGUE REPRESENTA UMA PEQUENA
PORGCAO DO QUE POSSUO E SUA RETIRADA NAO VAIME PREJUDICAR.

A retirada do sangue sera feita por um enfermeiro ou técnico do Hospital Rio-
Laranjeiras. Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, séo aqueles relacionados
com a retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (rouxidéo) no local da puncéo,
com duracdo de 3 a 5 dias. Todos os cuidados serdo tomados, como uso de seringa,
agulha e gaze descartaveis e alcool para assepsia local, entre outros. Quanto aos exames
e procedimentos ndo foram identificados riscos até o momento.

Os resultados deste estudo serdo relatados a minha pessoa e considerados
confidenciais, podendo os mesmos ser divulgados na forma de comunicac&o cientifica.
Entretanto néo sera permitida a minha identificacao, o que garante a minha privacidade.

O pesquisador responsavel colocou-me a par destas informacdes, estando a
disposi¢céo para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas duvidas. Também
tenho toda liberdade para contactar os demais pesquisadores envolvidos neste estudo.

MINHA PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO E INTERAMENTE VOLUNTARIA, E SOU LIVRE PARA
RECUSAR A PARTICIPAR NO ESTUDO. OU ME RETIRAR EM QUALQUER FASE DA PESQUISA SEM
QUE ISSO POSSA AFETAR OU PREJUDICAR O CUIDADO MEDICO A QUE DEVO RECEEER.

Recebi uma copia deste termo de consentimento, e pela presente consinto
voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que os procedimentos acima sejam
realizados na minha pessoa.

Nome
Eu, Responsavel pelo menor acima identificado, autorizo sua participacdo, como
voluntario (a) no presente projeto de pesquisa.
Data:
Nome :
Assinatura :
Pesquisadores:
Dra.Elzinandes L Azeredo (021) 97183-9093.
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APENDICE C - COMITE DE ETICA EM PESQUISA -
CEP/FIOCRUZ (CNS 466/12)

Ministério da Salde
A Fundacao Oswaldo Cruz
COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FIOCRUZ

Rio de Janeiro, 13 de maio de 2014.

| Solicitacdo de extensdo do prazo de execucao de projeto e emenda |

Titulo do Projeto: "Dengue no Brasil: vigilancia virologica, epidemiologia molecular e
padronizacdo de método sorologico utilizando antigenos recombinantes”.

Protocolo de pesquisa: 274/05

Pesquisador Responsavel: Dra. Rita Maria Ribeiro Nogueira.

Instituicao: Laboratodrio de Flavivirus do IOC/Fiocruz

Foi submetido a apreciacdao do CEP Fiocruz/IOC e APROVADA a solicitacdo de extensao
do prazo de execucao do projeto supracitado até 2016, e a emenda solicitando a inclusdo de

Biomanguinhos como colaborador do projeto.

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP
FIOCRUZ/IOC), de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/12, manifesta-

se pela aprovacao da solicitacdo de extensao do prazo de execucao do projeto supracitado.

Informamos que deverdo ser apresentados relatorios parciais e relatorio final do projeto
de pesquisa. Aléem disso, qualquer modificacdo ou emenda ao protocolo original devera ser

submetida para apreciacao do CEP/Fiocruz.

José Henrique da Silva Pilotto
) Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
(CEP Fiocruz-10C)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INVESTIGACAO DE DENGUE E OUTRAS ARBOVIRORES EM CASOS FEBRIS
OCORRIDOS EM MACAPA E A POTENCIAL UTILIZACAO DE ESPECIMES
ALTERNATIVOS

Pesquisador: FLAVIA BARRETO DOS SANTOS

Area Tematica:

Verséo: 1

CAAE: 30757314.1.0000.5248

Instituicdo Proponente: Fundac&o Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/I0C
Patrocinador Principal: Fundag&o Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/10C

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 720.338
Data da Relatoria: 08/07/2014

Apresentacao do Projeto:

O monitoramento dos sorotipos de virus dengue (DENV) numa regido & extremamente importante dado que
o conhecimento dos virus associados as epidemias poderé ajudar a predizer a gravidade de surtos futuros.
Frente as limitadas opc¢des de prevencéo e controle das epidemias, o diagnostic laboratorial possui um
papel fundamental no Sistema de Vigilancia Epidemiolégica, através do monitoramento continuo das
infecgdes, confirmando novos casos e identificando os sorotipos circulantes. Ademais, & de relevancia para
o diagnostico diferencial a investigac&o de outros arbovirus em casos febris nos quais a infecg&o por DENV
nao foi confirmada, uma vez que muitos dos sinais e sintomas dessas arboviroses sdo compartilhados. Em
regides de dificil acesso ou remotas, como as encontradas na regiées do estado do Amapa (AP), a
utilizagédo de métodos de coleta alternativos e menos invasivos torna-se uma grande contribuigéo a
investigacéo destes agravos. Portanto, visamos neste Projeto identificar os sorotipos de DENV circulantes
no AP detectados a partir de casos suspeitos recebidos no Laboratario Central (LACEN-AP) sob demanda
esponténea e investigar os casos febris negativos para dengue para a identificacéo de outros arbovirus.

Metodologia: Ser&o analisados casos suspeitos de dengue ocorridos no Estado do Amapa no
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periodo de Janeiro de 2014 a Dezembro de 2017. Os casos febris negativos serdo analisados para a
identificag&o de outros arbovirus. Amostras de saliva, urina e sangue seco coletado por punc¢éo digital em
papel de filtro, serdo testados adicionalmente as amostras de soro recebidas. As amostras de soro, sangue
ou plasma serdo provenientes de Postos de Saude e Hospitais dos municipios do estado do Amapa e de
pacientes recebidos, por demanda espontanea, no LACEN-AP. Os pacientes atendidos no LACEN-AP serdo
convidados a participar da pesquisa para coleta dos espécimes alternativos apos a assinatura TCLE. As
amostras recebidas serdo acompanhadas por fichas epidemiologicas contendo identificac&o e dados

referentes a coleta, observacdes clinicas do caso, entre outros dados relevantes para o seu processamento.

Total de participantes: 500 pessoas

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Estudar casos febris ocorridos no estado do Amapa para a investigac&o de dengue e outras arboviroses em
amostras de soro e espécimes alternativos para o diagnostico laboratorial.

Objetivo Secundario:
- Investigar casos suspeitos de dengue recebidos sob demanda espontanea no LACEN AP utilizando o
diagnéstico sorologico (captura de IgM e NS1);

- Implantar o RT-PCR convencional para a deteccéo dos sorotipos de DENV circulantes no Amapa em apoio
a vigilancia da doenca no Brasil;

- Realizar a genotipagem e caracterizacéo molecular dos sorofipos de DENV detectados no Amapa no

periodo de estudo;

- Investigar e caracterizar outras arboviroses em casos febris negativos para dengue recebidos sob
demanda espontanea no LACEN-AP por métodos moleculares e/ou sorologicos;

- Avaliar a utilizacdo de espéecimes alternativos (saliva, urina e sangue seco em papel de filtro) no
diagnostico de casos suspeitos de dengue e néao dengue
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Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos informados: risco minimo ao paciente, uma vez que emprega a obtencgéo de saliva, coleta de sangue
por pungédo venosa e digital e coleta de urina. Os possiveis riscos e desconfortos séo aqueles relacionados
com a retirada de sangue, dor ou rouxidéo no local da coleta.

Beneficios informados: investigacéo e determinacéo da etiologia de casos febris recebidos no LACEN-AP na
suspeita de dengue. E objeto principal deste Projeto, a implantacéo de uma ferramenta molecular (RT-PCR),
sensivel e ainda ndo disponivel para a identificacdo dos sorotipos de dengue no Amapa em apoio a
vigilancia destes virus no pais. Adicionalmente, visa-se estabelecer a utillizagéo de espécimes alternativos
frente a coleta de sangue par

puncéo venosa para o diagnostico laboratorial e reduzir o custo do envio de amostras ao LACEN pela

utilizacdo de coleta em papel de filtro.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
O projeto esta suficientemente claro em seus propésitos e devidamente fundamentado. E do Grupo Il e,
portanto, n&o necessita de submisséo a CONEP antes de ser iniciado. Nessa segunda verséo do projeto, a

pesquisadora responsavel incluiu os documentos solicitados no primeiro parecer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Foram apresentados a folha de rosto, projeto de pesquisa, cronograma atualizado,orcamento da pesquisa,

termo de consentimento livre e esclarecido.

Recomendacgoes:
Apresentar relatorios parciais (anuais) e relatdrio final do projeto de pesquisa é responsabilidade indelegavel
do pesquisador principal.

Qualquer modificacdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida a apreciacdo do
CEP Fiocruz/10C.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:
Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), em sua
195a Reuni&o Ordinaria, realizada em 15.07.2014, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugéo

CNS 466/12, manifesta-se pela aprovacéo do projeto de pesquisa proposto.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Néao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

0O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

RIO DE JANEIRO, 16 de Julho de 2014

Assinado por:
José Henrique da Silva Pilotto

(Coordenacdor)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DENGUE, ZIKA E CHIKUNGUNYA: UMA ABORDAGEM MULTIDISCIPLINAR EM
APOIO A INVESTIGACAO DESTAS ARBOVIROSES NO BRASIL

Pesquisador: FLAVIA BARRETO DOS SANTOS

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 57221416.0.1001.5248

Instituigdo Proponente: FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Patrocinador Principal: FUN CARLOS CHAGAS F. DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO - FAPERJ
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.920.256

Apresentacédo do Projeto:

"As epidemias causadas por dengue, chikungunya e zika constituem um sério problema de Saude Publica
brasileira, com grande impacto para sociedade. Dadas as limitadas opgdes de prevencao e controle, é
demonstrado que o diagnostico laboratorial possui um papel fundamental para o tratamento oportuno dos
pacientes. Os quatro sorotipos de DENV variam em termos de patogenicidade e viruléncia, e a
imunopatologia da doenca pode estar diretamente associada ao virus, as diferencas nos sorotipos e
gendtipos. O CHIKY introduzido no pais é conhecido por causar uma doenca considerada benigna até
entdo, porém, apresentacdes atipicas e complicag@es neurologicas, cardiacas, renais, oculares e de pele, ja
foram reportadas. A infecgéo pelo ZIKV n&o era associada a complicagdes grave, no entanto, relatos da
sindrome de Guillain-Barré foram descritos. O aumento significativo de casos de microcefalia em fetos,
possivelmente associada a infeccgao pelo ZIKV foi reportado. O presente Projeto é resultante da formacéo de
uma Rede proposta que visa atender as demandas emergenciais de enfrentamento do dengue, zZika e
chikungunya no ambito da Saude Publica nacional e prop&e uma abordagem multidisciplinar que contribua
nas areas da vigilancia epidemiologica, aspectos clinicos, diagnostico laboratorial, fisiopatologia das

infecgcBes e desenvolvimento tecnoldgico. A integracéo entre a rede ocorrera
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entre as diferentes frentes propostas que compreendera a vigilancia e investigacéo de casos, dos virus e os
dados gerados serdo compartilhados entre as partes e divulgados. O Laboratorio de Flavivirus 10OC/
FIOCRUZ, estabelecido em 1986, € Centro de Referéncia Regional de Dengue e Febre Amarela e mais
recentemente, Chikungunya e Zika para o Ministério da Saude. Possui entre suas atribuicdes, supervisdes e
capacitagéo de Laboratérios Centrais dos Estados e/ou Laboratérios locais integrantes da sub rede de
diagnostico. Desenvolve linhas de pesquisa relacionadas ao desenvolvimento e implantacao de métodos de
diagnostico laboratorial, investigacéo de casos clinicos e fatais, epidemiologia, epidemiologia molecular e
desenvolvimento tecnologico. Foi responsavel pela isolamento de trés dos quatro sorotipos de DENV no
Brasil e identificac&o dos primeiros casos de Chikungunya e Zika no Rio de Janeiro. O Laboratorio de
Imunologia Viral, IOC/FIOCRUZ tem como misséo o estudo imunopatolégico de infecgbes virais humanas,
com énfase na dengue, o estudo de mono e coinfecgdes virais, com sintomatologia indiferenciada da
dengue, parvovirose e a chikungunya. A Rede conta com colaborac¢do do Dr Rivaldo Venéncio da Cunha da
UFMS e FIOCRUZ Cerrado, MS e membro dos Grupos Assessores Tecnicos para Dengue e Chikungunya
da Organizacédo Pan-Americana da Saude (OPAS), do Dr. Paulo Damasco do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (UERJ) e Dr Luiz José de Souza do Centro de Referéncia da dengue — Campos dos Goytacazes,
RJ. Compde ainda a Rede proposta, o Instituto De Biologia do Exército, que visa prestar assisténcia, aos
usuarios do Sistema de Saude do Exército mediante apoio no diagnoéstico laboratorial, pesquisa e producéo
de imunobiologicos. Colaboradores da SES/RJ, UNIRIO, UFRJ, UERJ, PUC Rio e FIOCRUZ, representados

por Laboratorios do 10C, ENSP e ICIT vém contribuir para o carater multidisciplinar da proposta.”

Objetivo da Pesquisa:
"OBJETIVO PRINCIPAL
Investigar os aspectos clinico-epidemioldgicos, viroldégicos e imunopatoldgicos de casos de dengue,

chikungunya e zika em apoio ao conhecimento do impacto destas arboviroses no Rio de Janeiro e Brasil.

OBJETIVOS ESPECIFICOS VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, VIROLOGICA E DIAGNOSTICO
LABORATORIAL:

(i) Descrever os aspectos clinico-epidemioldgicos, laboratoriais e imunologicos de casos de infecgéo pelos
DENVY, ZIKV, CHIKY e outras arboviroses ocorridos no RJ e Estados colaboradores, recebidos no
Laboratorio de Flavivirus, IOC/FIOCRUZ, Centro Referéncia Regional para o Ministério da Saude e

coletados a partir de colaboracdes estabelecidas pelo Laboratério de Flavivirus e pelo
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Laboratorio de Imunologia Viral, IO/FIOCRUZ;

(ii) Realizar a vigilancia dos genotipos circulantes e analise metagendmica do viroma dos arbovirus
detectados,

(i) Descrever o perfil epidemiologico dos DENY, ZIKV, CHIKV nas gestantes, nas microcefalias e nas
complicacdes neonatais associadas a transmisséo destes virus;

(iv) Correlacionar a base de dados de notificacdes de doencas exantematicas, microcefalia e resultados
laboratoriais com o georreferenciamento estadual de DENV, ZIKY, CHIKV;

(v) Constituir polo sentinela de vigiléncia epidemiologica para dengue, zika e chikungunya no territorio de
Manguinhos a fim de descrever a frequéncia das manifestagdes clinicas e laboratoriais das trés arboviroses
e a distribuicdo espaco-temporal dos casos no territorio;

(vi) Realizar o acompanhamento e investigac&o de gestantes com sintomatologia de ZIKV e casos de
microcefalia pelo Centro de Referéncia de Dengue e Maternidade Referéncia do Municipio de Campos dos
Goytacazes, RJ, por Hospitais e Maternidades sediados no estado do RJ e Estados colaboradores;

(vii) Promover a descentralizacdo do diagnostico de CHIKY e ZIKV para mais de um dgrupo de
colaboradores possibilitando a melhoria da capacidade diagnostica no RJ e Estados colaboradores;
(viii) Propor um modelo de formacé&o profissional para ACE e ACS, com énfase na territorializacéo, visando
& melhoria na qualidade do servigo no &mbito do Sistema Unico de Sadde (SUS).

ASPECTOS CLINICOS, FISIOPATOLOGICOS E VACINAS:

(i) Selecionar epitopos de células T e B mais imunogénicos em proteinas dos DENV, CHIKY e ZIKV por
predicéo in silico e de acordo com os alelos de HLA mais frequentes dos pacientes recrutados;

(i) Determinar a carga viral de casos de infeccéo pelos DENY, CHIKV e ZIKV correlacionando-a com o
quadro clinico;

(iii) Quantificar nivels séricos de citocinas e quimiocinas em pacientes com DENV, CHIKY ou ZIKV e
correlacionar com dados clinicos, hematologicos, bioquimicos;

(iv) Realizar a analise histopatologica de casos fatais de DENV recebidos retrospectivamente e
prospectivamente durante 30 anos e na disponibilidade de casos fatais por ZIKV e CHIKY;

(v) Avaliar a interagé&o virus-hospedeiro do ZIKV em diferentes linhagens celulares in vitro;

DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO:

(i) Avaliar por dinamica molecular, o impacto da mutagéo P250L na estabilidade da NS1 dos flavivirus;
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(i) Obter modelo de estrutura da NS1 do ZIKV e obter moléculas candidatas & inibic&o desta proteina;

(i) Avaliar a eficacia das moléculas candidatas a inibic&o da infeccdo por ZIKV em modelos de infeccéo in
vitro em atuacg&o conjunta com Laboratorios da Rede;

(iv) Obter e caracterizar nanoparticulas com carater Janus para potencial utiliza¢&o testes de diagnastico

precoce do dengue baseados na NS1.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCO DA PESQUISA

Os autores mencionam os possivels riscos do estudo e também os cuidados a serem tomados de forma a
evita-los efou minimiza-los. Conforme a seguir: “...desconfortos relacionados com a retirada de sangue, dor
ou rouxidédo no local da coleta. Com intuito de evitar esse risco utilizaremos pessoal treinado e capacitado
para a realizacéo de coleta de sangue. Em caso de rouxid&o os participantes da pesquisa seréo avaliados
pelo corpo médico e sera fornecido os medicamentos para o tratamento do hematoma. Deve ser
considerado também a possibilidade de ocorrer estresse e constrangimentos na aplicacéo dos TCLEs e
formularios, por isso contaremos com uma equipe treinada para aplicar os termos e formularios de forma
com que os participantes néo se sintam obrigados a participar da pesquisa e também sejam devidamente
orientados com linguagem clara e adequada de todos os procedimentos submetidos as amostras de cada

participante.”

BENEFICIOS DA PESQUISA

O estudo proposto menciona beneficios indiretos, conforme a seguir: “.._atender as demandas emergenciais
de enfrentamento do dengue, zika e chikungunya no ambito da Saude Publica nacional e propde uma
abordagem multidisciplinar que contribua nas areas da vigildncia epidemioldgica, clinica, diagnostico

laboratorial, fisiopatologia e desenvolvimento tecnologico.”

Comentarios e Consideragcoes sobre a Pesquisa:

Projeto envolvendo diferentes instituicdes com uma proposta relevante pela necessidade de obtencgéo de
conhecimentos sobre o perfil epidemioldgico das doengas exantematicas nas gestantes e das microcefalias
notificadas, principalmente pelos perfis atipicos ocorridos nas infecgdes por DENGUE, ZIKA E
CHIKUNGUNYA e pela escassez de estudos sobre a patogénese das infecgdes pelos virus em questéo.
Somado a isso, o estudo propde a capacitacado dos ACE e ACS como estratégia para a construcéo de

conhecimento sobre as formas de prevencgéo de doengas e
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nas ac¢des de promocéo da saude e implantar um polo de vigilancia sentinela para arboviroses de base
territorial no bairro de Manguinhos e analisar a distribui¢do espacial dos casos notificados e e confirmados

no Estado do Rio de Janeiro, por meio do georreferenciamento.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Nesta versdo foram apresentados e analisados documentos abaixo relacionados, necessarios ao

atendimento das pendéncias apontadas na ultima avaliacdo. Todos postados em 16/01/2017.

1)PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_731199 pdf - Projeto formato Plataforma Brasil
2)Biorrepositorio 160117 _pdf- Regimento interno de Biorrepositorio do laboratorio de imunologia viral do
Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz, em papel n&o timbrado contemplando os seguintes itens: Descricéo do
Biorrepositorio; composi¢éo; fontes dos materiais bioldgicos humanos e dos dados clinicos; seguranca da
informacé&o protegida sobre saude; armazenamento de amostras; obrigacdes e renuncia; disposigdes gerais.
Datado de 16/01/2017 e assinado pelas pesquisadoras Dras. Flavia Barreto dos Santos - Pesquisadora
Responsavel pelo Biorrepositorio do Laboratorio de Imunologia Viral (LIV/IOC/Fiocruz); Luzia Maria de
Oliveira Pinto Vice-chefe do Laboratorio de Imunologia Viral (LIV/IOC/FIOCRUZ) e Elzinandes Leal de
Azeredo Chefe do Laboratorio de Imunologia Viral (LIV/IOC/FIOCRUZ)

3)ANEXOIX.doc-Termo de consentimento de autorizacdo para o armazenamento e utiliza¢g&o do material
biologico coletado - Documento redigido em papel timbrado

4) ANEXOV . doc - Termo de consentimento livre e esclarecido/Coleta de amostra para a deteccédo de
dengue, zika e chikungunya em casos de natimortos - Documento redigido em papel timbrado
5)ANEXOIlll.doc - Termo de consentimento livre e esclarecido /Tcle gestante - Documento redigido em papel
timbrado

6)ANEXOl.doc - Termo de consentimento livre e esclarecido/coleta de amostra para a detecgéo de dengue,
zika e chikungunya — Documento redigido em papel timbrado

T)Alteracoes160117 .pdf- Carta resposta redigida em papel timbrado com consideractes e comentarios
referentes a pesquisa dengue, zika e chikungunya: uma abordagem multidisciplinar em apoio a investigacéo
destas arboviroses no Brasil destinada ao Comité de Etica em Pesquisa — IOC/FIOCRUZ; assinada pela
pesquisadora Dra. FLAVIA BARRETO DOS SANTOS e datada de 16/01/2017.

Recomendagoes:
Segundo RESOLU(}?\O N° 466, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2012, “A responsabilidade do pesquisador
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& indelegavel e indeclinavel e compreende 0s aspectos éticos e legais.

X1.2 - Cabe ao pesquisador: a) apresentar o protocolo devidamente instruido ao CEP ou @ CONEP,
aguardando a decis&o de aprovacéo ética, antes de iniciar a pesquisa; b) elaborar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido; ¢) desenvolver o projeto conforme delineado; d) elaborar e apresentar
0s relatorios parciais e final; e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;
f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apds o término da pesquisa; g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacéo,
com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e h)
justificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrup¢é&o do projeto ou a ndo publicagio dos
resultados.”

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
As pendéncias abaixo foram apontadas na avaliac&o anterior e foram atendidas plenamente. Sendo assim,
néo ha, na verséo atual, pendéncias ou inadequac¢des que impossibilitem o inicio do estudo proposto.

Pendéncias e inadequacdes atendidas:

1) A verséao do projeto formato PB foi atualizada, segundo as alteractes da versdo completa do projeto. Os
dois documentos s&o correspondentes.

2) Foi anexado o regimento interno de biorrepositorio do laboratério de imunologia viral do instituto oswaldo
cruz/fiocruz, conforme exigéncia da Norma operacional 001/2013, Resolugéo CNS 441/2011 3 Portaria
2.201/2011.

3) Os TCLEs foram modificados em relag&o ao tempo de armazenamento de material biologico.

4) O cronograma foi ajustado de acordo com a data de obtencéo da licenca CEP.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz/I0C), de acordo
com as atribuigdes definidas na Res. CNS 466/12, manifesta-se por APROVAR o projeto de pesquisa
CAAE: 57221416.0.1001.5248, na 224® Reunido e comunica que:

Apresentar relatorios parciais (anuais) e relatorio final do projeto de pesquisa é responsabilidade

indelegavel do pesquisador principal.

Qualquer modificagdo ou emenda ao projeto de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciacéo do
CEP Fiocruz/lIOC.
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O participante de pesquisa ou seu representante legal, quando for o caso, devera rubricar todas as folhas

do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do refendo

Termo.

O pesquisador responsavel devera da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido- TCLE apondo sua assinatura na ultima pagina do referido Termo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacdes Basicas F'B_INFORI‘&-‘IA(;@ES_BASICAS_DO_P 16/01/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 731199 pdf 23:17:04
Projeto Detalhado / |CEPREDEDENGUE.doc 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Brochura 23:14:03 DOS SANTOS
Investigador
Qutros ANEXO_VII_CEP_1609597_ ACS. pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito

23:12:17  |DOS SANTOS
Qutros ANEXO VI _CEP_1639471 pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
23:12:01 DOS SANTOS
Qutros ANEXO_II_CEP_HPC pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
23:11:41 DOS SANTOS
Qutros ANEXO _VIII_TERMOS_DE_CONFIDEN] 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
CIALIDADE pdf 23:10:01 DOS SANTOS
Folha de Rosto FOLHADEROSTO pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
23:08:52 [DOS SANTOS
Qutros ANEXO_IV_QUESTIONARIO_GESTAN| 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
TE pdf 23:07:42 |DOS SANTOS
Declaracé&o de Termo_Anuencia_MS pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Instituicéo e 23:06:40 |DOS SANTOS
Infrasstrutura
Declaracéo de CARTA_ANUENCIA_RIOLARANJEIRA 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Instituicéo e S pdf 23:05:48 |[DOS SANTOS
Infraestrutura
Declaracéo de ANUENCIAIBEX pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Instituicéo e 23:05:26 |DOS SANTOS
Infrasstrutura
Declaragéo de ANUENCIACAMPOS pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Instituicéo e 23:05:07 |DOS SANTOS
Infraestrutura
Declaracéo do OUTORGA_FAPERJ pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Patrocinador 23:01:25 DOS SANTOS
TCLE / Termos de |ANEXOIX.doc 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Assentimento / 22:44:59 DOS SANTOS
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Justificativa de ANEXOIX doc 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Auséncia 22:44:59 1D0OS SANTOS
Declaracéo de Biorrepositorio 160117 _pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Manuseio Material 22:40:10 DOS SANTOS
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco
Recurso Anexado Alteracoes 160117 _pdf 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
pelo Pesquisador 22:37:04 DOS SANTOS
TCLE/ Termos de |ANEXOV doc 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Assentimento / 22:33:03 DOS SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de [|ANEXOIlll.doc 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Assentimento / 22:32:03 DOS SANTOS
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de |ANEXOIl doc 16/01/2017 |FLAVIA BARRETO Aceito
Assentimento / 223117 DOS SANTOS
Justificativa de
Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o
RIO DE JANEIRO, 14 de Fevereiro de 2017
Assinado por:
Maria Regina Reis Amendoeira
{Coordenador)
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