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RESUMO

Chikungunya é uma arbovirose transmitida pelos mosquitos do género Aedes, e tem como
agente etiolégico o virus Chikungunya (CHIKV). Podendo ser dividida em fases aguda e
cronica, a infeccdo pelo virus chikungunya geralmente possui um periodo de incubacéo de 2 a
10 dias. Para o diagnostico laboratorial de CHIKV podem ser utilizados métodos como o
isolamento do virus em cultivo de células, métodos sorolégicos e métodos moleculares. Desde
a introducdo do virus no Brasil até o ano de 2019, 589.076 provaveis casos foram notificados e
495 mortes confirmadas, em Goias entre os anos de 2015 e 2020 foram notificados 1591 casos.
Este estudo teve como objetivo investigar a ocorréncia do virus chikungunya em populacdo
sintomatica atendida na rede publica de salde em Goiania. As amostras foram coletadas nas
unidades de saude e encaminhadas ao LabViCC. Apo6s extracdo do RNA viral, foi procedida a
investigacdo molecular por RT-PCR em tempo real. No total foram analisadas 140 amostras,
observou-se que todas elas testaram negativo para a presenca de CHIKV. Os dados obtidos na
presente investigacao, reforcam a necessidade de estabelecimento de estratégias de vigilancia e
monitoramento continuos, auxiliando na melhor compreensdo do papel do CHIKV em nossa
regido. Estudos como esse sao de extrema importancia na descricéo epidemioldgica da doenca,
principalmente em areas endémicas de arboviroses, onde pode ocorrer a circulagdo simultanea

de Zika, Dengue e Chikungunya.

Palavras-chave: vigilancia, virus chikungunya, detec¢do molecular, RT-PCR tempo real.



ABSTRACT

Chikungunya is an arbovirosis transmitted by mosquitoes of the genus Aedes, and its etiological
agent is the Chikungunya virus (CHIKV). The viral infection can be divided into acute and
chronic phases, wusually has an incubation period of 2 to 10 days.
For laboratory diagnosis of CHIKV, methods such as isolation of the virus in cell culture,
serological methods and molecular methods can be used. Since the introduction of the virus in
Brazil until 2019, 589,076 probable cases were reported and 495 confirmed deaths, in Goias
between the years 2015 and 2020, 1591 cases were reported. This study aimed to investigate
the occurrence of the chikungunya virus in a symptomatic population treated in the public health
system in Goiania. The samples were collected in health units and sent to LabViCC. After
extraction of the viral RNA, molecular investigation was performed by RT-PCR in real time.
In total 140 samples were analyzed, it was observed that all of them tested negative for the
presence of CHIKV. The data obtained in the present investigation reinforce the need to
establish strategies for continuous surveillance and monitoring, helping to better understand the
role of CHIKV in our region. Studies like this are extremely important in the epidemiological
description of the disease, especially in areas endemic to arboviruses, where the simultaneous
circulation of Zika, Dengue and Chikungunya can occur.

Key-words: surveillance, chikungunya virus, molecular detection, real-time RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

Chikungunya € uma arbovirose transmitida pelos mosquitos do género Aedes, e tem
como agente etioldgico o virus chikungunya (CHIKV) (YACTAYO et al., 2016). O virus foi
isolado pela primeira vez na Tanganica (atualmente Tanzénia), na Africa em 1953 ap6s um
surto da doenca entre os anos de 1952 e 1953 (ROSS, 1956; MASON, HADDOW, 1957).
Apesar de ter sido isolado apenas no seculo XX, suspeita-se que a doenga esteja presente na
Africa com surtos ocorrendo na Asia e Américas durante os séculos XVI1II e XIX (CAREY,
1971).

Os primeiros casos confirmados de Chikungunya fora da Africa ocorreram em
Banguecoque, na Tailandia em 1958 (HAMMON, HUDNICK, SATHER, 1960). A partir de
1960 muitos paises asiaticos e africanos registraram surtos da doenca (GONZALEZ-
SANCHEZ, RAMIREZ-ARROYO, 2018). Durante o ano de 2004 as autoridades do Quénia
identificaram o CHIKV como responsavel pela epidemia de uma doenca febril que atingiu a
regido costeira do pais, onde se espalhou para as ilhas do Oceano indico e india, resultando em
mais de 1 milhdo de casos suspeitos (CHRETIEN, LINTHICUM, 2007). A partir de entdo, o
virus passou a atingir novas regides, como as Américas e a Europa (GONZALEZ-SANCHEZ,
RAMIREZ-ARROYO, 2018).

O primeiro caso confirmado de infeccdo pelo CHIKYV associado a transmissdo autoctone
no Brasil ocorreu na cidade de Oiapoque, no estado do Amapa em setembro de 2014. Neste
mesmo més, em Feira de Santana, na Bahia, ocorreu um surto da doenca, provocado por um
gendtipo diferente daquele detectado no Amapa (RODRIGUES et al., 2020), a partir de entdo
0 virus se estabeleceu no pais (CUNHA, TRINTA, 2017).

1.1 ESTRUTURA E MORFOLOGIA DO CHIKV

O virus chikungunya esta classificado no reino Orthornavirae, filo Kitrinoviricota,
classe Alsuviricetes, ordem Martellivirales, familia Togaviridae e género Alphavirus. Outros
arbovirus, como por exemplo o virus da dengue (DENV) e o zika virus (ZIKV) também
integram o mesmo filo que o CHIKYV, embora estejam classificados em outra familia. Sendo a
familia Togaviridae composta apenas pelo género Alphavirus, que por sua vez abriga um total
de 31 espécies, sendo 0 CHIKV e o virus mayaro (MAY'V) as espécies de maior relevancia no
Brasil (ICTV, 2019; ROMEIRO, 2019).



15

As particulas virais sdo compostas por um envelope lipoproteico onde estéo inseridas as
espiculas de glicoproteinas E1 e E2, sendo a bicamada lipidica derivada da membrana
plasmatica do hospedeiro e enriquecida com colesterol e esfingolipideo. O capsideo de simetria
icosaédrica apresenta cerca de 70 nandmetros (nm) de didmetro e o material genético é
constituido por uma Unica molécula de RNA polaridade positiva (Figura 1). Os componentes
proteicos do virion estdo organizados de maneira que formam uma rede icosaédrica, com 240
copias de cada subunidade. Essas subunidades interagem entre si para formar uma estrutura
rigida através da membrana em uma relacdo de um para um entre a glicoproteina E2 e a proteina
do capsideo (C). Uma outra proteina associada a membrana € a 6K, sendo que a proteina mais
recentemente descoberta foi a TransFrame (TF), que é encontrada em quantidades
estequiométricas no virion (KUHN, 2013; SANTOS; ROMANO; WIGG, 2015).

Figura 1- Figura esquemaética representativa da estrutura da particula viral do CHIKV

Proteina do
capsideo (C)

Membrana

Figura 2

Fonte: ViralZone, 2017 (adaptado)

No genoma do CHIKYV, as terminagdes 5’ e 3’ do RNA sao capeadas e poliadeniladas,
respectivamente, possuindo ainda duas regides de leitura aberta (ORF — Open Reading
Frame), com uma regido de juncdo (J) e duas regides ndo traduzidas (NTR- non translated
region) com 76 nucleotideos. Uma poliproteina precursora de quatro proteinas nédo estruturais
(NSP1-NSP4 - non structural proteins) é codificada pela ORF contida na terminagdo 5’

traduzida a partir do RNA gendmico. A poliproteina precursora das proteinas estruturais, tais
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como, proteina de capsideo (C), as glicoproteinas de envelope (E1 e E2) e os peptideos
denominados E3, 6k e TransFrame (TF) é codificada pela ORF contida na terminacao 3’,
traduzida a partir do RNA subgendmico 26S (SANTOS; ROMANO; WIGG, 2015; KUHN,
2013).

Figura 2 - Esquema representativo da organizacdo genémica do CHIKV

Proteinas nio estruturais Proteinas estruturais

NTR NTR
5’669# NSP1 NSP2 NSP3 NSP4 |J| C | E3S | E2 |6K|ITFf E1 | ] 3'poli(A)

Fonte: SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015 (adaptado)

Formada por 261 aminoéacidos a regidao aminoterminal da proteina C se liga ao genoma,
em contrapartida, a regido carboxiterminal é mais conservada, interagindo com outras copias
da proteina C, resultando na formacdo do nucleocapsideo e na interacdo com a regido
citoplasmatica da proteina E2 (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009). As proteinas E2 e E3 sdo
resultado da clivagem da glicoproteina pE2 pela enzima furina. Enquanto a E1 e a pE2 sdo
montadas como heterodimeros no reticulo endoplasmaético, a clivagem da pE2 acontecera no
complexo de Golgi, resultando na formacéao da E3. Os heterodimeros E1 e E2 sdo transportados
para a membrana plasmatica, se agrupando em 80 espiculas com trimeros dessas glicoproteinas
(WU et al., 2008). A glicoproteina E1 é responsavel pela fusdo do virus com a célula do
hospedeiro, enquanto a E2 esta envolvida no processo de ligacdo com o receptor e a endocitose.
A E3 faz a mediacdo da montagem das espiculas com os trimeros e atua estabilizando a proteina
de fusdo E1 (JOSE; SNYDER; KUHN, 2009).

A proteina 6K é incorporada aos virions em pequenas quantidades e é considerada um
componente estrutural necessario nas particulas virais dos Alphavirus. A 6K é transportada logo
apos sua sintese para o sitio de montagem viral na membrana plasmatica, sendo importante para
0 brotamento do virion, e também funcionando como um sinalizador para a E1 (JOSE;
SNYDER; KUHN, 2009; SANTOS; ROMANO; WIGG, 2015). Em 2008 foi descoberto que o
gene 6K é responsavel por produzir duas proteinas, a 6K e a TransFrame, que € o produto
minoritario resultante da mudanca de estrutura do gene 6K, funcionando como um falso canal
ibnico e aumentando a patogenicidade do virus, além disso, sua expressdo impede a sintese de
E1l (RAMSEY; MUKHOPADHYAY, 2017; KUHN, 2013).

As proteinas ndo estruturais sdo produzidas a partir da poliproteina p1234, que se
autocliva em p123 e NSP4 (atua como RNA polimerase RNA dependente- RpRd), essas duas
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proteinas atuam formando um complexo juntamente com cofatores celulares gerando moléculas
de RNA gendmico negativas. A p123 seré clivada em NSP1 e p23, dando origem ao complexo
da polimerase, responsavel por produzir as fitas de RNA gendmico positivas e negativas. A p23
sera processada em NSP2 e NSP3, resultando em um complexo da polimerase que produz
exclusivamente moléculas de RNA positivas, atuando na replicacdo do genoma e na transcrigcao
do RNA subgendmico 26S, responsavel pela traducdo da poliproteina precursora das proteinas
estruturais (SANTOS; ROMANO; WIGG, 2015).

A NSP3 atua como um cofator da NSP4, interagindo diretamente com a NSP1, que esta
envolvida no capeamento do RNA mensageiro viral, essa acdo se deve a atividade enzimatica
da metiltransferase e guanililtransferase, essa proteina também é necesséria na sintese de RNA
de fita simples senso negativo (-ssSRNA) e na ligacdo do complexo de replicacdo viral as
membranas citoplasmaticas da célula hospedeira (RUPP et al. 2015; SANTOS; ROMANO;
WIGG, 2015). A NSP2 é a maior proteina, e suas funcdes estdo relacionadas com sua atuacao
como nucleosideo trifosfatase, RNA trifosfatase, RNA helicase e protease para processamento
da poliproteina ndo estrutural. Podendo ser encontrada no citoplasma e ndcleo das células
infectadas, e ndo apenas nos complexos de replicacdo (SANTOS; ROMANO; WIGG, 2015;
GARMASHOVA et al. 2006).

1.2 VARIABILIDADE

Através de analises filogenéticas de sequéncias gendmicas localizadas no gene E que
codifica a glicoproteina E1 localizada no envelope de cepas da Africa e Asia isoladas entre os
anos de 1950 e 1960, foi observada a existéncia de trés gendtipos distintos de CHIKV. O
primeiro contendo todos aqueles de origem africano-ocidental (WA — West African), o segundo
abrange todos aqueles isolados na Asia, denominado asiatico (Asian), e o Gltimo, denominado
leste-central-sul africano (ECSA - East, Central and South African) (SCHUFFENECKER et
al., 2006; CHEVILLON et al., 2008).

Em 2004 uma subdivisdo da linhagem ECSA do CHIKV surgiu no Quénia, no
continente africano, onde se disseminou por outros paises banhados pelo Oceano indico (Indian
Ocean Lineage - I0L) (TSETSARKIN et al., 2011). Durante a epidemia de 2005-2006 no
Oceano indico, uma anélise da microevolucio do genoma do CHIKV apontou uma mutagio de
alanina para valina na posicdo 226 da glicoproteina de envelope E1 (E1-A226V), as
consequéncias dessa mutacdo ndo sdo claras, porém ha hipoteses de que pode ocorrer uma

influéncia no aumento da infecciosidade do virus nos vetores artropodes (SCHUFFENECKER



18

et al., 2006). Estudos anteriores apontaram que uma mutacdo na mesma posicao da E1 sendo
responsavel pela modulacdo dos niveis de colesterol na membrana da célula alvo do virus
Semliki Forest, fazendo com que o virus ndo mais dependa da presenca de colesterol na
membrana celular para realizar a fusdo (VASHISHTHA et al., 1998).

1.3 VETOR E CICLO BIOLOGICO

Tratando-se de uma arbovirose, o virus chikungunya é transmitido pelos mosquitos do
género Aedes. Foram documentados dois ciclos de transmisséo, o ciclo enzo6tico foi descrito
em ambientes florestais na Africa, onde varias espécies de mosquitos podem atuar como
vetores, tais como, Aedes furcifer, Aedes taylori, Aedes africanus e Aedes luteocephalus
(DIALLO et al., 1999). Com base nas taxas de soroprevaléncia, os principais hospedeiros no
ciclo enzootico sdo os primatas ndo humanos, demonstrando a presenca de anticorpos em
diversas espécies, como Pan troglodytes (Chimpanzé), Erythrocebus patas (Macaco vermelho
africano), entre outras. (MCINTOSH et al., 1964; WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020).

O segundo ciclo de transmissao descrito é o urbano, para se iniciar e sustentar um ciclo
de transmissdo urbana de CHIKV sdo necessarias apenas as espécies de mosquitos Aedes
aegypti e/ou Aedes albopictus e hospedeiros humanos para amplificacdo viral (WEAVER,
2006). Esse ciclo resulta no aumento da exposicdo humana a transmissdo do virus,
principalmente devido a caracteristica urbana desses vetores, outro fator determinante para a
alta exposicdo humana é a preferéncia das fémeas adultas em se alimentarem de sangue
humano, podendo se alimentar vérias vezes por dia durante o periodo de ovoposicdo (WEAVER
etal., 2012).

O ancestral zoofilico do Aedes aegypti, nomeado de Aedes aegypti formosus é oriundo
da Africa, sendo geneticamente distinto da espécie doméstica que temos hoje (BROWN et al.,
2013). O Aedes aegypti mostra-se bem adaptado ao ambiente domestico, tendo atividade
acentuada nos periodos de maior irradiacao solar. Uma caracteristica frequente nas fémeas da
espécie é a filia por sangue humano. A estratégia adaptativa de urbanizacdo do mosquito
justifica-se pelo fato de o ambiente doméstico ser propicio & formagédo de depositos artificiais
de &gua, facilitando sua reproducéo e deposicéo de ovos (TAUIL, 2001; COSTA et al, 2009).

Originalmente, o Aedes albopictus era uma espécie zoofilica nas florestas da Asia, tendo
se espalhado pelas ilhas dos oceanos Indico e Pacifico, atingindo a Europa, Estados Unidos e
Brasil na década de 1980 (CARVALHO; OLIVEIRA. BRAGA, 2014).
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Na Africa, Américas e Asia, o principal vetor responsavel pela transmiss&o urbana do
CHIKV €é o Aedes aegypti, enquanto que nas ilhas do Oceano indico e Europa, 0 vetor
encontrado é o Aedes albopictus (SAVAGE et al., 2014).

O ciclo é caracterizado por uma fase inicial de incubacdo intrinseca que ocorre no
hospedeiro infectado, variando de um a sete dias. Tem inicio a fase de viremia, compreendendo
0 primeiro dia de febre até dois a quadro dias de sintomas, constituindo o periodo de
transmissibilidade. Neste momento, vetores competentes podem se infectar durante a realizagédo
do repasto sanguineo. Apoés a ingestdo do virus o periodo de incubacdo extrinseca no vetor se
iniciara, referindo-se ao periodo entre a infec¢do do vetor através da alimentacéo e a capacidade
de transmissdo do virus para um hospedeiro susceptivel (MATUSALI et al., 2019; HARDY et
al., 1983).

O sangue infectado ira alcancar o intestino médio do vetor, onde o CHIKYV se ligara nos
receptores do epitélio intestinal, ocasionando na infeccdo dessas células e na replicacéo viral,
resultando na liberacdo desses novos virus na hemocele, uma cavidade que integra o sistema
circulatério aberto nos invertebrados, onde sera disseminado, podendo infectar outros tecidos,
incluindo as glandulas salivares. A partir deste momento, quando ocorrer uma replicacédo viral
suficiente o vetor sera capaz de infectar um hospedeiro humano susceptivel enquanto se
alimenta (CARRINGTON; SIMMONS, 2014; MATUSALI et al., 2019).

Uma das formas de se combater as arboviroses se da através do combate ao vetor, que
pode ser feito evitando a formacdo de depositos artificiais de agua que facilitam a reproducéo
e deposicdo dos ovos. Medidas para evitar a formacdo destes depositos incluem: tampar
recipientes de agua que ficam armazenados por um longo periodo, cobrir garrafas e latas usadas
ao coloca-las no lixo e durante os periodos de surtos inseticidas podem ser pulverizados para
matar os mosquitos, podendo ser aplicados em superficies dentro e ao redor de recipientes onde
os eles pousam e também podem ser utilizados para matar as larvas imaturas em recipientes
com agua acumulada (VAIRO et al., 2019).

1.4 PATOGENIA E MANIFSTACOES CLINICAS

As infeccdes por alfavirus podem ser subdividas em dois grupos considerando o quadro
clinico, podendo ser associados a quadros de encefalite ou aqueles envolvidos
predominantemente com poliartrites e erupcdo cutanea (POWERS et al., 2001; WEAVER,;
REISEN, 2010). O CHIKYV foi descrito como alfavirus principalmente associado a poliartrite,

entretanto, casos onde pacientes desenvolveram meningoencefalite e doenga hemorrégica ja
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foram registrados, apontando que a infecgdo por CHIKV pode acarretar sequelas graves
(GERARDIN et al., 2008). Enquanto os alfavirus que comumente causam encefalite infectam
0s neurbnios, o chikungunya infecta células estromais do sistema nervoso central
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

A glicoproteina E2 do CHIKYV é responsavel por facilitar a entrada do virus na célula,
no entanto, ainda ndo se sabe quais os receptores celulares cruciais para a entrada do virus na
célula (DUJIL-RICHTER et al., 2015).

Fibroblastos das articulacGes, pele e células satélites dos musculos séo os tecidos mais
comumente afetados pela infeccdo por CHIKV, no entanto, as células endoteliais do figado,
rins, olhos e sistema nervoso central também podem ser comprometidos. Estudos realizados em
primatas ndo humanos demonstraram linfopenia e neutropenia acompanhados do aumento de
monacitos e uma resposta pro inflamatoria durante a infecgdo, 0 mesmo pode ser observado na
infeccdo em humanos. Logo no inicio da doenga, quando ocorre o aumento do titulo viral,
desencadeando a ativagdo da resposta imune inata, observa-se a producdo de interferon tipo 1
(DUJIL-RICHTER et al., 2015; SCHWARTZ; ALBERT, 2010; AKAHATA et al., 2010).

Apds a picada do vetor, o virus se reproduz na regiao onde a inoculacdo foi realizada, e
através do sistema circulatorio ira se disseminar para os 6rgaos periféricos e células-alvo. O
CHIKYV, in vitro, possui a capacidade de infectar diversas linhagens celulares e células
primarias em modelos aderentes, no entanto, ndo infecta e também n&o se ligam a linhagens
celulares derivadas do sangue, ou em células sanguineas primarias, tais como linfécitos e
células dendriticas (TANABE et al., 2018; SOURISSEAU et al., 2007).

Podendo ser dividida em fases aguda e cronica, a infeccdo pelo virus chikungunya
geralmente possui um periodo de incubacdo de 2 a 10 dias. Durante as duas primeiras semanas
a infeccdo se encontra na fase aguda, e os individuos infectados podem se apresentar de forma
assintomatica ou com a manifestacdo de sintomas, sendo 0 mais comumente observado a
poliartralgia (87-98% dos casos). Caso a doenca evolua para cronicidade, pode ocorrer artralgia
afetando maultiplas articulagdes, podendo se estender por meses ou até anos (TANABE et al.,
2018).

Variando de 3,8% a 27,7%, os casos de individuos assintomaticos infectados pelo
CHIKYV sé&o menores do que a maioria das outras arboviroses (THIBERVILLE et al., 2013).

Os sintomas que geralmente sdo observados durante a fase aguda da infecgdo por
CHIKYV sdo, febre alta, ultrapassando 38,5°C, calafrio, fortes dores nas articulacGes, dores
musculares, exantema, fraqueza e dores de cabeca. Os sintomas tendem a permanecer durante

0 periodo de 4 a 7 dias, seguidos de uma recuperagdo completa do paciente. A poliartralgia
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pode ser incapacitante e é caracterizada por fadiga, tenossinovite e artralgia persistente que
afeta principalmente tornozelos, pulsos e falanges, tais sintomas tendem a desaparecer em duas
semanas (Figura 3). Outros fatores presentes durante a fase aguda sdo a carga viral elevada,
linfopenia e trombocitopenia moderada (THIBERVILLE et al., 2013; SCHWARTZ; ALBERT,
2010; ALLA; COMBE, 2011).

A infeccdo pode ser denominada como crénica quando as manifestagdes clinicas se
estendem por mais de 3 meses, entretanto, existem relatos em casos clinicos de doenca crénica
sintomatica por anos. Um estudo realizado apds surtos de CHIKV na llha da Reunido em 2006
e na Italia em 2007, demonstra que 66,5% de um total de 250 pacientes apresentavam sintomas
como mialgia, astenia e artralgia que mostraram-se persistentes mesmo ap6s um periodo de 12
meses apos a infeccdo. (AMARAL; BILSBORROW,; SCHOEN, 2020; MORO et al., 2012).

A infeccdo por Chikungunya pode ser comumente confundida com as infec¢bes por
outras arboviroses, como por exemplo dengue e zika devido a semelhanga nos sintomas, mas
existem algumas diferencas. Na dengue comum observa-se febre maior que 38°C por um
periodo superior a cinco dias, dor intensa nos olhos e na cabeca, dores musculares, falta de
apetite e exantema, podendo ocorrer sangramentos na boca, gengivas e nariz nos casos de
dengue hemorrdgica. A infeccdo por zika apresenta sintomas como dor de cabeca moderada,
coceira intensa, exantema, dor nos 0ssos e musculos, podendo ser associada a casos de
conjuntivite. As dores provocadas pela infeccdo por CHIKV geralmente s@o mais intensas,

especialmente nas méaos e pés (SES-SC, 2018).

Figura 3 - Esquema representativo da sintomatologia observada em pacientes infectados por CHIKV
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1.5 DIAGNOSTICO

Em funcédo da semelhanca da sintomatologia desenvolvida na infecgéo pelo CHIKV e
outros arbovirus como DENV e ZIKV, o diagndstico laboratorial torna-se determinante. Assim,
para o diagnostico laboratorial de CHIKV podem ser utilizados métodos como o isolamento do
virus em cultivo de células, métodos soroldgicos e métodos moleculares (BORGHETTI et al.,
2019).

Células Vero ou C6/36 sao utilizadas para o isolamento e cultivo de CHIKV, entretanto,
considerando o tempo necessario para desenvolvimento e obtencéo de resultados, ndo é uma
técnica aplicada em rotina de diagndstico (LI et al., 2013; DOMINGO et al., 2011; STORCH,
2000).

Os testes soroldgicos permitem a deteccdo de anticorpos de classe M (IgM) ou G (IgG)
especificos contra 0 CHIKV. O ensaio imuno enzimatico (ELISA) é o teste soroldgico mais
comumente utilizado nesse tipo de diagnostico, embora reatividade cruzada tenha sido descrita
em casos de infec¢Bes ocasionadas por outras alfaviroses, como Virus O'nyong-nyong e o Virus
Mayaro. A presenca de IgM especifico para CHIKV indica fase aguda da infec¢do, podendo
ser identificado a partir de seis dias apds o inicio dos sintomas até por volta dos quatro meses.
Enquanto a presenca de 1gG indica que paciente ja foi exposto ao virus, ou encontra-se na fase
cronica da doenca, esse tipo de anticorpo pode ser detectado por mais de um ano apés o inicio
dos sintomas e potencialmente ao longo da vida, conferindo imunidade (NATRAJAN; ROJAS;
WAGGONER, 2019; TANABE et al., 2018).

As técnicas moleculares sdo uma alternativa para o diagnostico do CHIKV, onde o
objetivo é a pesquisa do RNA viral, podendo ser realizado até o sétimo dia apds o inicio dos
sintomas, pois ap0s esse periodo ocorre a queda da viremia, podendo ocasionar em falsos
negativos. Podem ser utilizadas técnicas como a reacdo em cadeia pela polimerase por
transcricdo reversa (RT-PCR - reverse-transcriptase polymerase chain reaction), nested-PCR
e quando necessario a quantificacdo da carga viral utiliza-se a Reacdo em cadeia pela
polimerase pods transcricdo reversa em tempo real (RT-gPCR - Real Time quantitative PCR)
(NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019; TANABE et al., 2018).

Quadros de co-infecgdes por ZIKV e CHIKV e também por DENV e CHIKYV ja foram
relatadas, o que dificulta o diagndstico e manejo das arboviroses, principalmente em areas
endémicas, especialmente quando essas infeccGes ocasionam em doencas com sintomas
semelhantes e sobrepostos, impedindo que o diagnéstico seja realizado apenas com base na

analise clinica da sintomatologia, exigindo um diagnostico diferencial. Sendo os metodos
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moleculares amplamente utilizados na area da virologia, pois permitem uma detecgdo precoce
do virus, ndo sendo necessério o desenvolvimento de uma resposta imune detectavel para
confirmacdo do diagndstico (SARDI et al., 2016; DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015;
COLOMBO et al., 2017; HODINKA; KAISER, 2013).

Os protocolos de PCR tempo real possibilitam um diagndstico mais rapido e especifico,
pois fornecem uma deteccdo imediata do acido nucleico viral, além de possibilitarem uma
deteccdo quantitativa, baixo risco de contaminacdo, alta sensibilidade e ser de facil
padronizacdo (HALL et al., 2012; WANG et al., 2016).

Os testes moleculares permitem identificar ndo apenas uma espécie em especifico, mas
também possibilitam a deteccdo de membros de géneros, caso haja a necessidade de uma busca
mais ampla. Para detectar integrantes do género Alphavirus em apenas uma reacdo, 0S
iniciadores sdo desenhados utilizando os genes nsP1 e nsP4 como alvo. Em regiGes onde a co-
circulacdo de arboviroses € observada, a deteccdo simultanea de diferentes espécies atua como
grande aliado na determinacdo exata do agente etiologico e monitoramento epidemiol6gico
mais condizente com o cenario da regido (ESHOO et al., 2007; GIRY et al., 2017).

1.6 EPIDEMIOLOGIA

Desde o primeiro caso da infecgdo confirmado nas Américas no ano de 2013 em Saint
Martin, uma das ilhas do Mar do Caribe, mais de 2,9 milhdes de casos suspeitos de CHIKV e
296 mortes foram reportadas até julho de 2016 em 45 paises do continente americano. Devido
a possiveis casos de subnotificacdo, supde-se que o verdadeiro impacto do Chikungunya seja
maior do que o documentado (YACTAYO et al., 2016).

Com a introdugdo do virus nas Américas em 2013, os primeiros estados brasileiros a
confirmarem casos foram, a Bahia, Amap4, Roraima, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal.
Todos os estados do Brasil ja tinham casos registrados da doenca ao fim de 2016, tendo sido
identificadas as linhagens ECSA e Asiatica. Desde a introducdo do virus no pais até o ano de
2019, 589.076 provaveis casos foram notificados e 495 mortes confirmadas. Os anos onde
ocorreram os maiores indices de infeccdo foram 2016 e 2017, sendo a regido nordeste a mais
afetada, com maior nimero de casos e 6bitos, onde o Ceara apresentou 61,4% dos casos e 80%
dos dbitos de todo o pais em 2017. Nos anos de 2018 e 2019, a infeccao se concentrou no estado
do Rio de Janeiro, sendo a primeira regidao com focos importantes da doenca fora do Nordeste
(MS, 2019). Durante o ano de 2020 houveram 82.419 provaveis casos notificados no Brasil,

onde as maiores taxas de incidéncia se concentraram nas regifes Nordeste e Sudeste. Quanto
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aos Obitos, trinta casos foram confirmados e 23 mortes ainda seguem em investigagdo com
suspeita de Chikungunya (MS, 2020). Em 2021, até o més de margo, 7.778 casos suspeitos
foram notificados em todo pais, e neste periodo, nenhum ébito foi confirmado (MS, 2021).

Um estudo foi desenvolvido por Freitas et al. (2017) com o intuito de avaliar a
mortalidade associada com as epidemias de Chikungunya nos estados de Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Bahia entre os anos de 2015 e 2016, pois o indice de 6bitos notificados no
Brasil € bem inferior aos relatados por outros paises. Foram feitas analises do numero de mortes
durante os surtos da doenca nesses estados, comparado com os periodos sem a epidemia e
também em épocas com surtos de dengue. O estado de Pernambuco registrou um excesso de
4.505 dbitos durante as epidemias de CHIKV, podendo essas mortes estarem relacionadas com
a infeccéo.

No estado de Goiés, entre os anos de 2015 e 2020 foram notificados 1156 casos, no
entanto, apenas 16 foram confirmados com diagnostico laboratorial, sendo o ano de 2019 o
periodo com maior notificacdo, com 395 casos reportados, no entanto, somente 4 foram
submetidos a confirmacéo laboratorial, demonstrando um padrao de subnotificacdo. Durante o
ano de 2020, 709 casos e 1 6ébito decorrente da infeccdo foram notificados na Regido Centro-
Oeste, destes, 59 casos sdo do estado de Goias (MS, 2020; SES-GO, 2020).

O Brasil apresenta diversos fatores que podem influenciar no surgimento de epidemias
de CHIKV, tais como, ampla distribuicdo dos dois principais vetores em todo territério
nacional, circulacdo simultanea com outras espécies de arbovirus, maior incidéncia de casos
sintomaticos em relacdo a dengue, risco de estabelecimento de um ciclo silvestre devido a alta
quantidade de espécies de primatas no pais, e a dificuldade em realizar uma vigilancia
epidemioldgica devido a extenséo territorial do Brasil, o que acaba dificultando também o
acesso aos testes laboratoriais de diagnostico (HONORIO et al., 2015).

Investigacdes a respeito da ocorréncia do CHIKV no pais ainda sdo pouco frequentes e
em Goias, informacdes sdo escassas, sendo estritas a dados de vigilancia em saude publica.
Neste contexto, destaca-se a importancia de estudos que contribuam para a construcdo do
conhecimento a respeito do papel do CHIKV na regido, bem como a necessidade de
investigacdes de dados epidemioldgicos, refletindo no auxilio a elaboragéo e estabelecimento

de planos e estratégias de controle, prevencéo e cuidados a satde por 6rgédos gestores.
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2. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Investigar a ocorréncia do virus Chikungunya em populagdo sintomatica atendida na

rede publica de saude em Goiania-GO.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Descrever o perfil da populacédo investigada;
e Determinar a frequéncia do CHIKV na populacao de estudo;

e Avaliar a associa¢do entre a positividade viral e as caracteristicas da populacgéo.



26

4. METODOLOGIA

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo se estabeleceu dentro de uma linha de pesquisa que visa 0
monitoramento de arboviroses no estado de Goias, desenvolvida pelo Laboratorio de Virologia
e Cultivo Celular do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal
de Goias (LabViCC/IPTSP/UFG) em parceria com a Secretaria Municipal de Satde de Goiania
(SMS), tratando-se de um estudo descritivo para a vigilancia virologica em vetores e humanos.

Este projeto foi submetido & avaliagdo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFG (CEP/UFG — CAAE: 64534017.7.0000.5083), bem como pelo Setor de Ensino e Pesquisa
da Secretaria Municipal de Satude de Goiania (SMS), sendo desenvolvido segundo as diretrizes
e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, definidas pela Resolucéo
466/12.

Foram inclusos no estudo pacientes com quadro febril exantemético até o sétimo dia de
sintomas e que tenham sido notificados ao Sistema de Informacéo de Agravos de Notificagdo
(SINAN-Goias), a partir de atendimento no periodo entre fevereiro e dezembro de 2019 nas
unidades Cais Chacara do governador, UPA- Jardim Itaipu e Cais Jardim Guanabara Il1 da rede

publica de saude de Goiania.

4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS

A coleta de sangue dos pacientes foi realizada nas unidades de saide por punc¢édo venosa
por profissionais qualificados da prépria equipe das unidades de saude, utilizando tubos de
coleta com volume de 10mL contendo anticoagulante &cido etilenodiaminotetracético — EDTA.

Na mesma unidade de satde onde foi realizada a coleta, as amostras de sangue foram
processadas e centrifugadas a 1.500 rpm (rota¢cdes por minuto) por dez minutos. Logo apos a
centrifugacdo, o plasma foi aliquotado em criotubos devidamente identificados, acondicionados
corretamente em botijdo de nitrogénio e encaminhadas ao LabVIiCC/IPTSP/UFG para o
adequado armazenamento em ultrafreezer a -80°C até o momento da realizacdo dos testes

laboratoriais.
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4.2 DETECCAO VIRAL

Previamente, a partir das amostras de soro, foi realizada a extragdo do RNA viral,
utilizando o kit comercial ReliaPrep Viral TNA Miniprep Custom (Promega, EUA), seguindo
instrucdes do fabricante. Os produtos provenientes da extracdo foram submetidos a
investigacdo molecular, onde foi realizada uma triagem a partir de RT-gPCR TagMan com uso
de protocolo para identificacdo de regides gendémicas especificas conservadas entre os alfavirus,
as amostras que apresentaram positividade foram submetidas a protocolo exclusivo de RT-
gPCR para identificacdo do virus CHIKV.

O protocolo utilizado para a triagem das amostras foi o descrito por Giry et al. 2017,
utilizando iniciadores e sonda para o gene nsP4, tratando-se de uma regido conservada para 0s
virus deste género. Para a reacédo foi utilizado o Kit comercial Path-ID™ multiplex One-Step
RT-qPCR (Applied Biosystems — Carlsbad, CA, USA). O volume final da reagao foi de 10 pL,
e 0 sistema constituido por 100 nM de cada iniciador, 200 nM de sonda TagMan e agua
Nuclease Free, e a reagdo foi processada no aparelho Rotor-Gene® Q 5plex HRM System
(Qiagen®).

Na segunda etapa, para as amostras que apresentassem positividade na fase de triagem,
foi estabelecido e padronizado o protocolo descrito por Patel et al. 2016 com o uso de
iniciadores e sonda para regido conservada do gene E1 especifico para CHIKV, como teste
confirmacdo. Para a reacdo foi utilizado o Kit comercial Path-ID™ multiplex One-Step RT-
gPCR (Applied Biosystems — Carlsbad, CA, USA). Os volumes utilizados para realizacéo da
reacdo e o protocolo de ciclagem utilizados nesta fase sdo os mesmos aplicados na fase de
triagem.

Figura 5 - Fluxograma da metodologia
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4.3 ANALISE DE DADOS

Para andlise dos dados foram utilizadas informagdes obtidas a partir da avaliagdo das
fichas de investigacdo do Sistema de Informacdo de Agravos. Foi elaborado um arquivo
eletrénico contendo os dados provenientes da populacdo de estudo, obtidos pelo banco de dados

secundéarios em cima dos quais foram utilizados para a analise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo consistiu em uma investigacdo molecular da ocorréncia do virus
chikungunya em Goiania-Goias. Durante o periodo de fevereiro e dezembro do ano de 2019
foram incluidos no estudo 140 individuos, atendidos e notificados pela rede publica de saude
do municipio por apresentarem suspeita clinica de infec¢do pelos arbovirus circulantes na
regido. Os pacientes participantes foram atendidos nas unidades de saude da prefeitura de
Goiania: Cais Chéacara do governador, UPA- Jardim Itaipu e Cais Jardim Guanabara IlI.

Da populacéo total, a maioria pertencia a faixa etaria com idade igual ou superior a 50
anos (29,3%) em seguida por individuos na faixa etaria entre 21 e 30 anos (24,3%). Em relacéo
ao sexo, a maioria era do sexo feminino (57,1%). Considerando o periodo sintomatico, 69,3%
das amostras (97/140) foram coletadas quando o paciente se apresentava entre os dias 1 e 3 de

sintomas (tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas da populagéo de estudo (N = 140).

Caracteristicas N %

Faixa etaria

< 20 anos 25 17,8

21 - 30 anos 34 24,3

31 -40 anos 20 14,3

40 — 49 anos 20 14,3

> 50 anos 41 29,3
Sexo

Feminino 80 57,1

Masculino 60 42,9

Periodo sintomatico
1-3dias 97 69,3
4 — 7 dias 43 30,7

No periodo entre 2016 e 2018, um estudo epidemioldgico para investigar a ocorréncia
do virus Chikungunya em pacientes sintomaticos em Goiania, Goias, analisou também as
caracteristicas da populacéo estudada, onde a maioria dos pacientes estavam na faixa etaria
entre os 20 e 29 anos (39,7%) e a faixa dos 15-19 anos integravam a minoria da populacéo
(5,2%). Enquanto no presente estudo os integrantes com mais de 50 anos representam a maioria
dos participantes (29,3%), outra diferenca observada foi na faixa etaria dos menores de 20 anos,

correspondendo a 17,8%, representando um aumento significativo na procura de atendimento
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nas unidades de saude por pessoas nesta faixa etaria. Quanto ao sexo, 85,5% eram do sexo
feminino, enquanto neste trabalho ndo houve diferenca na distribuicdo em relacdo ao sexo, o
que pode demonstrar uma mudanca no perfil da populagédo sintomatica em Goiania no ano de
2019 (MORAIS, 2019).

Em relagéo a sintomatologia, a febre foi o sintoma mais relatado, sendo observada em
93,6% (131/140) dos pacientes. Mialgia e cefaleia também se destacaram entre as
manifestacdes clinicas descritas, sendo ambas relatadas por 87,1% (122/140) dos participantes.
Néauseas, dores nas costas e retroorbital também foram observadas em grande parte da
populacdo investigada, estando presentes em 67,8% (95/140), 77,8% (109/140) e 66,4%
(93/140) dos integrantes, respectivamente. O exantema e a artralgia intensa foram relatados por
34,3% (48/140) e 44,3% (62/140) dos participantes. Entre sinais menos prevalentes observa-se
0 edema periarticular e a prova do laco positiva, representando apenas 2,1% (3/140) dos relatos
(figura 5).

Segundo levantamento da Secretaria Municipal de Goiania (SMS) em 2019, os sintomas
mais comumente relatados por pacientes com a infeccédo por CHIKYV sao: Febre de inicio subito
maior que 38,5°C e dor intensa nas articulacdes (artralgia) e artrite intensa, de inicio agudo.
Estando de acordo com os sintomas observados neste estudo, onde febre e artralgia foram
descritos por uma grande porcentagem dos pacientes. Entretanto, conforme descrito
anteriormente, esses sdo sintomas também frequentes em outras arboviroses circulantes na
regido como dengue e zika, confirmando a necessidade de realizacdo de testes laboratoriais para

a identificacdo agente associado a infeccéo.

Figura 5 - Sintomatologia da populacdo de estudo (N = 140)
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Para a realizacdo deste estudo foram padronizados dois protocolos de RT-gPCR, uma
para deteccdo de alfavirus e outro para identificacéo especifica do CHIKV, a ser utilizado nas
amostras que apresentassem positividade na reacao para alfavirus.

As amostras foram submetidas ao protocolo RT-qPCR para deteccdo de alfavirus,
conforme descri¢do. Em todos os protocolos realizados foram utilizados controles positivo e
negativo para CHIKV para validacdo das reacOes realizadas. A partir das 140 amostras
analisadas, em nenhuma foi observada positividade para este protocolo, razdo pela qual
nenhuma amostra foi submetida a reacdo de RT-gPCR de identificacdo para CHIKV.

Os dados encontrados estdo em acordo a estudo semelhante realizado em Rondonia,
Brasil, a partir de 164 casos agudos exantematicos investigados por RT-gqPCR, o qual
demonstrou serem todas as amostras analisadas negativas para CHIKV (VIEIRA et al., 2019).
Outro estudo, realizado em pacientes do Mato Grosso durante os anos de 2015 e 2016
apresentou positividade de 0,4% para CHIKV, e o gendtipo identificado foi o ECSA (DE
SOUZA COSTA, 2019).

A nivel mundial, os resultados encontrados estdo de acordo com os dados obtidos por
um estudo realizado por Chipwaza et al. (2020) na Tanzania, Africa, onde foram incluidos 294
individuos sintomaticos, onde observou-se um indice de positividade de 1% (3/294). Um
levantamento dos casos submetidos a testes de diagndstico laboratorial na India entre os anos
de 2016 e 2018 foi realizado por Murhekar et al. (2019) obteve um indice de positividade de
20,5% de um total de 49.380 casos investigados, destoando dos dados obtidos no presente
trabalho.

Uma investigacdo para avaliar a exposi¢do ao virus chikungunuya em individuos
sintomaticos atendidos pela rede publica de saide em Goiania, Goias nos anos de 2016 e 2018
foi realizada através da pesquisa de anticorpos especificos de classe 1gG, observando-se uma
positividade de 2,3% (4/174), sendo que 3 desses casos positivos foram de pacientes que
procuraram atendimento em 2018 (MORAIS, 2019; SMS, 2020). O baixo percentual de
exposicdo ao CHIKYV observado na mesma regido, demonstra a baixa frequéncia deste agente,
refletindo o resultado observado no presente estudo.

Desde a introdugéo do CHIKV no Brasil, embora o destaque da regido Centro-Oeste
como a segunda regido com maior percentual de casos notificados no ano de 2018, no estado
de Goiés, apods a identificacdo do primeiro caso autdctone de infeccdo pelo virus CHIKV no
municipio de Rio Quente, observou-se um pequeno numero de registros, quando comparados a
outras regides do pais. Assim, o perfil epidemiolédgico desta infeccdo no estado de Goias
demonstra uma baixa circulacéo deste agente (MS, 2019; SES-GO, 2020; SMS,2020).
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Corroborando os achados do presente estudo, na cidade de Goiania-GO no ano de 2019
foram notificados no total 65 casos suspeitos de infec¢do por CHIKV, tendo sido apenas dois
destes confirmados por testes laboratoriais, apresentando uma diminui¢do no nimero de casos
quando comparada com os dois anos anteriores (figura 6) (SMS, 2021). Ademais, a amostragem
ocorreu ao longo do ano de 2019, o que pode ter refletido na coleta de amostras em periodos de
baixa endemicidade.

Figura 6- Casos notificados e confirmados de Chikungunya em residentes em Goiéania, 2014 - 2021
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Fonte: Secretaria municipal de salde, Goiania, Goias

A drastica queda no nimero de casos notificados em Goias entre 0s anos de 2019 e 2020
ocorreu coincidentemente no periodo onde as acGes de satde do pais foram intensificadas para
0 combate da COVID-19, sugerindo uma possivel subnotificagdo num periodo em que era
esperado o0 aumento sazonal de casos de arboviroses no Brasil (SMS, 2021).

Os primeiros casos de Chikungunya no Brasil foram notificados nos estados da Bahia e
Amapa, entretanto, logo todos os estados do pais ja haviam relatado casos da doenca, onde o
periodo de maior endemicidade ocorreu entre os anos de 2014 e 2016. Embora o virus tenha se
dispersado por todo o pais, esta ocorreu em uma escala menor do que a esperada, tendo em vista
0 padrdo observado em outros paises, principalmente os da América Central e Caribe (SILVA
etal., 2018).

Embora a doenca provocada pela infeccdo por CHIKV resulte em uma imunidade
persistente, ao contrario de outras arboviroses como a dengue que possui quatro sorotipos,
outros desafios sdo impostos ao sistema de saude, em decorréncia das altas taxas de ataque e

cronificacdo, ocorrendo uma sobrecarga de servigos e absenteismo laboral, tendo em vista que
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0 paciente em fase cronica pode ndo conseguir trabalhar devido as dores provocadas pela
doenca. Outro aspecto importante a ser considerado, sdo as formas atipicas da doenca, que
dificultam o manejo e o diagnostico dos casos, podendo aumentar o ndmero de &bitos.
Reforcando que as acbes de vigilancia e controle de chikungunya devem ser intensificadas
mesmo em periodos de baixa endemicidade, com o intuito de reduzir a magnitude da doenca
(MS, 2019)



34

6. CONCLUSAO

A presente investigacdo permitiu avaliar a ocorréncia do CHIKV em pacientes
sintomaticos das unidades da rede publica de Goiania, Goias, durante ano de 2019. Devido ao
pequeno nimero de casos submetidos a testes de diagndsticos laboratoriais, estudos como esse
sdo de extrema importancia na descricdo epidemioldgica da doenca, principalmente em areas
endémicas de arboviroses, onde pode ocorrer a circulacdo simultanea desses agentes, como
Zika, Dengue e Chikungunya.

A vigilancia viroldgica contribui para o monitoramento do CHIKV e fornece dados que
podem agregar a vigilancia epidemioldgica na cidade, alertando as autoridades sobre possiveis
epidemias e auxiliando na implantacdo de medidas de controle. Assim, os dados obtidos na
presente investigacao, reforcam a necessidade de estabelecimento de estratégias de vigilancia e
monitoramento continuos, auxiliando na melhor compreensdo do papel do CHIKV em nossa
regido e colaborando com outros servicos de vigilancia ja estabelecidos, aprimorando o manejo

da doenga.
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