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RESUMO

As doencgas causadas pelos virus sao consideradas um problema de saude publica
muitas vezes negligenciadas que acometem milhares de pessoas em todo o mundo,
todos os anos. Sintomas como febre, artralgia e exantema. classificam pacientes
como dengue sindrémicos ou arbovirose like. O diagnostico diferencial das
arbovoroses se da por técnicas sorologicas e moleculares. O presente estudo teve
como escopo a avaliagcdo de técnicas diagnosticas em estudos publicados na
literatura com objetivo de elaborar uma Revisdo Sistematica da Literatura sobre a
deteccdo do virus Mayaro que possibilite aos profissionais de saude realizar um
diagnodstico laboratorial eficiente, assim como a aplicagdo de testes moleculares
para o diagnéstico do MAYV. A literatura disponivel foi avaliada por revisao
sistematica, com foco no diagnéstico do virus Mayaro em humanos e suas
metodologias. A revisdo sistematica foi feita por meio de estudo exploratério nas
bases de dados: Scielo (Scientific Eletronic Library Online), Medline (Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online), Scopus database, PubMed,
LILACS no periodo de 8 de junho de 2019 a 02 de novembro de 2019, selecionando
artigos cientificos de acordo com os critérios da recomendagdo PRISMA (2009). Os
dados mostraram que a circulagéo do virus Mayaro em regides urbanas ja € bem
estabelecida em todo o mundo e que é frequente o diagndstico errébneo devido aos
sintomas semelhantes com outras arboviroses. Ha uma ampla utilizacdo de
métodos variados ao passar do tempo no diagnéstico para esta arbovirose, sendo
necessario maiores pesquisas para a implementagcdo de um método padronizado,
sensivel e especifico. Em um segundo momento da pesquisa, entre maio a agosto
de 2017 e janeiro a junho de 2018, foram triados 452 amostras de pacientes com
sintomas dengue sindrémicos (arboviroses like). As amostras foram encaminhados
ao Laboratdrio de Genética Molecular e Citogenética da Universidade Federal de
Goias, onde foram submetidos a triagem molecular por Reagdo da Cadeia de
Polimerase seguida de reacao da Transcriptase Reversa (RT-PCR). Todos os casos
positivos para a primeira PCR foram confirmados na RT-qPCR para deteccéo viral.
Treze amostras positivas foram para amboso os testes e assim foram submetidas ao
sequenciamento Sanger. Neste estudo experimental 17 amostras foram positivas
para a infeccdo por virus Mayaro (RT-PCR e RT-gPCR), e também foram
encontradas co-infec¢gdes com o virus Dengue por uma triagem molecular feita em
paralelo para o virus Dengue por RT-PCR e RT-qPCR. As amostras positivas para
MAYV/DENV foram analisadas filogeneticamente, sugerindo circulagdo de Dengue
sorotipo 2 e uma linhagem Peruana do Virus Mayaro (linhagem 1Q 4235) em
Goiania.



Palavras chave: Mayaro, arbovirus, diagnostico laboratorial, diagndstico molecular,
Reacdo em Cadeia da Polimerase.

ABSTRACT

Diseases caused by viruses are considered an often neglected public health

problem that affects thousands of people worldwide, every year. Symptoms like fever,
arthralgia and rash. classify patients as syndromic dengue or arbovirus like. The
differential diagnosis of arbovoresis is by serological and molecular techniques. The
present study aimed to evaluate diagnostic techniques in studies published in the
literature in order to develop a Systematic Literature Review on the detection of the
Mayaro virus that allows health professionals to carry out an efficient laboratory
diagnosis, as well as the application of molecular tests for the diagnosis of MAYV.
The available literature was evaluated by systematic review, focusing on the
diagnosis of the Mayaro virus in humans and its methodologies. The systematic
review was carried out through an exploratory study in the databases: Scielo
(Scientific Eletronic Library Online), Medline (Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online), Scopus database, PubMed, LILACS from June 8, 2019 to
02 November 2019, selecting scientific articles according to the criteria of the
PRISMA (2009) recommendation. The data showed that the circulation of the Mayaro
virus in urban regions is already well established worldwide and that the
misdiagnosis is frequent due to similar symptoms with other arboviruses. There is a
wide use of varied methods over time in the diagnosis for this arbovirus, requiring
further research to implement a standardized, sensitive and specific method. In a
second stage of the research, between May to August 2017 and January to June
2018, 452 samples of patients with syndromic dengue symptoms (arboviruses like)
were screened. The samples were sent to the Molecular Genetics and Cytogenetics
Laboratory of the Federal University of Goias, where they were subjected to
molecular screening by Polymerase Chain Reaction followed by Reverse
Transcriptase (RT-PCR) reaction. All positive cases for the first PCR were confirmed
on RT-gPCR for viral detection. Thirteen positive samples went through both tests
and thus were subjected to Sanger sequencing. In this experimental study, 17
samples were positive for the Mayaro virus infection (RT-PCR and RT-gPCR), and
co-infections with the Dengue virus were also found by molecular screening carried
out in parallel for the Dengue virus by RT-PCR and RT-gPCR. The positive samples
for MAYV / DENV were analyzed phylogenetically, suggesting circulation of Dengue
serotype 2 and a Peruvian strain of Mayaro Virus (strain 1Q 4235) in Goiania.

Keywords: Mayaro, arbovirus, laboratory diagnosis, molecular diagnosis,
Polymerase Chain Reaction.



1.0 REFERENCIAL TEORICO
1.1 GENERO ALPHAVIRUS

Pertencente a familia Togaviridae, esse género compreende 29 espécies
em 10 complexos baseados na similaridade genética ou antigénica,
caracteristicas morfoldgicas virais e caracterizagdo dos mecanismos de
replicacdo. A maioria destes virus sao transmitidos via mosquitos passiveis de
adaptacao a hospedeiros humanos e animais domésticos causando patologias
(NASAR et al., 2012; PORTERFIELD; TRENT, 1985) .

A localizagdo geografica de ocorréncia dos virus e principais sintomas
sdo parametros para o agrupamento dos Alphavirus. Os virus de maior
importancia clinica sdo os do Old World (velho mundo) que causam epidemias
e surtos, sendo eles: Virus Ross River (RVV), Chikungunya (CHIKV), Virus
Barmah Forest (VFB), Virus O’nyong-nyong (ONNV), Mayaro Virus (MAYV),
Virus Sindibis (SINV) e Semliki Forest Virus (SFV). Os sintomas sao comuns
entre os Old World como febre e mialgias persistentes ( TAYLOR, 2005)

Surtos de encefalite e artrite em equinos registrados nos séculos XVIIl e
XIX na América do Norte e Asia foram os primeiros achados dos Alphavirus e
nos Estados Unidos houveram mais de 50 mortes documentadas em animais
(HANSON, 1957; TESH, 1982; SABATTIN et al, 1985).

A maioria dos Alphavirus sao patogénicos e causam infecgoes em
humanos, duas exceg¢des de Alphavirus infectam peixes e ndo sio transmitidos
via mosquitos: Salmon Pancreatic Disease Virus (SPDV) e Sleeping Disease
Virus (SDV) (DINITS-PENSY et al., 2005).

1.2 VIRUS MAYARO

O virus Mayaro (MAYV), foi isolado pela primeira vez na América Central
em Trinidad em 1954 e é compreendido filogeneticamente no complexo Semliki
forest dos Alphavirus. O MAYV se tornou uma preocupacao atual de saude
publica, devido a mutagbes que permitiram adaptacdo em vetores
antropofilicos se disseminando principalmente em paises de clima tropical, em

ambientes urbanos e préximos a regides florestais (MOURAO et al., 2012).



O virus Mayaro pertence ao género Alphavirus da familia Togaviridae.
Tem como vetor principal o mosquito Haemagogus janthinomy em areas de
floresta e se tornou uma preocupagao urbana, com infecgdes detectadas no
Brasil, Venezuela e Peru. A infecgdo pelo virus Mayaro € considerada como
diagndstico diferencial frente @ Dengue, Chikungunya e Zika virus (BRUNINI et
al., 2017; TERZIAN et al., 2015a). A figura 1 mostra a distribuicido mundial de

casos MAYV no mundo e o periodo em que foi detectado em tais regides.
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Figura 1:
Casos de MAYYV relatados no mundo. Fonte: (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2019).

Os Alphavirus sao virus de RNA com polaridade positiva e fita Unica
(apresenta a mesma orientacdo do RNA mensageiro humano, sendo traduzido
diretamente no ribossomo), com 11.5kb de extensdo. O RNA viral codifica
proteinas estruturais e nao estruturais que se relacionam na replicagao,
patogénese e composicao viral (JOSE; KUHN, 2010).

As proteinas estruturais relacionadas ao capsideo E1, E2, E3, C e 6K
sdo derivadas da clivagem de uma poliproteina traduzida a partir de um RNA
subgendmico 26S. A poliproteina P1234 é responsavel pela formagado das
proteinas nao estruturais apds sua clivagem, sendo elas nsP1, nsP2, nsP3,
nsP4 (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014). A figura 2 traz a representacdo

gendmica dos Alphavirus.



Sequéncias conservadas podem ser observadas nos Alphavirus, nas
extremidades 5 e 3’ e na regido intergénica. Os elementos de sequéncia
repetidos conservados (RSEs) estdo presentes na regidao 3’ nao traduzida
(UTR) entre os Alphavirus. Os dominios conservados tém uma fungao

essencial na regulagdo da sintese de RNA viral (KHAN et al., 2019).

26S
5'cap —  nsPi nsP2 ‘ nsP3 | nsP4 g H E2 H E1 — Poly[A]-3
(<) strand RNA Helicase, RNA RNA-dependent H{‘—/
synthesis, proteinase synthesis RNA polymerase Envelope
RNA capping Capsid glycoproteins

Figura 2: Representagcao genémica dos Alphavirus (AUGUSTE et al., 2015).

Tipo d ¢ Proteinas Eamanko Funcio
proteina (aa)
0 Metiltransferase e guanililtransferase; complexo
nsP1 54 ancora replicase para membranas.
NTPase, helicase, RNA trifosfatase, protease
. nsP2 807 Savi cess. i i
Proteinas responsavel pelo processamento da poliproteina
ndo estrutural.
nao
estruturais Fosfoproteina com fun¢do desconhecida, mas
nsP3 556 importante para a sintese de cadeia negativa;
contém dominio macro e regides ligantes-SH3.
nsP4 610 RNA dependenl_e de RNA polimerase RdRp),
transferase terminal.
Serina protease para formar nucleocapsideo e
C 264/ core; dominio carboxil ¢ uma serinaprotease
autocatalitica.
E3 64 DQmmm N terminal € o peptideo sinal de
clivagem para E2; E3+E2=pE2.
Apresenta os principais epitopos de
Proteinas E2 423 neutraliza¢do e € responsavel pela liga¢do ao
estruturais receptor .
6K 55 Principal peptideo sinal para a E1, montagem da
particula viral (brotamento).
TF 70 Proteina TransFrame, canal de ions, aumenta a
infectividade das particulas.
El 439 Responsavel pela atividade de fusdo de
membrana.

Tabela 1 : Proteinas Relacionadas ao ciclo replicativo viral dos Alphavirus. Fonte: (SILVA,
2014).

Em analises filogenéticas das espécies do género, as semelhangas em
sequéncias de proteinas chegam a 60% e 45% entre proteinas estruturais e
nao estruturais, respectivamente. A principal proteina utilizada como base na

diferenciagao das espécies € a E1, utilizada para comparacgao e diferenciagao



de sequéncias especificas do gene desta proteina em cada espécie (ZUCHI et
al., 2014).

As proteinas estruturais fazem parte das particulas virais, sendo
essenciais no processo da encapsulacao do nucleocapsideo. A proteina C tem
papel importante nesse evento que garante a reprodutibilidade viral. A proteina
6K tem papel na construgédo do virion e altera a permeabilidade de membrana
funcionando como canal ibnico. E1 € uma proteina de envelope que auxilia a
adsorgcdo a célula do hospedeiro. A proteina E2 ¢é essencial na
imunogenicidade e tropismo viral ao hospedeiro; porém, seu mecanismo ainda
nao é completamente elucidado. A tabela 1 resume as principais funcdes
destas proteinas (RUCKERT et al., 2017).

O virus Mayaro apresenta gendtipos diferentes, o genétipo D foi isolado
em Trinidad e Tobago e na América do Sul, o gendtipo L foi isolado apenas no
Brasil com poucas diferengas em comparagao ao primeiro genétipo (PEREIRA
SERRA et al., 2016; POWERS, ANNA M ; AGUILAR, 2006). Powers (2006)
ainda sugere uma expansao viral do MAYV devido a circulagdo continua nas
areas tropicais da América do Sul, corroborando com Auguste (2015) que
descreve o Gendtipo N anos depois, como um gendtipo com distancia

intermediaria entre D e L.

A caracterizagao genética do virus contribui para a solugado de possiveis
questdes que nao foram esclarecidos por estudos soroldgicos, patologico e
epidemioldgicos desse virus, que ndo adicionam informagdes genéticas, sendo
assim de grande importancia no ambito molecular, taxonédmica constituindo
possiveis métodos diagnosticos (SAMPATH; PADMANABHAN, 2010). Na figura
3 sao demonstrados os genotipos D e L do virus Mayaro, que pertencem ao

complexo Semliki Forest.

Figura 3: Classificagao filogenética dos Alphavirus com destaque para os genétipos D e L do
MAYV. Fonte: (POWERS, 2006).
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1.3 CICLO REPLICATIVO VIRAL

Carvalho et al. (2017) demonstraram que a entrada do MAYV nas
células se da pela via endocitica para alcangar o citosol mediada pela clatrina
numa via principal e caveolina em via secundaria, necessitando de baixo pH
para que a fusdo a membrana seja realizada, mecanismo caracterizado na
figura 4. Em experimento com sondas fluorescentes, pdde visualizar e
quantificar o tempo que esse virus leva para a fusdo completa com a célula,
sendo constatado que o MAYV leva em média 3 minutos para realizar esse
processo, sendo mais rapido que DENV e influenza usados como exemplo,

que levam média de 10 min para atingir o citosol (CARVALHO et al., 2017).
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Figura 4: Mecanismo de replicacédo do virus Mayaro. Fonte: (REZENDE, 2018).

Ao entrar em contato com a corrente sanguinea, o virus libera suas
particulas em até 6 horas, as proteinas facilitadoras de adsorcédo E1 e 6K
participam do processo. Ha assim produgao de metabolitos e modificagbes de
membrana plasmatica, como diminuicdo de tamanho celular, mudancas
conformacionais, e apoptose entre 24 e 48h (CARRASCO, 1985; OEIRAS DE
CASTRO, 2015).

Na inoculagao feita a partir de mosquito infectado em modelo animal por
ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; POIAN (2013) mostram respostas
imunoldgicas e regides principalmente afetadas pelos Alphavirus, como figado,
linfonodos e bago. A ativagdo de células imunolégicas e a proliferagao viral em

locais alvo como células sinoviais se associa aos principais sintomas.

1.4 VETOR, RESERVATORIO, CICLO DE TRANSMISSAO

O agente transmissor do virus em regides de floresta, € o mosquito

Haemagogus janthinomy. A expansao do virus para as regides urbanas se deu



através da adaptacgdo da infec¢do do mosquito Aedes aegypti, que € presente
tanto em regides selvagens como urbanas, sendo assim descrito como
epidémico, devido a sua alta plasticidade de hospedeiros e adaptagao ao ciclo
urbano (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; NAPOLEAO-PEGO et al., 2014)
(MAVIAN et al., 2017).

Abad-Franch et al. (2012) descreveram uma analise de fatores de risco
na Amazonia, que a exposigao humana nessa regido sugere troca de vetores e
seus habitats, alterando ciclos diurnos selvagens e noturnos em casas e

arredores, adaptando assim o vetor em areas populosas (ABAD-FRANCH et

al., 2012) . Afigura 5 retrata os ciclos de transmissdo do MAYV.
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Figura 5: Ciclos de Transmissao do virus Mayaro. (Adaptagcédo de Mota et al., 2015).

No ciclo de transmissédo enzodtico, primatas e demais vertebrados sao
hospedeiros e mosquitos de géneros diversos, os vetores. No ciclo rural,
pessoas em ambientes selvagens sao infectadas por mosquitos circulantes. O
ciclo urbano do virus se estabeleceu apds a adaptacdo dos mosquitos nos
ambientes de cidades, principalmente do género Aedes sp (TASSO et al.,
2015a).

Estudos relatam achados de MAYV infectando outros vetores, como
mosquitos do género Culex e Aedes albopictus, que € considerado vetor
secundario da doenga em ciclos selvagens (LONG et al., 2011; PEREIRA
SERRA et al., 2016). Primatas, aves e répteis sdo exemplos de animais
reservatérios deste virus (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014) e humanos sdo
considerados os principais hospedeiros amplificadores de virus transmitidos

pelos mosquitos Aedes spp e Haemagogus spp (CHANDLER et al., 2018) .



1.5 PATOGENIA

A infecgao por Alphavirus é caracterizada por fortes artralgias de longa
duragcdo consideradas incapacitantes (SUHRBIER et al., 2012). Essas
infecgcdes sdo confundidas por sintomas semelhantes as outras arboviroses,
devido ao estabelecimento do vetor em areas de circulagdo comum a outras
doencgas como a dengue (WANG et al., 2006a).

Os sintomas de uma infecgéo por Alphavirus, sdo geralmente limitados e
nao letais, incluindo febre, dores de cabega, vomitos ocasionais e artralgia
persistente, sendo inespecificos e de dificil diagndstico clinico (Tabela 2)
(KUBE et al., 1999; YUE et al., 2019).

SINTOMAS ZIKV DENV CHIKV MAYV
FEBRE LEVE ALTA ALTA ALTA
ARTRALGIA MODERADO | MODERADO ALTA ALTA
PRURIDO MODERADO | MODERADO LEVE LEVE
EDEMA AUSENTE MODERADO ALTO ALTO
HEMORRAGIA AUSENTE LEVE AUSENTE AUSENTE

Tabela 2: Niveis de sintomas referentes ao diagndstico diferencial das arboviroses.
Fonte: (AZEVEDO et al., 2009; MOURAO et al., 2012; TERZIAN et al., 2015a).

No trabalho de Assuncédo et. al. (2013), eles descrevem a patogénese
dos Alphavirus em associagdo a artralgia. Na inoculagdo feita a partir de
mosquito infectado em modelo animal, se observou respostas imunolégicas e
regides principalmente afetadas pelos Alphavirus, como figado, linfonodos e
baco. A ativagdo de células imunoldgicas e a proliferagao viral em locais alvo
como células sinoviais se associam aos principais sintomas como artralgia e

mialgia devido ao acumulo de células causando inchago e dores (Figura 6).
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Figura 6: Patogénese dos Alphavirus em associagao a artralgia. Fonte:( FUMAGALLI, 2018).

1.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL
1.6.1 ASPECTOS HEMATOLOGICOS DASINFECGOES POR ALPHAVIRUS

A fase aguda da infeccado por MAYV apresenta alteracbes hematoldgicas
relacionadas ao acometimento do figado e bago que sao refletidas em
alteracdes leucocitarias (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; POIAN,
2013). Sao relatados parametros leucopénicos e trombocitopénicos em
infeccbes por MAYV, sendo estes semelhantes a infecgdes por DENV,
sugerindo que testes adicionais a0 hemograma devem ser realizados para
diagnostico diferencial (ACHEE et al., 2015) .

O acometimento dos linfonodos e a disseminagao pela microvasculatura
na infecgao por Alphavirus refletem nos exames hematoldgicos em fase aguda
com leucopenia e o alto processo inflamatério artritogenico podendo evoluir
para doencgas reumatoides, sendo assim possivel a identificacdo de anticorpos
como o fator reumatoide (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; POIAN,
2013).



Além da leucopenia, trombocitopenia e leve albuminuria sdo descritas,
juntamente com aumento na taxa de sedimentacdo eritrocitaria e linfocitose
moderada (TASSO et al., 2015). Como exemplo, em um surto relatado em llha
da Reuniao (Departamento Francés) foram descritos casos com manifestagdes
hemorragicas, hematuria e hemoptose, além de baixa contagem plaquetaria

(trombocitopenia) e alta prevaléncia de linfopenia. (BORGHERINI et al., 2007).

1.6.2. DIAGNOSTICO SOROLOGICO E MOLECULAR PARA O VIiRUS
MAYARO

A divisdo de doengas transmitidas por vetores do CDC (Centers for
Disease Control and Prevention) nos Estados Unidos, desenvolveu um
algoritmo para auxiliar o diagnostico de forma otimizada das arboviroses a
partir do tempo de aparecimento dos sintomas e a melhor técnica a ser
empregada, onde a negativa para todos esses testes podem dirigir a uma
possibilidade de teste para MAYV (CDC 2016).

Robert et al. (2004) utilizaram a técnica de RT-PCR com primers
especificos e obteve através da nested PCR a possibilidade de diagnosticar e
diferenciar os Alphavirus em circulagdo no Brasil, incluindo MAYV com
sensibilidade e especificidade, facilitando assim o diagnéstico (BRONZONI et
al., 2004b).

A deteccdo molecular do MAYV é o método mais sensivel e especifico
descrito na literatura e € comumente realizado junto a triagem para as demais
arboviroses mais comuns como DENV, ZIKV e CHIKV, e deve ser feito para a
possibilidade de detectar co-infecgbes. Testes soroldgicos também tém
importancia no diagnéstico do virus em questio, pela detec¢gdo de anticorpos
antivirais especificos (NEUMAYR et al., 2012; SHARMA et al., 2018).

Brunini et al. (2017), avaliou soro de 75 pacientes em Goiania, Brasil,
apos seis dias do inicio de sintomas caracteristicos, utilizando a técnica MAC
ELISA IgM especifico para MAYV, onde 56% dos pacientes avaliados foram
positivos (BRUNINI et al., 2017).

Em um estudo feito por Zuchi et al. (2014) no estado do Mato Grosso,
Brasil, foram selecionados pacientes com sintomas febris agudos para triagem
de flavivirus e Alphavirus por semi nested RT PCR, posteriormente a distingao

das espécies virais foi feita por multiplex semi nested PCR. A identificacdo
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molecular do MAYV nesse estudo foi realizadapor primers para a deteccao das
por¢cdes E3 e E2 do envelope viral. A figura 7 mostra o virion dos Alphavirus
(ZUCHlI et al., 2014).
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Figura 7: Representacao do virion dos Alphavirus. (A) estrutura geral do virus (B) organizagao
do genoma viral com as regides estruturais e ndo estruturais (C) arranjo das glicoproteinas E1
e E2. Fonte:(CAROSSINO et al., 2014).

As reqides utilizadas para a detec¢ao do envelope viral E1 e E2 s&o o
foco de muitos estudos pois existem muta¢des adaptativas que influenciam na
infecciosidade do virus, onde a funcdo de E1 que é essencial na etapa de
penetragdo dos virus nas células hospedeiras e E2 importante na fase de
adsorgao (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015; ZUCHlI et al., 2014).

A analise filogenética de sequéncias de amostras infectadas é feito
principalmente para validagdo de técnicas diagnodsticas utilizadas e também
confirma que nao houve detecgdo errbnea de algum virus pertencente ao
mesmo complexo, apresentando semelhangas genéticas que possam passar
sem detecgao por alguma destas técnicas(LAVERGNE et al., 2006).

As infecgbes causadas por Alphavirus e a co-circulagao de arboviroses
de outros tipos como Dengue e Zika numa area comum s&o um desafio para o
diagndstico dessas doengas, devido aos sintomas inespecificos e a dificuldade
de se diferenciar as infeccbes ao se analisar os sintomas apresentados
(CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015).
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Testes considerados “padréo ouro” sao preconizados como ferramentas
de diagnostico seguro, sensiveis e especificos para cada arbovirose, sendo
ELISA, PRNT, RT PCR, RT-gPCR os principais testes estabelecidos para as
deteccdes laboratoriais (COIMBRA et al., 2007; GOUANDIJKA-VASILACHE et
al., 2014; HALSEY et al., 2013; SLEGERS et al., 2016).

CAPITULO 1
Métodos Diagnésticos para o Virus Mayaro: Revisao Sistematica
Resumo

Foi realizada uma revisdo sistematica de trabalhos publicados a cerca dos
métodos diagndsticos para infecgao pelo virus Mayaro e as implicagdes para o
diagnodstico diferencial esta arbovirose. A partir de um estudo exploratério
através de revisdo sistematica de literatura. por cesso a rede mundial de
computadores (wordwide web), nas bases de dados: Scielo (Scientific Eletronic
Library Online), Medline (Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online), Scopus database, PubMed, LILACS que foi realizada no periodo de 8
de junho de 2019 a 02 de Novembro de 2019, selecionando artigos cientificos
de acordo com os critérios da recomendagao PRISMA (2009), sem restrigao
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de ano de publicagdo ou idiomas. Foram encontrados 92 artigos para
triagem e dos mesmos foi feita selegcdo pelos autores para a leitura do texto
completo. Dentre esses, 16 trabalhos se encaixaram nos critérios de inclusao.
Todos os trabalhos apresentaram metodologias variadas para a detecgao do
virus Mayaro. Pode-se verificar que ha uma ampla utilizagdo de métodos
variados ao passar do tempo no diagnostico para esta arbovirose, sendo
necessario maiores pesquisas para a implementacdo de um método
padronizado, sensivel e especifico, garantindo maior confiabilidade e
padronizagao nos estudos e que possam ser aplicas na saude publica.

Palavras-chave: Arboviroses, Diagndstico Laboratorial, Mayaro.

INTRODUGAO

O virus Mayaro (MAYV) se tornou uma preocupacao urbana, com
infeccoes detectadas no Brasil, Venezuela e Peru. O Virus Pertence ao género
Alphavirus da familia Togaviridae. Tem como vetor principal o0 mosquito do
género Haemagogus e outros géneros de mosquitos participam do ciclo de
manutenc¢ao do virus nas areas de foresta(ZUCHI et al., 2014).

O homem é considerado um hospedeiro acidental devido ao contato
de trabalhadores rurais com areas de risco de infecgcdo, e devido a mutacdes
que permitiram adaptagdo em vetores antropofilicos que se disseminaram
principalmente em paises de clima tropical, em ambientes urbanos e préximos
a regides florestas onde a infeccdo em humanos foi favorecida (MOURAO et
al., 2012).
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A virose causada pelo MAYV se da de modo sutil, assemelhando-se a
outras arboviroses como Chikungunya, sendo diagnosticada erroneamente
devido aos sintomas febris, exantematicos e artralgicos, sendo cosiderada
como diagndstico diferencial frente a Dengue, Chikungunya e Zika virus devido
aos sintomas semelhantes a essas doengas (BRUNINI et al., 2017; TERZIAN
et al., 2015a)

A caracterizagdo genética do virus e estudos moleculares contribuem
para a solucdo de possiveis questdes que foram deixadas por estudos
sorologicos, patolégico e epidemioldgicos desse virus, que nao adicionam
informagdes genéticas, sendo assim de grande importdncia no ambito
molecular, taxondmica constituindo possiveis métodos diagnosticos. E
importante que a detecgao dos virus ndao apresente uma reagao cruzada, como
pode acontecer entre os Alphavirus CHIKV e MAYYV, devido a circulagdo desses
virus em regides comuns e a similaridade genética destes virus (SAMPATH,;
PADMANABHAN, 2010).

Esta revisdo sistematica tem como objetivo verificar e coletar dados a
respeito de infecgdo do virus Mayaro no mundo e suas localizagbes, os
meétodos utilizados para o diagndstico laboratorial, identificando-se assim quais
sao mais utilizados e suas caracteristicas principais, coletando evidéncias para
que estudos epidemiolégicos e diagnodsticos possam ser aplicados e
melhorados em areas endémicas.

OBJETIVO

Analisar as principais técnicas utilizadas para o diagndstico laboratorial
do virus Mayaro em escala mundial, compondo assim um referencial teorico
base para estudos associados ao tema, relacionando os meétodos de

diagndsticos para MAYV mais frequentes e eficientes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

A pesquisa teve como foco os dados de: data de publicacdo, periodo de
desenvolvimento da pesquisa e local, tamanho da amostra, e porcentagem dos
diagndsticos laboratoriais positivos para MAYYV, fluidos utilizados e a técnica

utilizada para tal diagnostico.
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METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cdédigo de
Financiamento 001.

A busca de dados de referenciais tedricos foi realizada com base na
recomendacdo PRISMA, nos bancos de dados Scielo (Scientific Eletronic
Library Online), Medline (Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online), Scopus database, PubMed, LILACS no periodo junho de 2019 a
novembro de 2019. As listas de referéncias dos artigos selecionados foram
frequentemente analisadas para possiveis achados de estudos néao
encontrados via banco de dados.

A busca foi feita pelos strings( combinagéo de palavras-chave). Mayaro
pcr AND Mayaro outbreak; Mayaro pcr OR mayaro outbreak OR mayaro
detection; (Alphavirus detection) OR (Mayaro diagnosis); Mayaro AND
molecular AND diagnosis; Mayaro PCR reaction OR Mayaro detection; Mayaro
virus diagnosis sem restricdes de datas ou idioma nas buscas.

Dois autores independentes prepararam a selecdo dos artigos e um
terceiro autor ficou responsavel pelas divergéncias encontradas entre os dois
autores, tendo um papel de revisar, discutir e selecionar os artigos pertinentes
relacionados a pesquisa em relagdo aos métodos diagnosticos. Segue abaixo
0S passos que os autores seguiram:

* avaliagado individual por cada autor e posteriormente jungcdo dos dados
para evitar risco de viés;

* Leitura de titulos e resumos excluindo os estudos que nao se
encaixavam nos critérios de elegibilidade como: transmissdo em
mosquitos, utilizagdo de modelos animais, estudos em cultura de
células, estudos evolutivos e de atividade antiviral;

* Leitura completa dos textos para elegibilidade ou exclusdo a partir
dos critérios selecionados.

Para a extracdo dos dados foi preparado um roteiro para que as analises

fossem feitas de modo uniformes e adequadas.
Para critérios de inclusdo, entraram no estudo relatos de caso e estudos

retrospectivos, sendo:
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(a) Trabalhos que mostraram métodos de detecgéo de infecgdes humanas
por MAYV.

(b) Apresentacbes clinicas caracteristicas de infeccao por arboviroses e
utilizagdo de métodos diagndsticos laboratoriais para MAYV por técnicas

soroldgicas ou moleculares.

Para os critérios de exclusao, foram excluidos:

(c) Estudos repetidos, revisées, resumos, cartas.

(d) Estudos que apresentassem os seguintes conteudo: transmissdo em
mosquitos, utilizacdo de modelos animais ndao humanos, estudos
relativos a citotoxicidade viral, estudos relacionados a evolugao,

padronizagao de técnicas.
(e) Estudos de atividade antiviral.
(f) Estudos relacionados a outros virus

A descricao dos estudos selecionados foi feita pela data de publicagao,
periodo de desenvolvimento da pesquisa, local do estudo, tamanho da
amostra, porcentagem dos diagndsticos laboratoriais positivos para MAYYV,
fluidos utilizados na pesquisa e a técnica utilizada para realizagdo do
diagnostico. Esses dados estdo descritos no Anexo 1, as buscas utilizando as
palavras chave foram feitas em todas bases de dados, os formularios das
bases que ndo foram encontrados resultados ou resultados com numeros
exorbitantes ( >500 ) n&do foram registrados. Os Formularios de Conducgao de
cada busca realizada com os artigos enumerados e classificados se encontram

no Anexo 2.
RESULTADOS

A tabela 3 mostra um apanhado da sele¢dao de todos os artigos
utilizados na reviséo sistematica e a quantidade de artigos que foram incluidos
para anaalise de texto total, juntamente com os artigos controle. Foram
encontrados 92 artigos conforme assunto selecionado, deles 47 foram

selecionados para leitura completa.

Tabela 3: Resumo da analise de todos os trabalhos utilizados na revisao
sistematica
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Arquivos Arquivos Arquivos selecionados para Arquivos
repetidos | excluidos apds Leitura Completa incluidos +
n=25 leitura de titulo n=46 Artigos controle
n=21 n=16
16 | 65 8 42 1 39 67 1 67
23 | 66 | 10 46 2 40 69 2 70
25 | 68 | 17 52 3 41 70 4 74
26 | 71 | 18 57 4 43 74 5 77
34 | 72 | 19 59 5 44 77 6 82
35 | 73 | 22 92 6 48 79 12 90
39 | 75 | 24 7 49 81 20 84
45 | 76 | 27 9 50 82 21
47 | 78 | 28 11 51 83 37
54 | 80 | 29 12 53 87
60 30 13 56 88
64 31 14 58 90
86 32 15 61 92
89 33 20 62 84
91 38 21 63
36
37




Tabela 4: Analise geral dos arquivos referentes a revisédo sistematica. S.I.:Sem

informacao.
Autores | Pais Perio | n Tipo de Tipo | Metodologia |Regia | %

do estudo de o] MAYV

fluid gendm
o] ica
analis
ada
(FIGUEI | Bolivia | Sl 114 | Estudo Soro | IgM MAC 62%
REDO Retrospe ELISA,
ETAL., ctivo ELISA-ICC
1989)
(COIMB |Brasil |2000 '3 Relato de | Soro | RT-PCR E3 - 100%
RAET Caso E2
AL.,
2007)
(FORSH | Bolivia, | 2000 | 2088 | Estudo Soro | RT-PCR E2 - 0.192
EYET Equad |a 0 Retrospe E1 %
AL., or, 2007 ctivo
2010) Paragu
ai, Peru
MOURA | Brasil |2007 631 |Estudo Soro | IgM EIA-ICC, | E1 5.22%
OET a Retrospe RT-PCR
AL., 2008 ctivo
2011
ZUCHI |Brasil 12012 604 |Estudo Soro | multiplex NSP1 |2.5%
ETAL., Retrospe semi-nested
2014 ctivo PCR espécie
especifica

JUNT Guiana | 1998 | 1 Relato de | Soro | ELISA: IgM, | E3- 100%
ET France Caso RT- PCR E2
AL.,199 |sa
9
AUGUS | Venezu 2010 |77 Estudo Soro | RT-PCR E1 - 100%
TEET ela Retrospe E2
AL., ctivo
2015
(WHITE | Haiti 2014 82 Estudo Soro | Isolamento S 1,21%
ETAL., retrospect Viral
2018) ivo
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(ALVA- | Peru 2016 139 | Estudo Soro | RT-PCR Sl 0
URCIA retrospect
ETAL., ivo
2017)
(DA Brasil |2011- | 200 | Estudo soro | Multiplex Sl 3%
SILVA 2012 retrospect Nested PCR
PESSO ivo
A
VIEIRA
ETAL.,
2015)
(MARTI |Brasil |2011 |677 | Estudo soro | RT-Nested Si 0
NS ET retrospect PCR
AL., ivo
2014)
(ESTOF |Brasil |Si 1 Estudo soro | Isolamento Sl 100%
OLETE de Caso Viral - RT
ETAL., PCR
2016A)
(MOUR |Brasil |1998- | 8557 Estudo soro | Mac-ELISA | Sl 0.09%
AOET 1999 retrospect
AL., ivo
2015)
(LLAGO | Guiana | Si 1 Estudo soro | in-house Sl 100%
NNE- France de Caso MAC ELISA
BARET |sa e ELISA
SET indireto
AL., e SYBR-
2016) Green- RT—
PCR
(NAVAR | México | Si 35 Estudo soro | Isolamento Si 5,71%
RETE- retrospect Viral
ESPINO ivo PCR
SA;
GOMEZ
DANTE
S, 2006)
(CRUZ | Brasil 2007 | 1597 Estudo soro | IgM ELISA Si 1,25%
ETAL., retrospect
2009) ivo
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DISCUSSAO

A revisdo sistematica traz a necessidade da urgéncia mundial em
relacdo os estudos da viremia da febre Mayaro, que vem atingindo viajantes e
residentes de areas endémicas. Os casos descritos mostram a grande
importancia da vigilancia e a confirmagdo da urbanizagdo e capacidade de
expansao geografica viral.

A arbovirose causada pelo MAYV trata-se de uma doenca tropical devido
a frequéncia observada em paises que se compreendem entre o tropico de
cancer e de capricornio (RUCKERT et al., 2017; CALDAS et al., 2018), locais
onde esse virus € responsavel por surtos de grande importdncia a saude
publica (LORENZ et al., 2017)

O diagnéstico laboratorial considerado mais confiavel é a inoculagéo in
vitro do material a ser testado em cérebros de camundongos recém nascidos e/
ou cultura de células VERO ou C6/36 de mosquitos do género Aedes
albopictus, sendo assim o isolamento viral a técnica mais indicada para o
diagnostico do MAYV em amostras possivelmente infectadas, devido ao
aumento da carga viral e a maior facilidade de detecgdo (NAPOLEAO-PEGO
et al., 2014).

Os estudos utilizados nesta revisdo foram publicadas entre os anos de
1989 a 2019, e os estudos foram conduzidos entre 1989 a 2015. As inclusdes
contemplaram estudos de caso e estudos retrospectivos com métodos
diagndsticos para o virus Mayaro comprovados laboratorialmente.

Dentre os estudos selecionados, 68% estavam relacionados com
estudos retrospectivos. Entre eles, so apenas 2 (ALVA-URCIA et al., 2017;
SARDI, 2015; MARTINS et al., 2014) ndo detectaram o virus Mayaro, porém os
meétodos utilizados pelos estudos os tornam elegivel para a revisao sistematica,
devido aos métodos utilizados para a deteccéao viral. A maior parte dos estudos
foram realizados entre 2012 — 2015 em locais de clima tropical na América do
Sul e América Central (COIMBRA et al., 2007; FORSHEY et al., 2010; DE
FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; AUGUSTE et al., 2015; SANTIAGO et al.,
2015; TERZIAN et al., 2015b).

Um total de 12 dos 16 (75%)  estudos se utilizaram de testes
moleculares via PCR, uma técnica que fornece resultados rapidos em 24h ou
no decorrer da fase aguda, a sensibilidade desta técnica é alta e nao ha alta
porcentagem de ocorréncia de reagao cruzada como testes sorolégicos.

As técnicas sorologicas sao amplamente utilizadas devido ao menor
custo de realizagao e facil reprodugao, porém existem desvantagens frente a

21



técnicas moleculares/isolamento viral, que apesar de serem mais demoradas
tém mais exatiddo em seus resultados (PINHEIRO 1981, FIGUEIREDO 1989) .

O teste de inibigdo da hemaglutinagdo tem execugéao facil e baixo custo,
porém exige uma segunda coleta de amostra para confirmagcdo de seu
resultado, o que torna a execugao mais demorada e invasiva para o paciente.
Ja o teste ELISA tem baixo custo e é amplamente utilizado devido a boa
sensibilidade, e com resultados definitivos com apenas uma coleta quando ha
infeccdes em fase aguda (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014).

Apesar da facilidade de reproducgao e baixo custo, esses testes ndo sao
considerados métodos diagndsticos 100% confidveis por suas metodologias e
especificidade, pois ainda ndo atingem grande parte da populagdo mundial,
sendo apenas utilizadas em pesquisas. Ainda nao existe nenhum kit de
diagnostico sorologico comercial no mercado para deteccao do virus Mayaro.

A utilizagdo de exames laboratoriais para a detec¢cdo segura do virus
MAYV, como a PCR, pode facilitar o diagnésticos de pacientes e tambem de
possiveis coinfecgbes, diagndsticos que sdo minimamente assertivos na
avaliagao das arboviroses no cenario atual.

CONCLUSAO

A maior parte dos estudos selecionados pela revisao se utilizaram de
testes moleculares, mostrando assim que essa tecnica € uma ferramenta
eficiente e mundialmente empregada frequentemente para deteccao em soro
de pacientes infectados.

Os testes de diagnosticos mais empregados na deteccdo do virus
Mayaro sao testes soroldégicos e moleculares. Esta revisdo mostrou que os
testes sorologicos cairam em desuso na atualidade devido suas limitagdes
metodoldgicas, sendo o padrdo ouro para o diagnostico métodos como PCR
em tempo real e Isolamento viral em camundongos neonatos. Também foi
confirmada a distribuigdo global do MAYYV, principalmente em casos importados
de pacientes expostos a areas tropicais.
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Section/

Checklist item

topic

TITLE

Title 1| Identify the report as a systematic review, meta-analysis, |1
or both.

ABSTRACT

Structured 2| Provide a structured summary including, as applicable: 1

summary background; objectives; data sources; study eligibility
criteria, participants, and interventions; study appraisal
and synthesis methods; results; limitations; conclusions
and implications of key findings; systematic review
registration number.

INTRODUCTION

Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of 1
what is already known.

Objectives 4| Provide an explicit statement of questions being 1
addressed with reference to participants, interventions,
comparisons, outcomes, and study design (PICOS).

METHODS

Protocol and | 5| Indicate if a review protocol exists, if and where it can be | Anex

registration accessed (e.g., Web address), and, if available, provide |01
registration information including registration number.

Eligibility 6 | Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of NA

criteria follow-up) and report characteristics (e.g., years
considered, language, publication status) used as criteria
for eligibility, giving rationale.

Information 7 | Describe all information sources (e.g., databases with Anex

sources dates of coverage, contact with study authors to identify |0 1
additional studies) in the search and date last searched.

Search 8 | Present full electronic search strategy for at least one Anex
database, including any limits used, such that it could be |01
repeated.

Study 9 | State the process for selecting studies (i.e., screening, Anex

selection eligibility, included in systematic review, and, if 02
applicable, included in the meta-analysis).
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Data 1| Describe method of data extraction from reports (e.g., 2,3

collection 0| piloted forms, independently, in duplicate) and any

process processes for obtaining and confirming data from
investigators.

Data items 1| List and define all variables for which data were sought 5,6,7,

1| (e.g., PICOS, funding sources) and any assumptions and | 8

simplifications made.

Risk of bias 1| Describe methods used for assessing risk of bias of 2

in individual 2 | individual studies (including specification of whether this

studies was done at the study or outcome level), and how this
information is to be used in any data synthesis.

Summary 1| State the principal summary measures (e.g., risk ratio, NA

measures 3 | difference in means).

Synthesis of | 1| Describe the methods of handling data and combining NA

results 4| results of studies, if done, including measures of

consistency (e.g., |12) for each meta-analysis.

Sec.tlon/ Checklist item
topic
Risk of bias 1| Specify any assessment of risk of bias that may affect the | NA
across 5| cumulative evidence (e.g., publication bias, selective
studies reporting within studies).
Additional 1| Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity | NA
analyses 6 | or subgroup analyses, meta-regression), if done,

indicating which were pre-specified.
RESULTS
Study 1| Give numbers of studies screened, assessed for 3
selection 7 | eligibility, and included in the review, with reasons for

exclusions at each stage, ideally with a flow diagram.
Study 1| For each study, present characteristics for which data 5.6.7.
characteristic | 8| were extracted (e.g., study size, PICOS, follow-up period) | 8
s and provide the citations.
Risk of bias 1| Present data on risk of bias of each study and, if NA
within studies | 9| available, any outcome level assessment (see item 12).
Results of 2| For all outcomes considered (benefits or harms), present, | NA
individual 0 | for each study: (a) simple summary data for each
studies intervention group (b) effect estimates and confidence

intervals, ideally with a forest plot.
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Synthesis of | 2| Present results of each meta-analysis done, including NA
results 1| confidence intervals and measures of consistency.
Risk of bias 2 | Present results of any assessment of risk of bias across | NA
across 2| studies (see Iltem 15).
studies
Additional 2| Give results of additional analyses, if done (e.g., NA
analysis 3 | sensitivity or subgroup analyses, meta-regression [see
Item 16]).
DISCUSSION
Summary of | 2| Summarize the main findings including the strength of 4
evidence 4| evidence for each main outcome; consider their
relevance to key groups (e.g., healthcare providers,
users, and policy makers).
Limitations 2| Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk |8
5| of bias), and at review-level (e.g., incomplete retrieval of
identified research, reporting bias).
Conclusions | 2| Provide a general interpretation of the results in the 8
6 | context of other evidence, and implications for future
research.
FUNDING
Funding 2 | Describe sources of funding for the systematic review 2
7 | and other support (e.g., supply of data); role of funders

for the systematic review.
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CAPITULO 2

AVALIACAO MOLECULAR DO VIiRUS MAYARO EM PACIENTES ARBOVIROSE
LIKE EM GOIANIA, GOIAS

RESUMO

As arboviroses acometem milhares de pessoas em todo o mundo todos os anos. As
doencas causadas pelos virus sdo consideradas um problema de saude publica
muitas vezes negligenciadas. Sintomas ditos dengue sindrémicos s&o caracteristicas
marcantes destas infecgdes, como febre, artralgia e exantema. O diagndstico
diferencial se da por técnicas soroldgicas e moleculares. O presente estudo teve
como escopo aplicagdo de testes moleculares para o diagnostico do Alphavirus
Mayaro em pacientes com arbovirose like na cidade de Goiania, Goias atendidos na
unidade de saude CAIS Jardim Novo Mundo. Entre maio a agosto de 2017 e janeiro
a junho de 2018, 452 amostras de pacientes com arbovirose like, foram triados no
CAIS do Jardim Novo Mundo com entrevista e coleta de sangue realizados pela
equipe do projeto e as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de Genética
Molecular e Citogenética da Universidade Federal de Goias e submetidos a triagem
molecular por Reagao da Cadeia de Polimerase seguida de reagédo da Transcriptase
Reversa (RT-PCR). Para os casos indeterminados e positivos na primeira reacgao,
uma RT-gPCR foi realizada para a confirmacao da detecgao viral. Amostras positivas
foram submetidas a sequenciamento. Em paralelo, uma triagem molecular para o
virus Dengue por RT- PCR e RT-qPCR foi realizada pelo grupo do LGMC. A
circulagao do virus Mayaro em regides urbanas ja € bem estabelecida, e é frequente
o diagndstico errbneo devido aos sintomas semelhantes a outras arboviroses. No
estudo experimental 18 amostras foram positivas para a infecgao por virus Mayaro
(RT- PCR e RT-gPCR), em teste paralelo realizado pelo grupo LGMC foram
encontradas co-infecgbes com o virus Dengue. As amostras positivas para MAYV/
DENYV foram analisadas filogeneticamente, sugerindo circulagédo de Dengue sorotipo
2 e uma linhagem Peruana do Virus Mayaro (linhagem 1Q 4235) em Goiania.

Palavras chave: Mayaro, arbovirus, diagnostico laboratorial, diagndstico molecular,
Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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ABSTRACT

Arboviruses affect thousands of people around the world every year. Diseases
caused by viruses are considered a public health problem often neglected.
Symptoms called syndromic dengue are striking features of these infections, such as
fever, arthralgia and rash. The differential diagnosis is based on serological and
molecular techniques. The present study has the scope of evaluation of diagnostic
techniques in studies published in the literature and elaborate a Systematic Review
of Literature, aiming at the laboratory approach the detection of Mayaro virus that
enables health professionals to perform an efficient diagnosis. Associated with a
systematic review of the literature this work is based on the application of molecular
tests for the diagnosis of Mayaro Alphavirus in patients with dengue syndromic
symptoms in the city of Goiénia, Goias, attended at the Jardim Novo Mundo health
unit. The available literature was evaluated focusing on the diagnosis of Mayaro virus
in humans and its methodologies. Between May and August 2017 and January to
June 2018, 452 samples of patients with dengue syndromic symptoms were referred
to the Laboratory of Molecular Genetics and Cytogenetics of the Federal University of
Goias, submitted to molecular sorting by Polymerase Chain Reaction followed by
reaction of Reverse Transcriptase (RT-PCR) followed by RT-qPCR (quantitative
PCR) for viral detection. Positive samples were submitted to sequencing. In parallel,
molecular screening for Dengue virus by RT-PCR and RT-gPCR was performed by
the LGMC group. The systematic review has shown that circulation of the Mayaro
virus in urban regions is already well established, and the misdiagnosis is often due
to symptoms similar to other arboviruses. In the experimental study, 17 samples were
positive for Mayaro virus infection (RT-PCR and RT-gPCR), and co-infections with
Dengue virus. The samples were analyzed phylogenetically, suggesting circulation of

Dengue serotype 2 and a Peruvian lineage of the Mayaro virus (strain 1Q 4235) in
Goiania.

Key words: Mayaro, arbovirus, laboratory diagnosis, Molecular diagnosis,
Polymerase Chain Reaction.
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INTRODUGAO

O virus Mayaro também pertence ao género Alphavirus pertencente a
familia Togaviridae apresenta casos de infecgdes em humanos principalmente na
Ameérica do Sul e Central, predominantemente na regido da Amazobnia. O virus ¢é
adaptado a uma variedade enorme de vetores e hospedeiros, a transmissao se da
pelo mosquito Haemagogus em areas de floresta, porém a daptagdo do virus aos
mosquitos aedes ssp que sdo encontrados em areas urbanas, estabeleceu a
transmissdo do mesmo em areas povoadas. Os sintomas sao autolimitados,
caracterizado por episédios febris, atralgia com alguns casos apresentando artrite,
causando incapacidade dos pacientes de executar tarefas rotineiras (ARENIVAR et
al., 2019; DE CASTRO-JORGE et al., 2019; FIGUEIREDO et al., 2019)

A alta taxa de mutagbes genéticas nesses virus se da devido a falta de
mecanismos de reparo em sua replicagdo. Estas mutagbes podem explicar a
variacdo e a amplitude dos surtos, pois estes mecanismos séo utilizados a favor da
replicacdo nas células dos hospedeiros, colaborando para a adaptagcdo em
ambientes e organismos (DONALISIO et al., 2017; SAM et al., 2012).

O diagndstico laboratorial das arboviroses deve levar em conta a duragéo da
infeccdo nos individuos, do primeiro ao sétimo dia de sintomas onde € caracterizada
infeccdo aguda. A técnica de diagndstico recomendada deve ser a Reagdo em
Cadeia da Polimerase precedida de reacdo da Transcriptase Reversa (RT-PCR),
devido a altas chances de se detectar o material genético viral (RNA) no sangue
devido ao apice de copias virais se dar nesta fase. Apos a fase aguda, a fase de
convalescéncia se da pela diminuigdo destas particulas no sangue, dificultando a
detecgédo (SOUSA, 2019).

O diagndstico diferencial das arboviroses se faz necessario na busca de
tratamentos eficientes e especificos relativos aos sintomas demonstrados pelo
paciente (MANIERO et al., 2016). Frente a surtos sazonais dessas doencas, testes
rapidos imunocromatograficos para a deteccéo rapida, diferencial e qualitativa de
anticorpos IgM e IgG foram desenvolvidos para detecgdo dos virus de maior
circulagcdo. No Brasil, a Bahiafarma desenvolveu e distribuiu esses testes até o ano
de 2018, onde precisou ser recolhido devido ineficacia. Ainda nao existe nenhum

teste rapido que detecte a ocorréncia de MAYV.
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JUSTIFICATIVA

Sendo o MAYV considerado como um dos maiores arbovirus emergentes dos
neotrépicos e que nos ultimos anos, diversos registros de epidemias por arboviroses
foram relatados em todo mundo, além do elevado numero de casos registrados
destas arboviroses, se faz necessaria a utilizacdo de uma ferramenta que seja capaz
de triar as cepas circulantes de determinado virus pois a falta de kits diagndsticos de
qualidade prejudicam os servicos de saude publica e estudos epidemioldgicos,

evitando-se casos de diagndsticos erréneos.

OBJETIVO GERAL

Elaborar e aplicacar testes de diagnésticos moleculares para o virus Mayaro
em pacientes arbovirose like advindos de uma unidade de saude na cidade de

Goiania.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Confecgao de um Primer especifico para a detec¢éo do virus Mayaro.

* Aplicar a técnica de RT PCR em pacientes arboviroses like atendidas no

Cais Jardim Novo Mundo.

METODOLOGIA

POPULAGAO DO ESTUDO E COLETA DE AMOSTRAS

O estudo foi realizado em pacientes com sintomatologia arbovirose like,
suspeitas de infecgdes para DENV, ZIKV, CHIKV ou MAYV que foram atendidos no
CAIS (Centro de Atencao Integral a Saude) Jardim Novo Mundo localizado na
Avenida Pau Brasil - Chacaras Califérnia, Goiania - GO, 74005-010, no periodo de

maio a agosto de 2017 e de Janeiro a Junho de 2018.

As 452 amostras de sangue total dos pacientes suspeitos para arboviroses
like, foram coletados e armazenados em tubos com ativador de coagulo e gel

separador Vacuplast ®. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas e
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transportadas para Laboratorio e Genética Molecular e Citogenética (LGMC) que se
encontra no Instituto de Ciéncias Bioldgicas | no Campus Samambaia da
Universidade Federal de Goias, Goiania — Goias. As amostras coletadas em gel
separador onde foram processadas (centrifugadas por 3 minutos a 5000rpm e o soro
aliquotado em tubos estéreis de 2mL) e armazenadas em ultra freezer -80°C no
LGMC para testes moleculares. Posteriormente, as amostras colhidas em tubo com
EDTA ( acido etilenodiamino tetra-acético) foram encaminhada para o LACES,
Laboratério de Analises Clinicas e Ensino em Saude da UFG onde foi realizado o
hemograma.Todas as alicotas foram guardadas no LGMC.

Os pacientes atendidos sao advindos de localidades variadas da cidade de
Goiania, Goias. Dados de vacinagao contra alguma arbovirose, histérico de provavel

viagem no periodo prévio a coleta (15 dias) nao foram informados.

EXTRAGAO DO RNA

Para extragdo do RNA viral foi utilizado o kit BioGene® Extracdo de DNA/RNA
Viral K204 (produzido por Bioclin - Quibasa Quimica Basica LTDA; Reg. ANVISA:

10269360296), em conformidade com as instrugdes do fabricante.

TRANSCRIPTASE REVERSA - cDNA

Para a sintese de DNA complementar (cDNA), a Reagédo da Transcriptase
Reversa foi utilizada segundo protocolo do kit M-MLV Reverse Transcriptase
(SIGMA-ALDRICH, Saint Louis — USA) em um microtubo de 0,5 mL livre de RNase e
DNase. No primeiro passo, o0 mix da reacdo com 1 pyL de RNA, 1 pyL de dNTP (10
mM), 1 yL de primer (10 mM) e 7 pL de agua livre de RNase e DNase, foi incubado
por 10 minutos a 70°C. O segundo mix, com 2 uL de buffer 10x (500 mM Tris-HCI,
pH 8,3 com 500 mM KCI, 30 mM de MgCI2 e 50 mM DTT), 1 uL da enzima (M-MLV
Reverse Transcriptase) e 7 yL de agua livre de RNase e DNase foi preparado
enquanto as amostras foram mantidas em gelo.

O segundo mix foi homogeneizado juntamente ao primeiro e incubado a 37° C

por 50 minutos seguido de incubacgao final a 85° C por 10 minutos.
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REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE CONVENCIONAL, (RT-PCR) PARA
DETECGAO DE MAYV.

A linhagem MAYV BR/SJRP/LPV01/2015 (GeneBank KT818520.1), foi cedida
pelo Dr. Rafael Elias Marques do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e
Materiais como controle positivo nas reacbes de MAYV e para a validagdo da
reacao.

Para a amplificacdo do cDNA para a deteccdo do virus MAYARO foram
utilizadas as sequéncias consenso Foward primer. GACGACCTGCAGTCAGTGAT;
Reverse primer. GTCTTAAAGGCCCACAGGCA. Estas sequéncias foram usadas
para projetar amplicons de 925 pares de base (pb), referente a regido nsP1-2 do
virus de interesse (SOUSA, 2019).

As condi¢des da reagao foram otimizadas para que os resultados mostrassem
amplificagdes confiaveis, seguindo as orientagdes preconizadas pelos primers

usando o OligoAnalyzer Tool - https://www.idtdna.com/pages.

Na reacado foi usado tubo de 0,5mL livre de contaminantes (by Life
TecnologiesTM). O mix foi composto de 2,5 uL de PCR Buffer 10x (200 mM Tris-HCI
(pH 8,4); 500 mM KCI), 1 yL de MgCI2 (50 mM), 0,5 uL dNTP (10 mM), 5 uL primer
(2,5 uM), 0,5 pL Platinum Taq DNA Polimerase (5U/uL) e 14,5 pL de agua livre de
RNase e DNase. Do cDNA foi utilizado 1 yL num volume total da reagao de 25 pL.

Para a padronizacdo da técnica, foram utilizadas amostras sabidamente
positivas para CHIKV para confirmacédo da nao existéncia de reagao cruzada devido
aos virus serem da mesma familia. A termociclagem da PCR para detecgédo do
MAYYV esta descrita na Tabela 5.

Tabela 5 : Termociclagem da PCR para MAYV.

Temperatura Tempo Ciclos

(°C)
Desnaturacao 95°C 2 min 1
Inicial
Desnaturacédo  95°C 30 seg
Anelamento 60°C 1 min 35
Extensao 72°C 2 min
Extensdo Final 72°C 7 min 1
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RT-gPCR

Para todas as amostras que apresentaram positivas para MAYV triadas por
RT-PCR, foram submetidas a uma RT-qPCR para a confirmag¢ao da deteccgéao viral.
As amostras de soro positivas na 12. PCR foram encaminhadas para o Laboratério
de Virologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, aos cuidados do Prof.
Amilcar Tanuri, onde utilizaram sondas especificas para MAYV (NAVECA et al.,
2017) e o kit GoTag® Probe gPCR Master Mix A6101;Promega, WI, USA)
Termociclador StepOnePlus® Real Time da Applied Biosystems.

6.7 SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Uma amostragem representativa positivas somente para MAYV e uma
amostragem de co-infectcdo por outras arboviroses foram sequenciadas pelo
metodo de SANGER (amplicons purificados utilizando a Thermo Scientific™
Exonuclease | (20 U/uL)). Os primers tinham como alvo os genes npP1-2 para
MAYV e nsP5 para DENV pelo kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit
(Applied Biosystem) com o equipamento ABI3130 (Applied Biosystems).

Para a genotipagem das sequéncias obtidas, as mesmas foram alinhadas
com 56 sequéncias de MAYV disponiveis no GeneBank com o software MAFFT
v7.407(KATOH; STANDLEY, 2013). A arvore de inferéncia de semelhangas foi
inferida com os softwares IQ-tree v1.6.218, modelo GRT + N'4(NGUYEN et al., 2014).
Testes de ramificacdo foram feitos com SH-aLRT (GUINDON, DUFAYARD,
LEFORT , ANISIMOVA , HORDIJK , 2010; HOANG et al., 2017).

As sequéncias para DENV foram alinhadas com 102 sequéncias utilizando as
mesmas metodologias. O anexo 2 mostra o numero de acesso das sequéncias
utilizadas no estudo.

As analises foram feitas pela supervisdo do PhD Amilcar Tanuri no Laboratorio

de Virologia Molecular, Instituto de Biologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

ANALISES ESTATISTICAS
As analises graficos e tabelas apresentadas neste estudo foram analisadas
pelo software GraphPad Prism® 5, utilizando equagbes de média, desvio padréo,

testes ANOVA e Tukey.
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ANALISE DE CO-INFECCOES
Testes para o Dengue virus foram realizados paralelamente por outro grupo
do LGMC, que disponibilizaram os resultados de RT-PCR das 452 amostras, assim

como os resultados hematologicos das amostras testadas.

ANALISE DOS HEMOGRAMAS REALIZADOS PELO LACES

Das 72 amostras positivas para Mayaro na RT-PCR, foram obtidos 38
resultados dos hemogramas realizados no LACES-UFG. A analise foi realizada
separadamente em cada hemograma para observacdo de leucopenia.
Posteriormente foi realizada analise estatistica para comparagao de cada parametro
hematoldgico entre os hemogramas para possivel relagcdo hematolégica e a infecgao

pelo virus Mayaro ou co-infecgcdo Mayaro — Dengue.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PADRONIZAGAO DA TECNICA

O controle positivo correspondente a linhagem MAYV BR/SJRP/LPV01/2015
foi testado por meio de RT-PCR com primer especifico visualizados em gel de
agarose a 1,5% mostrado na figura 08, com o fragmento com 925pb desenhado pelo

Nosso grupo de pesquisa.

925
pb

Figura 08: Eletroforese em gel de agarose com a banda esperada de 925pb, corado com brometo de etidio

referente a padronizagéo do primer com amostra controle positivo e negativo, e marcador molecular
de 100 pares de base.

Para a padronizacao da tecnica, foram utilizadas 5 amostras analisadas 5
amostras previamente positivas para CHIKV para descartar a possibilidade o primer
se anelar em amostras de casos positivos para CHIKV, assim como amostras de
RNA extraido da linhagem de Mayaro. A figura 9 mostra os resultados da
padronizagao onde nenhuma amostra positiva para CHIKV teve amplificagdo do

primer.
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34 gqPCR_CHIKV +
62 gqPCR_CHIKV +

Figura 9: Gel de agarose contendo amostras positivas para CHIKV, nao apresentando amplificagdes

frente ao primer especifico para MAYV.

Na triagem molecular por RT PCR de 452 amostras coletadas de pacientes com
sintomas arboviroses like, 72 amostras foram positivas para MAYV (15,9%).

A Tabela 6 mostra a comparacao dos resultados entre as técnicas utilizadas no
trabalho referentes as 72 amostras positivas na RT-PCR e também apresenta os

resultados dos hemogramas analisados.
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Tabela 6: Descricdo dos resultados referentes as 72 amostras positivas para
MAYV na triagem da RT-PCR e os resultados da RT-gPCR e hemograma.

AMO INICI DIAS gPCR ClI  gPCR Cl CO- _ PARAMETROS
STRA AIS DE  MAYV DENV INFECGAO  HEMATOLOGICOS
SINT -
OMA MAYV/
S DENV- RT
PCR
10  EPM 7 UND 12,40 UND 12,89  SIM NAO REALIZADO
13 SSA 21 UND 13,81 UND 1412  NAO NAO REALIZADO
20 ALS 6 3484 12,96 UND 1323  SIM NAO REALIZADO
P
28 LCS 4 3749 12,47 UND 13,06  SIM NAO REALIZADO
48  LRS 7 40,04 13,49 UND 13,95  SIM NAO REALIZADO
49  KMP 4 UND 1254 3873 1272  SIM NAO REALIZADO
R
52 LBS 1 UND 13,15 UND 13,36  NAO NAO REALIZADO
55 LPC 6 3592 12,54 UND 13,02  SIM NAO REALIZADO
SO
57 ECS 4 UND 1247 UND 12,95  NAO NAO REALIZADO
P
68 DB 7 36,71 12,66 2921 13,09  SIM LEUCOPENIA
70  TSB 2 39,23 13,36 3494 1419  SIM NAO REALIZADO
73 WSP 1 UND 1336 UND 1355  SIM NAO REALIZADO
9  EVS 5 UND UND NR SIM NAO REALIZADO
S
110 NAF 1 37,59 12,35 3388 12,98  SIM NAO REALIZADO
11 KLC 3 3445 UND NR SIM NAO REALIZADO
s
13 APS 1 3378 UND NR SIM NAO REALIZADO
15 ESV 3 36,79 UND NR SIM NAO REALIZADO
S
19  JSL 4 NR NR NR AR SIM NAO REALIZADO
120 YRF 1 41,98 13,14 UND 13,89  SIM NAO REALIZADO
121 CAO 3 UND 12,97 2846 12,99  SIM NAO REALIZADO
127 KCS 3 UND 13 UND 1345  SIM NAO REALIZADO
M
128  AAL 4 39,7 13,04 UND 1326  SIM NAO REALIZADO

129 VGP 0 UND 13,37 UND 13,37 SIM NAO REALIZADO
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As amostras positivas foram submetidas a RT-qPCR para a
confirmagao da detecgao viral e das 72 amostras testadas, 18 amostras positivaram
para a segunda PCR.

Das 72 amostras positivas para Mayaro, 61 amostras apresentam co-
infecdo para MAYV e DENV-2.

Durante surtos de dengue, uma vigilancia laboratorial é necessaria
para que casos de arboviroses sejam corretamente diagnosticados.

A virose causada pelo MAYV se da de modo sutil comparando-se a
outras viremias como a Dengue, sendo comumente diagnosticada erroneamente
devido aos sintomas febris (ZUCHI et al., 2014). Com a presenga de mais uma
arbovirose circulante, acredita-se que o diagndstico clinico para as arboviroses
torna-se mais confuso para os clinicos, principalmente quando o paciente apresenta
co-infeccdo, podendo mesclar suas manifestagdes clinicas.

Como pudemos observar, houve um percentual alto de casos positivos
para MAYV e DENV-2 61/72 (84,5%) por RT-PCR, o que corrobora com casos ja
descritos na literatura com diagnésticos moleculares até o momento, como em
estudo relatado por Zuchi 2014, das amostras positivas para MAYV, 12/15 (80%)
apresentaram-se co-infectados com DENV-4 no Mato Grosso em areas urbanas.

Em Cuiaba, Serra et al (2013) obtiveram 60% de casos positivos para
MAYV em area urbana, onde vetores silvestres ndo sao tipicamente encontrados.
Estudos como este mostram a necessidade de um maior entendimento a respeito do
ciclo de transmissdo do MAYV em areas de cidade.

Em 2018, a cidade de Goiania teve o maior numero de casos DENV
relatado no Boletim Epidemiolégico com 15.215 casos. A regiao Centro-Oeste é uma
das regides com maior incidéncia da doenga (BRASIL, 2018).

E importante salientar que a regido da América Central & endémica
para todos os sorotipos de DENV e as demais arboviroses podem ser transmitidas
pelo mesmo vetor, compartilhando hospedeiros, sendo de grande importanica a
inclusdo de todas as arboviroses em triagens laboratoriais no sistema de saude
como ferramenta de vigilancia, conscientizacdo da populacédo da circulagdo dessas
doengas e a busca de atendimento médico, podendo assim estudar de forma

concisa a dindmica das arboviroses na cidade de Goiania.
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Os resultados obtidos confirmam a co-circulagdo dos virus MAYV e
DENV na cidade de Goiania-Goias e os resultados discordantes entre as duas
técnicas moleculares sugerem a possibilidade de degradagao do virus na amostra
devido a alta sensibilidade deste virus a variagdes de temperatura seja no

descongelamento repetitivo, transporte ou manipulagéo.

ANALISE DOS HEMOGRAMAS

Das 458 amostras triadas para MAYV, somente 38 tiveram resultados de
hemograma. Ndo houve a realizacdo de hemogramas de todas as amostras, pois

nao houve coleta de tubo EDTA desses pacientes para fins de pesquisa.

Das 72 amostras positivas para MAYV, foi possivel realizar a analise de 38
hemogramas de pacientes positivos para infeccdo por MAYV na RT-PCR. A tabela 5
mostra analise geral dos dados hematoldgicos das amostras positivas somente para
MAYV (5) e de amostras co-infectadas com MAYV/DENV (61).

A média em dias de sintomas e a deteccao viral pelos testes realizados no
LGMC foi de 3,5 dias. Foi possivel observar que 62% dos pacientes positivos para
MAYV e DENV, apresentaram leucopenia nas amostras analisadas. Nenhum outro
fator diferencial foi encontrado nas analises do hemograma para pacientes com co-
infeccdo. No trabalho de Oliveira; Rose; Cury (2009), foi possivel observar a
leucopenia em 47% dos pacientes infectados com DENV. Nossos dados corroboram
com esse dado onde também é relatado leucopenia em pacientes infectados
somente com DENV (OLIVEIRA; ROSE; CURY, 2009).

Souza (2013) avaliou 5686 pacientes adultos infectados com DENV no Rio de
Janeiro entre 2010 e 2011 e em seus achados laboratoriais resultaram um quadro

de leucopenia bem expressiva nos pacientes (51%) (SOUZA, 2013).

A replicacdo dos Alphavirus nas células leucocitarias resulta em leucopenia
nos pacientes infectados, principalmente na fase aguda da doenca (NAPOLEAO-
PEGO et al., 2014). Todos os pacientes do nosso trabalho estavam na fase aguda

da doenca.
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Segundo o Manual de Manejo Clinico de Chikungunya pelo Ministério da
Saude, € corriqueira a leucopenia com linfopenia em analises laboratoriais de
pacientes infectados com este Alphavirus (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Em anadlise detalhada e comparativa com os parametros hematologicos
individualizados dos nossos pacientes, os hemogramas de pacientes infectados com
MAYV/DENV, MAYV ou DENV foram analisados e a média de cada parametro foi
comparado entre os grupos por analise de variancia ANOVA e pés teste Tukey. No
Anexo 1 encontra-se os valores de referéncia. A figura 10 mostra os dados

referentes as analises hematoldgicas.

66



Figura 10: Distribuicdo percentual de células de pacientes com arbovirose like. Teste ANOVA e testes de comparacgdes
Intervalo de confianga de 95% em um nivel de significAncia de 0,05. Os Resultados ndo mostraram diferenca estatistica (p *

P & @ & S XL NSy a0
(&) ) *2‘0 QS) Q\/ QO 4(9 (@) QQ Q~° \:\ Qo OQ. év.
X
A
2

Legenda:
GB: Globulos Brancos, GV: Glébulos Vermelhos, HGB: Hemoglobina, HCT: Hematdcrito, PLA: Plaquetas, PCT: Plaquetdcrito, VGM: Volume Globulz
MCHC: Concentragdao média de Hemoglobina, RDW: Distribuicdo de Tamanho Celular, LYM: Linfécitos, MON: Mondcitos, GRA: Granuldcitos.

67



Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre as médias dos
parametros hematolégicos entre os pacientes dos diferentes grupos quando

comparados por analise de varidancia ANOVA e pos teste Tukey.

A avaliagdo dos dados hematologicos nos pacientes infectados por
arboviroses neste trabalho mostra a importancia de estudos moleculares que sao
mais sensiveis e especificos para cada infecgao, assim o diagnoéstico ndo € apenas
baseado em sintomas e sinais inespecificos como reflete o estudo dos hemogramas

aqui citado
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SEQUENCIAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

Amostras positivas para MAYV (n=18), foram submetidas ao sequenciamento
Sanger. O sequenciamento das amostras positivas nas analises prévias corroborou
com os resultados confirmando o diagnéstico para MAYV. A analise filogenética
demostrou que todas as sequencias MAYV encontradas no estudo se pareiam com
o gendtipo D, advindo do Peru (MKO070491; Linhagem IQT 4235), como
demonstrado na Figura 12 e 13 que mostram os resultados das analises
filogenéticas por maxima verossimilhanca. Esses dados descartam possiveis
hipétese de uma possivel contaminacdo devido as sequéncias encontradas ans
amostras positivas ndo se agruparem com a sequéncia KT818520.1 (Gendtipo L),
usada como controle positivo para PCR. Todas as amostras de MAYV co-infectadas

com DENV foram sequenciadas e as mesmas se alinharam com o sorotipo 2.
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Figura 11. Resultados das Analises Filogenéticas por maxima verossimilhanca ultra fast bootstrap (1000 replicas).
Filogenética das amostras positivas para MAYV agrupados em paises de maior ocorréncia.
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A caracterizacao filogenética para MAYV realizada nas amostras de Goiénia
agrupou todas em um clado comum e os casos para co-infeccdo (MAYV /DENV), as
sequéncias se agrupam em um clado com sequéncias do Nordeste e Sudeste
Brasileiro, caracterizando Dengue tipo 2.

No estudo de caracterizacdo genética realizado por Powers (2006), é
elucidado que todas as linhagens MAYV descendem de um ancestral comum (grupo
monofilético), mostrando uma divergéncia nucleotidica entre as linhagens de 0.05%
a 18.2%. Estas mutagdes entre linhagens nao mostraram potencial de afetar a
viruléncia ou o poder de transmissao viral, e o papel evolutivo destas divergéncias
ainda ndo é completamente elucidado (POWERS et al., 2006).

A abrangéncia do clado D se da na América do Sul, incluindo Trinidad, Brasil,
Guiana Francesa, Suriname, Peru e Bolivia, neste clado as estirpes variam
geneticamente entre 0.05% e 5,9%. O clado L, €& considerado exclusivamente
brasileiro se limitando as regides Norte e Centro-Oeste, com estirpes geneticamente
semelhantes com variagdo nucleotidica entre 0.1% a 3%. A comparagao entre
genotipos D e L mostrou uma divergéncia maxima de 18% (POWERS et al., 2006).

ApOs a caracterizagdo do gendtipo intermediario N em 2015 por Terzian et al.
(2015), foi mostrada uma divergéncia de 17% entre os trés gendtipos existentes
(TERZIAN et al., 2015).

Mavian (2017) relacionou a mobilidade humana e a emergéncia de cepas
recombinantes no Brasil e Haiti, contribuindo para eventos de recombinagédo e
amplificagdo viral nas Américas. Em seu estudo é mostrado que o gendtipo D esta
presente no Peru, Haiti e Brasil, corroborando com os resultados apresentados
neste trabalho, com a detecgdo do Gendtipo D na regido Centro-Oeste do Brasil,
sugerindo que uma amplificagao ja esteja acontecendo desde o estudo de Mavian
(2017) que também foi realizado em Goiania (MAVIAN et al., 2017).

A transmissdo do MAYYV esta relacionada a ciclos selvagens. Os achados na
cidade de Goiania refletem a adaptagdo do virus ao vetor urbano e a provavel
capacidade deste vetor estar infectado simultaneamente com DENV, pois ja é
demonstrado que em uma mesma picada o vetor é capaz de transmitir infeccéo por
mais de um virus (RUCKERT et al., 2017; ZUCHI et al., 2014)

Apesar dos estudos relacionados ao MAYV na regido Norte serem amplos, 0s
estudos em todo pais ainda sdo escassos e precisam ser explorados. E estimado
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que 1% de doengas arbovirose like estejam relacionados ao MAYV e a expansao
viral ainda se agrava quando se considera viagens a regides endémicas da
populagao e a evasao de casas em areas selvagens (CAMINI et al., 2017).

Além do isolamento em Trinidad e Tobago (ANDERSON, et al.,1957), e
relatos na América Central, Receveur (2010) relata um caso na Frangca de um
viajante que esteve na regido Amazénica; Neumayr (2012) relata um caso na Suica
de um paciente advindo do norte do Peru; Vasilache (2014) confirma um diagndéstico
para MAYV em uma viajante Alema que retornou da Guiana Francesa. A
transmissao via aerossois e em laboratérios também é relatada (GOUANDIJKA-
VASILACHE et al., 2014; NEUMAYR et al., 2012; RECEVEUR et al., 2010; ZUCHI et
al., 2014).

A necessidade da implantagao de testes moleculares no sistema de saude se
faz importante na diminuicdo de diagndsticos falso-negativos para arboviroses,
melhorando a metodologia clinica e o tratamento da populagéo.

Junt et al. (1999) mostra o relato de um caso intrigante em que apresenta
uma infecgdo de um técnico de laboratoério que se infectou durante a manipulagéo do
virus em seu trabalho, sem evidéncias de que este teria sido picado por um
mosquito. O trabalho traz que a fonte de transmissdo causadora teria sido via
inalagao do ar contaminado pelo virus, sendo o primeiro e o0 unico relato relacionado
a essa forma de transmissao pelo virus (JUNT et al.. 1999). O trabalho tenta mostrar
a necessidade de um olhar criterioso nos métodos de manipulagdo de materiais
contaminados para evitar a contaminagao dos responsaveis técnicos por amostras
possivelmente contaminadas, assim como as condigdes de seguranca de trabalho
dos mesmos.

No estado de Goias ndo se tem levantamentos atuais epidemiologicos
relacionados ao MAYV e observa-se que os limites urbanos e rurais ndo sao
restritamente delimitados. A transmissdo selvagem e urbana pode se misturar,
favorecendo diagnodsticos ndo seguros e muitas vezes nao confirmados por exames
laboratoriais como no caso de hemogramas.

O Estado de Goias entdo pode se valer de melhores ferramentas em seu
sistema de saude, devido a presenca de um agente nocivo que ndo esta sendo
diagnosticado pelos métodos vigentes, e se as notificagbes refletem

adequadamente a epidemiologia local
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CONCLUSOES

O presente trabalho proporcionou a elaboragao e aplicagdo de testes de
diagnosticos moleculares para o virus Mayaro em pacientes possivelmente
contaminados com o MAYYV, assim como também para a co-infecgdo do MAYV/
DENV.

Este trabalho evidenciou a hipétese da urbanizagdo do ciclo de transmissao
do MAYV; Além do MAYYV, a circulacdo de DENV 2 propde transmissdo concomitante
e co-circulacdo sugerindo mais estudos para a confirmagdo com os vetores da
regiao;

A detecgao de pacientes sintomaticos traz a importancia da inclusdo do MAYV
como diagnéstico diferencial no estado de Goias.
Os dados sugerem uma otimizagdo no sistema de saude para o diagndstico

correto e vigilancia epidemioldgica.

Os proximos passos deste estudo, visa a realizagcao de testes com amostras de
outros fluidos bioldgicos que foram coletados conjuntamente com sangue, como a
urina, e para a realizacao de testes de sensibilidade e especificidade a realizagcao de

gPCR para amostras que foram negativas na RT-PCR.
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ANEXO 1

Tabela 7: Médias e desvios Padrao das amostras positivas para DENV.
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DENGUE

PARAMETRO MEDIA DESVIO PADRAO
GB 5.741579 3.829378
GV 4.683948 0.5111542
HGB 13.83684 1.69553
HCT 41.31579 4.553201
PLA 171.3105 47.79878
PCT 15.10665 42.26307
VGM 77.82858 28.3843
MCH 29.56316 2.192299
MCHC 33.45789 1.160995
RDW 13.63947 0.9810473
LYM 12.78316 16.45714
MON 4.974211 6.164432
GRA 23.22868 26.8293
BASTAO 5.368421 5.711161
SEGMENTADO 48.66895 21.3354
EOSINOFILO 1.210526 2.081552
BASOFILO 0.480263 1.348482
MONOCITO 6.114211 2.523082
LINFOCITOS ATIPICOS 0.783784 1.227806

Legenda: GB: Globulos Brancos, GV: Glébulos Vermelhos, HGB: Hemoglobina, HCT: Hematdcrito,
PLA: Plaquetas, PCT: Plaquetécrito, VGM: Volume Globular Médio, MHC: Hemoglobina Média por
Cél, MCHC: Concentragdo média de Hemoglobina, RDW: Distribuicdo de Tamanho Celular, LYM:
Linfocitos, MON: Mondcitos, GRA: Granulécitos.

Tabela 8: Médias e desvio Padrao das amostras positivas para MAYARO

MAYARO

PARAMETRO MEDIA DESVIO PADRAO

GB 3.975 1.95
GV 4.7825 0.3474071
HGB 13.625 0.5439054
HCT 39.625 2.054873
PLA 162.5 9.746795
PCT 0.08975 0.06275548
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VGM 83 2.94392
MCH 28.75 0.9110435
MCHC 344 0.6976144
RDW 14.475 0.4425306
LYM 47.5 11.81609
MON 13.7 3.703152
GRA 38.8 14.04896
BASTAO 9.25 6.946222
SEGMENTADO 35 15.81139
EOSINOFILO 0.5 0.5773503
BASOFILO 0 0
MONOCITO 7.5 2.516612
LINFOCITOS ATIPICOS 2.75 2.5
Tabela 9: Médias e desvio Padrdo das amostras positivas para DENV e MAYV.
DENGUE E MAYARO

PARAMETRO MEDIA DESVIO PADRAO

GB 4.84 2.631585
GV 4.709737 0.525745
HGB 14.18684 1.47193
HCT 41.47368 4.497368
PLA 195.1579 55.86979
PCT 0.160174 0.063314
VGM 86.30526 14.14617
MCH 30.21842 2.154675
MCHC 34.22368 1.115356
RDW 13.61316 1.335214
LYM 32.49 17.64614
MON 12.02947 6.547616
GRA 54 21.59861
BASTAO 6.973684 5.420117
SEGMENTADO 45.42105 21.3423
EOSINOFILO 1.001081 1.508509
BASOFILO 0.868919 5.260114
MONOCITO 6.210526 3.02385
LINFOCITOS ATIPICOS 0.894737 1.484869
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Anexo 2: Valores de referéncia para Hemogramas segundo o PNCQ Fonte : PROGRAMA
NACIONAL DE CONTROLE DA QUALIDADE (PNCQ).

SERIE ERITROCITARIA

VALORES NORMAIS

Hemoglobina | Hematocrito | Hemacias VGM HGM CHGM
(g/dL) (%) (x10*/1) (fL) (pg) (g/dL)
Idade
1-3dias 18,5 56 53 108 34 33
(14,5 -22,5) (45 - 67) (4,0-6,6) | (95-121) | (31-37) | (29-37)
1 semana 17,5 54 5,1 107 34 33
(13,5-21,5) (42 - 66) (3,9-6,3) | (88—-126) | (28—-40) | (28 -38)
2 semanas 16,5 51 4,9 105 34 33
(12,5-20,5) (39 -63) (3,6 -6,2) (86-124 (28 —-40) | (28 -38)
1 més 14,0 43 4,2 104 34 33
(10,0-18,0) (31 -55) (3,0-5,4) | (85-123) | (28-40) | (29-37)
2 meses 11,5 35 3,8 96 30 33
(9,0-14,0) (28 —42) (2,7-4,9) | (77-115) | (26—-34) | (29-37)
3 - 6 meses 11,5 35 3,8 91 30 33
(9,5-13,5) (29 - 41) (3,1-4,5) | (74-108) | (25-35) (30 - 36)
6m-2anos 12 36 4,5 78 27 33
(10,5 -13,5) (33 -39) (3,7-5,3) (70 - 86) (23-31) | (30-36)
2 -6 anos 12,5 37 4,6 81 27 34
(11,5-13,5) (34 - 40) (3,9-5,3) (75 - 87) (24-30) | (31-37)
6-12 anos 13,5 40 4,6 86 29 34
(11,5-15,5) (35— 45) (4,0-5,2) (77 - 95) (25-33) | (31-37)
12- 18 anos
Feminino 14,0 41 4,6 90 30 34
(12,0-16,0) (36 — 46) (4,1-5,1) | (78-102) | (25-=35) | (31-37)
Masculino 14,5 43 4,9 88 30 34
(13,0-16,0) (37 —49) (4,5-5,3) (78 — 98) (25-=35) | (31-37)
VALORES NORMAIS EM ADULTOS
Masculino | Feminino
Leucocitos 7.8
X10%/uL (4,4—11,3)
Hemacias s 5,21 4,60
X10°/ L (4,52 — 5,90) (4,10 — 5,10)
Hemoglobina /dl 15,7 13,8
g (14,0 — 17,5) (12,3 —15,3)
Hematocrito (%) 46 40
° (42 — 50) (36 — 45)
VGM fL 88,0 (80,0 — 96,1)
HGM pE 30,4 (27,5 — 33,2)
CHGM g/dL 34,4 (33,4 — 35,5)
RDW CV (%) 13,1 (11,5 — 14,5)
Plaquetas X103 /L 311 (172 — 450)
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Anexo 3 —Acesso de
todas as sequéncias
usadas neste estudo.

Accesso Organismo

MKO070491 MAYV
MKO070492 MAYV
KY026195 MAYV
KY026197 MAYV
KY026198 MAYV
KY026199 MAYV
KY026200 MAYV
MH513597 MAYV
KY618127 MAYV
KY618128 MAYV
KY618129 MAYV
KY618130 MAYV
KY618131 MAYV
KY618132 MAYV
KY618133 MAYV
KY618134 MAYV
KY618135 MAYV
KY618136 MAYV
KY618137 MAYV
KY618138 MAYV
KY618139 MAYV
KY618140 MAYV
KY985361 MAYV
KX496990 MAYV
KT754168 MAYV
KP842794 MAYV
KP842795 MAYV
KP842796 MAYV
KP842797 MAYV
KP842798 MAYV
KP842799 MAYV
KP842800 MAYV
KP842801 MAYV
KP842802 MAYV
KP842803 MAYV
KP842804 MAYV
KP842805 MAYV
KP842806 MAYV
KP842807 MAYV
KP842808 MAYV
KP842809 MAYV
KP842810 MAYV
KP842811 MAYV
KP842812 MAYV
KP842813 MAYV
KP842814 MAYV
KP842815 MAYV
KP842816 MAYV
KPg842817 MAYV
KP842818 MAYV
KP842819 MAYV
KP842820 MAYV
KT818520 MAYV
KM400591 MAYV
KJ013266 MAYV
DQ001069 MAYV
AF237947 MAYV

NC_003417MAYV
KY369951 DENV
KU513441 DENV
KJ579244 DENV
KJ579245 DENV
KP188561 DENV
JN983813 DENV
KJ579241 DENV
KJ579242 DENV
KP188564 DENV
KJ596661 DENV
KT794007 DENV
JN’559741 DENV
JQ513338 DENV
JQ513330 DENV
JQ513340 DENV
IN’559740 DENV
JQ513345 DENV
JQ513334 DENV
JQ513337 DENV
KY369949 DENV
KP188543 DENV
KF672759 DENV
KP188544 DENV
KP188567 DENV
KP188548 DENV
KP188546 DENV
KP188547 DENV
KP188539 DENV
JX669465 DENV
JX669464 DENV
KP188542 DENV
KP188541 DENV
KF672760 DENV
JX669462 DENV
KF672764 DENV
JX669470 DENV
KF672763 DENV
JX669468 DENV
JX669467 DENV
AB519681 DENV
7X669469 DENV
KF672761 DENV
KF672762 DENV
JN697379 DENV
EF629370 DENV
EF629369 DENV
EF629368 DENV
GU131866 DENV
GU131873 DENV
JX669505 DENV
EF629367 DENV
JF808126 DENV
EF643017 DENV
GU131845 DENV
GU131857 DENV
GU131861 DENV
GU131877 DENV
JX669501 DENV
7X669489 DENV
JX669508 DENV
JX669490 DENV
GU131844 DENV

JF808120 DENV
JX669498 DENV
JF808125 DENV
JF808127 DENV
GU131868 DENV
JX669495 DENV
JF808124 DENV
JX669499 DENV
JX669507 DENV
JX669497 DENV
JF808118 DENV
JF808119 DENV
AY679147 DENV
JQ686088 DENV
HQO012538 DENV
HQO012537 DENV
JX669487 DENV
JX669488 DENV
HQO012535 DENV
HQO012536 DENV
JX669480 DENV
JX669483 DENV
HQO012533 DENV
KP188569 DENV
JX286517 DENV
JX286516 DENV
JX567951 DENV
KP188554 DENV
KP188549 DENV
JX286521 DENV
JX286518 DENV
JX669478 DENV
KP188550 DENV
JX669476 DENV
HQ026763 DENV
GU131883 DENV
GU131884 DENV
GU131881 DENV
JX669477 DENV
JX567950 DENV
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