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RESUMO

O virus chikungunya (CHIKV) é um alfavirus transmitido por mosquitos do género
Aedes associado a uma infeccdo caracterizada por febre, mialgia, exantema e
artralgia persistente. Em 2014 com a chegada do virus zika ao Brasil e sua associacao
com transmissdo vertical e consequentes quadros de microcefalia em recém-
nascidos, muitos questionamentos foram postulados a respeito da transmissdo de
outros arbovirus. Neste contexto, diversos estudos apontam para a transmissao
perinatal de CHIKV com quadros de encefalites em neonatos. Diante destes fatos, o
presente estudo objetivou investigar a ocorréncia do CHIKV em gestantes
exantematicas, no municipio de Goiania, no periodo de janeiro de 2017 a julho de
2018. A populacdo de estudo foi constituida por 70 gestantes, das quais foram
coletadas amostras de sangue que foram submetidas a pesquisa dos marcadores
soroldgicos IgM/1gG utilizando kit comercial, bem como a deteccdo do RNA viral
através da RT-gqPCR. Foi identificado um indide de soroprevaléncia para CHIKV de
2,8%. Das gestantes investigadas, foi identificado um caso de positividade para
marcador 1gG isolado (Caso 1) e outro apresentou positividade combinada (IgM-
IgG-RNA) (Caso 2), sendo descrito em ambos o quadro sintomatico no primeiro
trimestre gestacional. Nestes casos, os recém-nascidos foram positivos apenas para o
marcador 1gG. Este constitui o primeiro estudo a investigar a ocorréncia de CHIKV
no estado de Goias, tendo demonstrado uma baixa circulacdo do CHIKV em nossa
regido, em especial na populacdo gestante. As informacdes obtidas reforcam a
importancia de estudos nesta populacdo, visando melhor conhecimento do perfil
desta infeccdo em gestantes, bem como contribuir na compreensdo de aspectos

associados a patogenia deste agente.

Palavras-chave: virus chikungunya, gestantes, investigacdo soroldgica, investigacdo

molecular.
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ABSTRACT

The chikungunya virus (CHIKV) is an alphavirus transmitted by mosquitoes of the
genus Aedes associated with an infection characterized by fever, myalgia, rash and
persistent arthralgia. In 2014 with the arrival of the zika virus in Brazil and its
association with vertical transmission and consequent microcephaly in newborns,
many questions were postulated regarding the transmission of other arboviruses. In
this context, several studies point to the perinatal transmission of CHIKV with
encephalitis in neonates. In view of these facts, the present study aimed to investigate
the occurrence of chikungunya virus in exanthematic pregnant women, in the city of
Goiania, from January 2017 to July 2018. The study population consisted of 70
pregnant women, from which samples were collected which were subjected to the
screening of IgM / 1gG serological markers using commercial kit, as well as the
detection of viral RNA through RT-qPCR. A CHIKYV seroprevalence index of 2.8%
was identified. Of the pregnant women investigated, a case of positive 1gG marker
was identified (Case 1) and another showed positive positivity (IgM-IgG-RNA)
(Case 2), being described in both cases the symptomatic picture in the first
gestational trimester. In these cases, the newborns were positive only for the 1gG
marker. This is the first study to investigate the occurrence of CHIKV in the state of
Goias, showing a low circulation of CHIKV in our region, especially in the pregnant
population. The information obtained reinforces the importance of studies in this
population, in order to better understand the profile of this infection in pregnant
women, as well as to contribute to the understanding of aspects associated with the

pathogeny of this agent.

Key words: Chikungunya virus, pregnant women, serological investigation and

molecular investigation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Histérico

Em 1779, na cidade de Batavia, atual Jacarta na Indonésia, foi descrita
uma epidemia com sintomas de febre alta e artralgia intensa, a qual inicialmente foi
associada ao virus dengue pelo médico David Bylon. Entretanto, investigacfes
posteriores indicaram ter sido este o primeiro surto de infeccdo pelo virus
chikungunya (CHIKV) (Ng & Hapuarachchi. 2010, Ali ou Alla & Combe. 2011,
Acosta-Reyes et al. 2015).

Posteriormente, em 1820, casos de febre e artralgia foram relatados na
Africa, no Caribe e na india. Em 1853 e 1871, em Calcuta (India), Miammar e Java
(Indonésia), ocorreram epidemias onde 75% da populacdo apresentou sintomas como
cefaleia, febre, prostracdo e dores nos membros. Surto semelhante foi novamente
descrito na india em 1923 e, até o inicio do século XX, diferentes surtos isolados
foram supostamente associados ao virus chikungunya (Carey. 1971, Ng &
Hapuarachchi. 2010).

Todavia, em 1952 ocorreu o primeiro registro oficial desta nova doenca,
pelo Dr. Marion C. Robinson, do Hospital Universitario Missdo para a Africa
Central, a partir de surto ocorrido em varias aldeias no Planalto Makonde, sul da
provincia de Tanganyika, atual Tanzania (Lumsden 1955, Robinson, 1955). Nestes
pacientes, o principal sintoma clinico observado foi a presenca de dores articulares
de inicio subito e com a caracteristica de longa permanéncia, impossibilitanto a
locomogdo em muitos portadores. Assim, a doenca ficou conhecida com o termo
chikungunya, que na lingua makonde, significa “aquele que se dobra”, “o que se
dobra” ou “impedido de caminhar” devido a intensidade da sintomatologia
(Robinson. 1955, Voss. 2010, Acosta-Reyes et al. 2015). A auséncia de adenopatia
assim como de dor retro-orbital ao mover os olhos constituiram dados importantes,
auxiliando na distincdo destes quadros da infeccdo pelo virus dengue (Robinsson.
1955, Carey. 1971).

O isolamento do agente ocorreu no Instituto de Virologia de Entebbe,
Uganda, em 1953 (Graham. 2016), com amostras provenientes de casos do distrito de

Newala, Tanzania (Ross. 1956). Na Asia, o virus foi isolado pela primeira vez em
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1960, em Bangkok (Tailandia) (Zeller et al. 2016). Posteriormente, diversas
localidades asiaticas sofreram com epidemias de febre chikungunya (Hammon et al.
1960, Ng & Hapuarachchi. 2010).

Entre 1960 e 2007, diversos surtos foram registrados em diferentes paises
da Africa e sudeste da Asia (Schwartz & Albert. 2010). Apesar de possuir registros
bem documentados dos casos, acredita-se que o real nimero de individuos infectados
pelo CHIKV, particularmente nas epidemias de 2005 a 2007, constitua apenas uma
estimativa em funcdo da auséncia de vigilancia sorologica com confirmacao
laboratorial da maioria dos individuos infectados (Power & Longue. 2007).

Na ilha francesa La Reunion, situada no Oceano Indico, entre marco de
2005 a janeiro de 2006, foram notificados 10.750 casos suspeitos da infeccdo com
2.424 casos confirmados em laboratorio. Ligon (2006) considerou esta epidemia de
La Reunién como a de maior impacto na regido, na qual um em cada 10 habitantes
teria sido infectado.

Na Europa, a partir de 2005, casos importados foram confirmados na
Franca, Italia e Espanha os quais foram justificados devido ao aumento do nimero de
turistas e as extensas alteracdes climéticas (Rezza et al. 2007, Kurcharz & Cebula-
Byrska, 2012). Em 2013, um surto de febre chikungunya afetou inimeras ilhas do
Caribe, por ser uma regido de intenso turismo, entre elas Saint Martin e Guadalupe.
Posteriormente, em 2014, casos autdctones da doenca foram relatados em dezesseis
localidades caribenhas. Nas Ameéricas, a alta prevaléncia do mosquito vetor
favoreceu a dispersdo viral, que ocorreu de maneira intensa e rapida, com casos
desde o sul da Florida (EUA) até o Brasil (Cauchemez et al, 2014).

No Brasil, onde a circulacdo de diversos outros arbovirus ja foi relatada,
a introducdo de CHIKV em 2014 tornou-se um grande problema de saude publica,
considerando a grande populacdo do vetor e presenca de individuos susceptiveis,
constituindo risco importante para o estabelecimento de epidemias (Souza et al.
2017).

1.2  Classificacdo do CHIKV

O virus chikungunya (CHIKV) é um arbovirus (arthropode borne virus)

classificado na familia Togaviridae, a qual compreende os géneros Rubivirus, com o
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virus da Rubéola como membro e Alphavirus, com cerca de 31 espécies descritas
entre elas 0 CHIKV (ICTV, 2017). Embora estes géneros compartilnem semelhancas
na organizacdo do genoma e caracteristicas estruturais, possuem estratégias de
replicacdo e montagem viral distintas. O género Alphavirus possui uma ampla
distribuicdo geografica com relatos de virus isolados provenientes de todos
continentes, exceto Antartida (Strauss et al. 1994, Powers et al. 2001).

Membros do género Alphavirus sdo naturalmente transmitidos a
hospedeiros vertebrados susceptiveis através da picada de vetores artropodes (Strauss
et al. 1994, Forrester et al. 2011). Contudo, determinados alfavirus podem parasitar
peixes marinhos e elefantes, cuja transmissédo ndo ocorre por vetor (Villoing et al.
2000, Forrester et al. 2011). Incluidos no género Alphavirus, estdo virus de interesse
para saide humana tais como: Chikungunya (CHIKV), O’nyong-nyong (ONNV),
Mayaro (MAYYV), Ross River (RRV) e Sindbis (SINV) reconhecido como protdtipo
do género, entre outros (Powers et al. 2000; ICTV, 2017).

Estes virus foram classificados em oito complexos antigénicos, com base
na avaliacdo de sitios especificos presentes na proteina C e na glicoproteina E1.
Desta forma, um complexo antigénico compreende membros de um sorogrupo
estritamente relacionado, com base na similaridade antigénica e/ou genética,
proporcionando reatividade cruzada entre os membros por compartilharem sitios
antigénicos comuns. O virus chikungunya pertence ao complexo antigénico do virus
semliki forest (SFV) os quais compartilham epitopos similares na glicoproteina E1
(ICTV. 2015, Griffin. 2013).

De acordo com Kucharz & Byrska (2012), os virus deste género podem
ainda ser classificados filogeograficamente em dois grupos: Alphavirus do Novo
Mundo também caracterizados por possuirem tropismo por neurénios, levando os
portadores a quadros de encefalite e Alphavirus do Velho Mundo que causam
predominantemente poliartrites e exantema.

Filogeneticamente, o CHIKV possui trés linhagens ou gendtipos distintos
e bem caracterizados, denominados asiatico (Asian), africano-ocidental (West African
- WA) e leste-central-sul africano (East, Central and South African - ECSA) (Powers
et al. 2000, Chen et al. 2013). Esta classificagdo tem como base a variabilidade
observada em sequéncias localizadas no gene E que codifica a glicoproteina E1

localizada no envelope. Algumas mutagdes em especifico, presentes nos genotipos
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ECSA e asidtico, facilitaram sua dispersdo rapida atingindo proporcées e viruléncias
atipicas (Parola et al. 2006, VVolk et al. 2010, Sy et al. 2016).

A linhagem ECSA subdivide-se em uma linhagem denominada Oceano
indico (I0L) (Ng & Hapuarachchi. 2010). A estirpe IOL é caracterizada pela
presenca de uma substituicdo de alanina por valina na posicdo 226 da proteina E1.
Tal mutacdo foi de extrema importancia para adaptacdo do virus ao vetor Aedes
albopictus favorecendo sua dispersdo ( Ng & Hapuarachchi et al. 2010, Chen et al.
2013). Alguns fatores contribuiram para a dispersdo das linhagens epidémicas de
CHIKV, por exemplo, as mutagdes e transmissdo homem-vetor-homem o que tornou
a transmissao urbana mais eficiente (Volk et al. 2010, Chen et al. 2016).

1.3 Particula Viral

A particula do CHIKV possui aproximadamente de 60 a 70 nanémetros
(nm) de didmetro (Figura 1). Apresenta morfologia esférica com nucleocapsideo
icosaédrico composto por mondmeros da proteina C (Kucharz & Cebula-Byrska,
2012). O envelope viral consiste em uma bicamada composta por lipidios derivados
da membrana plasmatica da célula hospedeira onde encontram-se heterodimeros das
glicoproteinas E1 e E2 (Straus et al. 1994). E1 medeia a fusdo do envelope viral
permitindo a entrada do nucleocapsideo no citoplasma e E2 permite o brotamento de
virions na membrana plasmatica (Akahata et al. 2010, VVoss et al. 2010).

Virion CHIKV

capsideo proteico
oG
y o

W7

Figura 1. A) Figura esquematica representativa da particula do virus chikungunya
evidenciando os heterodimeros E1 e E2 no envelope lipoproteico (Fonte: Viralzone 2017 -
adaptado). B) Particulas do virus chikungunya visualizadas por microscopia eletronica
direta (ME) (Simizu et al, 1984).
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O genoma do CHIKV é composto por uma Unica molécula de RNA
(ssSRNA), polaridade positiva, com cerca de 11,8 quilobases (Figura 2). Possui duas
regides de leitura aberta (ORF - Open Reading Frame ) separadas por uma sequéncia
nao codificante curta. A extremidade 5’ € “capeada” (5’cap) e codifica proteinas ndo
estruturais (NSP1 a NSP4), enquanto a 3’ ¢ poliadenilada, controlada por um RNA
subgendmico, e codifica proteinas estruturais (C, E1, E2, 6K, E3) (Forrester et al.
2011). O genoma apresenta-se disposto da seguinte forma: 5’cap-NSP1-NSP2-NSP3-
NSP4-(regido de juncdo)-C-E3-E2-6K-E1-poliA 3’ (Khan et al. 2002; Solignat et al.
2009).

1 2 ¥ 4 5 -] T B a 10 1 1|2

| 1 1 | | | | | | | |
"NTR ‘NT
TEn nsP1  nsP2  nsP3 nsP4 J C E3 E2 6k E1  peay

5 m-——m{m

l 7498 265 ANA 11382
ORF
77 7501
¢ - ORF
[ |
7567 11299
Precursor P1234 {247 aa)
Precursor estrutural {1244aa)
Clivagem proteolitica
{otividade N5P2) C C—ataa
nsP 1 E— 53532 Emmm 6dsa
— nsP2 O 79524 PE2C—— —
EZ o 42334
nsP3 . 53023 6k [ &1aa :
nsP4 oa— G11aa E1 C—— 435aa
Proteings ndo estrutungis Proteings estrutunis

Figura 2: Esquema da organiza¢do gendmica de CHIKV evidenciando as ORF’S e as proteinas

sintetizadas (Solignat et al. 2009 com modificaces).

1.4 Organizacao proteica
1.4.1 Proteinas ndo estruturais

As proteinas nao estruturais (NSP’s) de CHIKYV sdo codificadas por uma
ORF com cerca de 7424 nucleotideos iniciada por um ATG na posicao 77/79 a partir
do RNA viral e encerrada por uma TAG na posic¢do 7499/7501. O RNA genbémico €
capeado e traduzido diretamente numa poliproteina ndo estrutural denominada P1234
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a qual sofre um processo de clivagem para producdo de P123 e NSP4 que exerce a
funcdo de RNA polimerase RNA dependente (Bourai et al. 2012). P1234 codifica um
precursor poliproteico de 2474 aminoacidos denominado NSP123 que sintetiza as
diferentes NSP’s (Solignat et al. 2009).

A NSP1, com 535 aminodcidos, atua como metiltransferase e
guanililtransferase envolvida no capeamento do RNA viral de cadeia positiva
(RNA+) (Salonem et al. 2003). Este capeamento é vital para a replicacdo do RNA
pois o protege de ser degradado pelas RNAases da célula hospedeira (Feibelman et
al. 2016). Também, NSP1 é necesséaria para a ligacdo do complexo de replicacdo
viral as membranas citoplasmaticas de células infectadas (Bourai et al. 2012).

Nos alfavirus, NSP2 estd associada ao controle do metabolismo de
células infectadas, estando presente ndo apenas nos complexos replicativos mas
distribuida no citoplasma e nucleo de tais células, sendo capaz de aumentar o efeito
citopatico e interromper o crescimento celular (Garmashova et al. 2006). No CHIKV
esta proteina de 798 aminoacidos tem funcdo de helicase e protease, desenvolvendo
papel importante na clivagem da poliproteina (Solignat et al. 2009).

NSP3 possui 530 aminoécidos e dois dominios distintos, um N-terminal
que € conservado entre os alfavirus e um C-terminal que varia em sequéncia e
comprimento nesses virus (Pehrson et al. 1998, Solignat et al. 2009). Embora sua
atividade ndo seja completamente compreendida, estudos de analise mutacional
revelaram que a acdo de NSP3 em alfavirus € necessaria para a sintese de RNA’s:
cadeia negativa (RNA-) e subgendmico 26S, atuando como um cofator essencial de
NSP4, demonstrando ainda papel relevante na modulacdo da patogenicidade em
camundongos (Jose et al. 2009, Park & Griffin. 2009, Bourai et al. 2012).

Desempenhando a funcdo de RNA polimerase RNA dependente (RpRd),
encontra-se a proteina NSP4 com 611 aminoéacidos (Solignat et al. 2009). Possui uma
regido C-terminal homologa com outras RpRd e uma N-terminal a qual contém uma
pequena regido onde a estrutura primdria ndo conservada interage com outras NSP’s
particularmente NSP1, que juntas, atuam no complexo de replicacdo (Jose et al.
2009; Kumar et al. 2015).
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1.4.2 Proteinas estruturais

A ORF (regido de leitura aberta) que codifica as proteinas estruturais é
composta por 3735 nucleotideos com inicio na posi¢do 7567 e término na posicao
11299. Esta ORF codifica uma poliproteina de 1244 amino&cidos, a qual, por acdo de
proteases virais, sofre clivagens sucessivas dando origem as proteinas estruturais C,
PE2 (E3 e E2), 6K e E1 (Solignat et al. 2009).

O capsideo é formado por mondmeros da proteina C (Kumar et al. 2015).
Esta proteina possui 261 aminoacidos e peso molecular de 30 KDa (Solignat et al.
2009). Apresenta uma regido N-terminal de fungdo pouco conhecida e uma regiéo C-
terminal altamente conservada nos alfavirus com a principal funcdo na formacéo dos
virions (Perera et al. 2001). A proteina C do capsideo também se liga
especificamente ao RNA gendmico viral e acredita-se que esta ligacdo seja
importante para o inicio da formacdo do nucleocapsideo e possivelmente para o
estimulo da sintese de RNA (Straus et al. 1994).

A infeccdo por CHIKV em células susceptiveis é mediada por duas
glicoproteinas virais transmembranas, E1 e E2 (Voss et al. 2010). O envelope do
virion € formado pelos heterodimeros E1-E2, em que E2 reconhece e interage com 0s
receptores do hospedeiro e E1 promove a fusdo do envelope viral a membrana
plasmatica (Akahata et al. 2010).

A proteina E1 dos alfavirus contém trés f-dominios I, 11 e 11l (Jose et al.
2009) (Figura 3). O dominio | contém amina terminal e est& espacialmente localizado
entre os dominios Il e Ill. A carboxila terminal encontra-se no dominio Ill e o
peptideo de fusdo esta na extremidade distal do dominio Il sendo este responsavel
pela interacdo com E2 na formacdo de heterodimeros no envelope viral (Jose et al.
2009, Voss et al. 2010).

A glicoproteina E2 é subdividida em trés dominios denominados A, B, e
C. Os dominios A e B estdo relacionados com a ligagcdo do virus as células-alvo
embora o receptor que promova tal ligacdo ainda seja desconhecido, constituindo
assim o principal epitopo antigénico e de neutralizacdo. O dominio C situa-se mais
proximo do capsideo viral, sendo responsavel pela montagem do capsideo durante o
processo de brotamento, com pouca interacdo com o sistema imune do hospedeiro

(Weber et al. 2015). E1 e E2 sdo modificadas translacionalmente no reticulo
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endoplasmatico e no complexo de Golgi antes de serem transportadas para a
membrana plasmaética da célula hospedeira (Kumar et al. 2015).

E3 de CHIKYV consiste em uma proteina com 61 aminoacidos sendo um
produto da clivagem da proteina precursora de E2 (pE2 ou p62) (Khan et al. 2002).
E3 protege o heterodimero E2-E1 da fusdo prematura com a membrana celular, além
de ser importante estabilizadora do dominio A ao dominio B da proteina E2 (Li et al,
2010) (Figura 3).

A proteina 6K dos alfavirus é pequena e no ciclo replicativo do virus ndo
é totalmente compreendida. Contudo, em alguns alfavirus, como por exemplo SFV
(Semilike forest virus) tal proteina funciona como sinalizadora para a insercdo da
proteina E1 na membrana do reticulo endoplasmatico. Tem-se sugerido que a
proteina estrutural 6K é uma viroporina. As viroporinas sdo pequenas (50 a 120
amino&cidos) proteinas de membrana que aumentam a permeabilidade da membrana
do envelope em células infectadas, afetam o processamento de glicoproteinas,
transporte de proteinas através do RE e o brotamento dos virions (Melton et al,
2002).

Dominio lll deE1

Dominio | deE1

Dominio Il de E1

Figura 3: Figura esquematica do heterodimero p62(E2-E3)-E1 mostrando seus respectivos

dominios. Fonte: Voss et al. 2010 com modificagdes.
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1.5 Replicacéo viral

Ao serem transmitidos aos seus hospedeiros mamiferos os alfavirus
geralmente se replicam em uma variedade de células como fibroblastos e midcitos.
Os eventos gerais da replicacdo de CHIKV sé&o comparados e baseados nos relatos
observados em outros alfavirus como virus semliki e sindbis (Sourisseaum et al.
2007; Solignat et al. 2009).

A funcéo das proteinas do envelope nos alfavirus é favorecer a adsor¢éo
as células hospedeiras, todavia, para que ocorra tal processo & necessario que
receptores de superficie de células susceptiveis sirvam como fatores de ligacédo
(Kuhn. 2013, Silva & Dermody. 2017). Neste sentido, pesquisas mostram que 0S
glicosaminoglicanos sdo carboidratos complexos presentes na superficie celular e
matriz extracelular cuja interagdo com patégenos constitui a primeira linha de
contato com a célula hospedeira ( Van Kooyk & Rabinovich, 2008; Kamhi et al,
2013).

A ligacdo as células hospedeiras € conduzida pela glicoproteina E2
desencadeando um processo de endocitose mediada por clatrinas e dependente de
colesterol, levando a internalizacdo das particulas associadas aos receptores (Bernard
et al. 2010; Van Dujil-Richter et al. 2015; Silva & Dermody. 2017). A acidificacdo
endossomal provoca alteragbes conformacionais nas glicoproteinas virais
promovendo a dissociacdo de E1 e consequente ativacdo da fusdo do envelope viral a
membrana endossomal, liberando o nucleocapsideo no citoplasma celular o qual
desnuda-se dando inicio a replicacdo (Strauss et al. 1994; Solignat et al. 2009)
(Figura 04).

O RNA de CHIKV ¢ traduzido diretamente pelos ribossomos celulares
produzindo uma poliproteina denominada P1234 que sera clivada por proteases
virais e celulares para originar P123 e NSP4. Estas juntamente com proteinas do
hospedeiro formam um complexo de replicacdo viral precoce e de curta duragdo que
sintetiza RNA de cadeia negativa (antigendbmico) no interior de compartimentos
denominados esférulas que se formam na membrana plasmatica (Kujala et al. 2001;
Utt et al. 2016). Este RNA antigendmico servird como molde para a sintese de RNA
genébmico bem como a transcricdo de mRNA subgendmico 26S que codificard
poliproteinas estruturais (C-E3-E2-6K-E1) associadas ao reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi (Spuul et al. 2010) (Figura 4).
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A poliproteina estrutural precursora sofre clivagem por enzimas virais e
celulares, a primeira a ser processada e liberada é a proteina C, responsavel pela
formacéo do capsideo. Este processo ocorre no citoplasma celular sendo dependente
de sinais de encapsidacdo e de ligacdo ao RNA gendmico sintetizado. A porc¢éo
restante da poliproteina é direcionada para o reticulo endoplasmatico (RE) celular,
onde as proteinas sofrem alteracbes conformacionais, clivagem e formacdo de
heterodimeros. Por sinalizacdo, migram para o complexo de Golgi onde o0s
heterodimeros (E1-E2) serdo fosforilados e reorientados para a superficie da
membrana celular juntamente com a proteina 6K irdo compor o envelope viral
(Solignat et al. 2009, Metz et al. 2011).

As nucleocépsides contendo o RNA gendémico migram do citoplasma
para a membrana plasmatica e, por interacdo com o dominio citoplasmaético de E2,
induzem o brotamento levando a aquisicdo do envelope viral contendo as
glicoproteinas E1 e E2 (Figura 4). Durante a progressdo da infeccdo os virions
maduros sdo dispostos em fila na periferia da célula para posterior brotamento (Chen
etal. 2013).
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Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo replicativo de CHIKV em células de mamiferos. Fonte:

Silva & Dermody. 2017 (com modificacdes).

Chen e colaboradores em seus experimentos com células C6/36

observaram a formacdo inicial de vacuolos citopaticos

(CPV 1) os quais

correspondem aos complexos de replicacdo onde ocorre a sintese de RNA viral na

infeccdo precoce (até 10 horas apds a infeccdo). A medida que ocorre o progresso da

infeccdo, os CPV | sdo substituidos por complexos de vacutolos citopéticos Il (CPV

I), os quais sdo menores que os anteriores. Estes CPV Il exercem um papel de

vesicula de exocitose, mais precisamente um vacutolo para liberacdo de particulas de

CHIKYV na infecgéo tardia, sendo um meio de liberag&o rapida antes da morte celular

(Chen et al. 2013) (Figura 5).



Figura 5: Replicagdo de CHIKV em células vero. A) Alteragcdo no

complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. B) Presenca de
esférulas e a formacdo do CPV I. C e D) Brotamento de virus na
infeccdo precoce. E e F) Andlise ultraestrutural de infec¢do tardia
de CHIKV em células vero evidenciando CPV Il. Fonte: Chen et
al. 2013.

1.6 Vetor e ciclo bioldgico

A expansdo do transporte aéreo mundial e o comércio maritimo
facilitaram a dispersédo de insetos vetores de doencas, permitindo que estes pudessem
percorrer grandes distancias em curtos periodos de tempo. Adaptaram-se ao ambiente
doméstico e se estabilizaram em novas areas, sendo assim, mosquitos do género
Aedes (Stegomyia) possuem uma eficacia cada vez mais abrangente na transmissao
de arbovirus (Charrel et al. 2007).

O CHIKYV ¢é mantido na natureza por meio de dois ciclos de transmissédo,

0 enzodtico (selvagem) e o epidémico (urbano) (Volk et al. 2010). O ciclo enzodtico,
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descrito em ambientes de florestas africanas envolve principalmente primatas nao-
humanos, pequenos mamiferos e espécies do género Aedes caracteristicos destes
ambientes, tais como Ae. furcifer, Ae. taylori e Ae. africanus (Vazeille et al. 2007).
No ciclo urbano, melhor caracterizado por surtos no continente asiatico, ocorre a
transmissdo homem-mosquito-homem, onde o Ae. aegypti e o Ae. albopictus
constituem os principais vetores associados (Figura 6) (Laras et al. 2005).

Aedes albopictus € considerado um importante vetor por se concentrar
ndo somente em regides tropicais, mas também em regides temperadas. Tem sido
identificado em pelo menos doze paises da Europa e parte significativa dos Estados
Unidos (Tsetsarkim et al. 2007; Schuwartz & Albert. 2010; Kurcharz & Byrska.
2012). E um transmissor competente para o virus chikungunya pois sua distribuicdo
se expandiu substituindo Aedes aegypti em muitas localidades (Vazeille et al. 2007,
Schuwartz et al. 2010). Diversos fatores contribuiram para essa efetiva disperséo:
capacidade de sobreviver em ambientes rurais e urbanos, tempo de vida
relativamente maior comparado ao Aedes aegypti (4-8 semanas), possui um raio de
voo entre 400 a 600 metros e pode infectar tanto animais como seres humanos
(Pialoux et al. 2007; Schuwartz et al. 2010).

Na ilha de La Reunidn, Tsetsarkim e colaboradores confirmaram em seus
experimentos que a mutacdo E1-A226V observada no genétipo ECSA resultou num
melhor fitness do virus no que diz respeito a infecciosidade no intestino médio e
disseminacéo para as glandulas salivares. Tal mutagéo foi suficiente para modificar a
infectividade viral nesse vetor, ndo exercendo qualquer efeito sobre a replicacdo em
A. aegypti (Tsetsarkim et al. 2007).

Ae. aegypti possui habitos domésticos e peridomeésticos tipicamente
urbanos e densamente povoados, ocorre na Africa, Asia e Américas. No Brasil ocorre
em todos os estados, sendo sua eficiente proliferacdo ligada as condic¢des climaticas
favoraveis do pais, crescimento urbano mal planejado e pouca colaboracdo da
sociedade no combate aos criadouros (Lourengo-de-Oliveira et al. 2004). Somente as
fémeas sdo antropdfilas, com preferencia por humanos a outras espécies animais e
necessitam do sangue para a producdo de ovos, intensificando a hematofagia apds a
fecundacdo. Trés dias ap0s o repasto sanguineo procuram entdo um local adequado
para ovipor (BRASIL(a), 2017). Os ovos de Ae. aegypti resistem a desidratacdo e

temperatura elevada, mantendo-se viadveis por longos periodos, de sete meses a um
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ano. Esta propriedade constitui uma vantagem evolutiva que dificulta notavelmente a
erradicacdo do vetor (Montero. 2015).

Figura 6: Vetores de CHIKV. A) Fémea de A. albopictus na pele de um hospedeiro humano. B) A.
aegypti principal vetor de CHIKV na Asia. Fonte: Pialoux et al, 2007.

Os habitats das larvas sao restritos a depositos artificiais que contenham
agua parada em pneus, calhas, recipientes abandonados e lixo acumulado. Apoés este
periodo transformam-se em mosquitos adultos aptos a picar novos individuos
susceptiveis (PAHO (b). 2016, BRASIL (a). 2016).

O ciclo caracteriza-se por um periodo de incubag&o intrinsico (de um a
sete dias) no hospedeiro infectado, quando tem inicio a fase de viremia, que
compreende o primeiro dia de febre até dois a quatro dias de sintomas (Figura 7).
Neste momento, denominado periodo de transmissibilidade, o ciclo de transmisséo se
inicia e vetores competentes se infectam ao realizarem o0 repasto sanguineo
adquirindo assim o virus (Taubitz et al. 2007, Suhrbier et al. 2012).
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Figura 7: Perfil temporal do ciclo de transmissdo do chikv mostrando o periodo de incubacéo

extrinseco e intrinseco.

No vetor, tem inicio o periodo de incubacdo extrinseco com duracdo
média de dez dias, ap6s o qual, torna-se capaz de transmitir o virus a um hospedeiro
humano susceptivel (Suhrbier et al. 2012, BRASIL. 2014) (figura 07). O intestino
médio do vetor desempenha um papel importante no ciclo viral pois € o primeiro
local de replicagéo (Janzen et al. 1970, Vazeille et al. 2007). Posteriormente, 0s virus
alcancam a hemolinfa e finalmente as glandulas salivares para o término da
replicacdo e sua transmissdo. Janzen e colaboradores, em seus experimentos,
observaram que a replicacdo ativa de CHIKV ndo ocasiona alteracdo patoldgica
visivel nas glandulas salivares do vetor (Janzen et al. 1970).

A necessidade de controlar o vetor em ecossistemas tropicais alterados
por infraestrutura humana, por meio de ac¢bes associadas a vigilancia entomologica,
educacdo publica e menor geracdo de residuos sélidos constitui um grande desafio

para a prevencéo das epidemias de CHIKV e outras arboviroses (Charrel et al. 2007).

1.7 CHIKYV e gestantes

A transmissdo materno-fetal de CHIKV foi relatada pela primeira vez
durante o grande surto ocorrido de 2005-2006 na Ilha La Reunién, no Oceano indico
(Gerardin et al, 2008; Torres et al, 2016). Os mecanismos exatos desse tipo de
transmissdo ainda ndo foram completamente elucidados, entretanto, relatos
disponiveis desse surto sustentam a hipdtese de transmissdo perinatal. Pesquisas

realizadas em La Reunion com gestantes e recém-nascidos mostraram que a
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transmisséo vertical pode ocorrer durante a gestacdo, sendo, entretanto relativamente
rara (apenas 2,5%), em contraste com casos de transmisséo ocorrida no momento do
parto em maes virémicas, com cerca de 50% dos casos. Esse fato é frequentemente
observado no momento do parto quando o sangue materno com elevada viremia
(carga viral média de 1,5 milhGes de copias/ml de plasma) entra em contato com o
feto através do rompimento de vasos da placenta resultantes das contracfes uterinas
duranto o trabalho de parto (Ramful et al. 2007; Gerardin et al.2008).

Os recém-nascidos apresentaram sintomas tais como: artralgia, exantema
polimorfo rubeliforme e roseliforme, linfopenia, encefalites e problemas cardiacos
(Gerardin et al. 2008; Fritel et al. 2010).

Nas areas onde o vetor Aedes esta presente os sintomas de CHIKV em
gestantes sdo fortemente confundidos com outras arboviroses como dengue e zika,
sendo que em recém- nascidos, a maioria dos sintomas se limitam a febre, exantema
e problemas neuroldgicos, logo torna-se necessario um acompanhamento
especialisado dada as possiveis e potenciais sequelas neurocognitivas que podem ser
adquiridas com essa infecgédo (Torres et al. 2016; Ramos et al. 2017).

Em 2014 foi relatado o primeiro caso de transmisséo vertical do CHIKV
no Brasil, na cidade de Salvador — Bahia, onde uma gestante apresentou febre,
exantema generalizada e IgM negativa para dengue quatro dias antes do parto. O
recém-nascido apresentou sintomas como exantema maculopapular, febre e
convulsdes (Quadro 1). Foram realizados métodos moleculares de investigacdo para
diferentes patdgenos com resultado positivo para CHIKV em saliva, sangue, urina e
liquido cefalorraquidiano do recém-nascido e negativo para os demais (Bandeira et
al. 2016).

No relato publicado por Oliveira e colaboradores, uma gestante de 28
anos relatou febre, artralgia, cefaleia, dor ventral com prurido quando se encontrava
com 34 semanas de gestacdo (oito meses). Dez dias ap0s o inicio dos sintomas, a
gestante desenvolveu um quadro de pré-eclampsia com evolucdo grave, sendo
internada na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) onde o parto cesariana ocorreu.
Apés trés dias a gestante veio a Obito e 0 recém-nascido apresentou sintomas ao
nascer tais como trombocitopenia e neutrofilia, seguindo internacdo na UTI com
quadro de sepse o qual, também evoluiu para o ébito. Amostras maternas e do
recém-nascido apresentaram positividade para IgM anti CHIKV demonstrando um

quadro agudo atipico (Oliveira et al. 2018).
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Quadro 1: Relatos de caso de transmisséo perinatal de CHIKV.

Autor, ano de Pais Principais sintomas Manifestacdes clinicas Amostra analisada Metodologia
publicacdo maternos observadas nos recém- aplicada
nascidos
Lyraetal. 2016 Brasil Febre, exantema Febre, exantema, edema e Sangue e urina RT-PCR
maculopapular e artralgia dificuldade respiratéria
Bandeira et al. Brasil Febre e exantema Febre, exantema e convulsdes | Sangue, urina, LCR* RT-PCR
2016 generalizada e saliva
Passi, Khan & india Febre e intensa artralgia Febre e exantema generalizado Soro RT-PCR
Chitnis. 2008
Alvarado- Colombia Febre, exantema Febre, exantema, irritabilidade, | Sangue, urina, LCR* | Sorolo6gico IgM
Socarras. 2016 maculopapular, edema e dor ictericia e trombocitopenia e saliva e Elisa
pélvica
Cordona-Correa Chile Febre e intensa artralgia Febre, exantema e ictericia Sangue e urina Sorolégico IgM
et al. 2017
Febre, exantema Irritabilidade, insuficiéncia
Ramos et al. Brasil maculopapular generalizada, | respiratoria, eritema, inchaco de Sangue e LCR* Sorolégico IgM
2018 artralgia e cefaleia maos, pes e cérebro, convulsdes e Elisa
e problemas na visdo RT-PCR

*LCR: Liquido cefalorraquidiano.
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1.8 Patogénese da infeccao

Apbs entrada no hospedeiro através da picada de um vetor contaminado,
CHIKV replica-se no local da inoculacdo em células epiteliais, endoteliais
(fibroblastos primérios), condrdcitos, mondcitos, midcitos e osteoblastos (Sourisseau
et al. 2007; Ziegler et al. 2008; Gardner et al. 2010; Her et al. 2010; Labadie et al.
2010).

Apesar de desencadear uma forte resposta imune inata, CHIKV se
espalha na corrente sanguinea e linfatica por onde pode se disseminar para varios
6rgdos do corpo e se replicar em suas células tais como: linfonodos e baco, pele,
musculos, tenddes, figado e cérebro em casos mais graves (Teng et al. 2012; Silva &
Dermody. 2017).

Na infeccdo por CHIKV ha producdo de interferon | (IFN) o qual é
desencadeada pelos receptores tipo Toll (TLR-toll like receptors) que sdo restritos a
membrana plasmatica e compartimentos endossomais, e receptores Rig (RLR-rig like
receptors) tipicos do citoplasma. CHIKV ¢é altamente sensivel a atividade antiviral
do interferon | pois este controla a replicacdo viral e a patogénese durante a infec¢éo
aguda (Sourisseau et al. 2007; Schilte et al. 2010; Schwartz & Albert. 2010; Gardner
et al. 2012 apud Silva & Dermody. 2017).

Células infectadas por CHIKV produzem elevados niveis de diferentes
interleucinas (IL-1p, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15) as quais ativam
macrdfagos, monacitos, células NK e celulas dendriticas plasmocitoides (Ng et al.
2009; Singh & Unni. 2011).

A febre chikungunya grave tem sido associada a niveis plasmaticos
elevados de IL-6 e IL-12, bem como diminuicdo de quimiocinas RANTES
(Wauquier et al. 2010). A IL-7 possui um papel importante no desenvolvimento de
artrite reumatoide enquanto a IL-15 tem sido associada ao desenvolvimento de
processo inflamatério nas articulagcbes (Ng et al. 2009) uma vez que o efeito
citopatico produzido por CHIKV nas células infectadas ocasiona dano celular direto
e inflamacdo no local (Sourisseau et al. 2007).

Grande parte da interacdo molecular entre virus e hospedeiro continua a
ser estudada (Teo et al. 2012) porém relatos comprovam que a imunidade inata tem
acdo direta sobre fatores associados a replicagdo viral, sendo responsavel pelo rapido

declinio da viremia observado durante a fase aguda (Sourisseau et al. 2007, Chow et
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al. 2010). Na infeccdo por CHIKV h& uma réapida ativagdo de células NK, que na
artralgia persistente, constitui a segunda populacdo de células mais abundante no
modelo in vivo, juntamente com células dendriticas, macrofagos sinoviais e
fibroblastos sinoviais (Singh & Unni. 2011). Gardner e colaboradores comprovaram
em seus experimentos in vivo que a deplecdo de macréfagos em camundongos
resultou na redugdo da doenca associada a mialgia e artrite, entretanto prolongou
significativamente a viremia (Gardner et al. 2010).

Na fase aguda da doenca é observado um quadro de linfopenia grave,
sendo provocada ndo por acdo direta de CHIKV nos linfdcitos, mas possivelmente
pela acdo de IFN-I que os induz a morte celular, retornando aos niveis normais apos
a resolucdo da infeccdo (Schwartz & Albert. 2010).

Wauquier e colaboradores em seus experimentos utilizando reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) multiplex com amostras do surto no Gabdo em 2007
observaram que CHIKV provoca inicialmente uma forte resposta imune inata,
posteriormente ocorre ativacdo da imunidade adaptativa através da e proliferacdo de
células TCD8+ em estagios iniciais da doenca, porém ha pouca informacdo sobre
esse assunto, uma vez que, 0 conhecimento da resposta imune adaptativa tanto
celular quanto humoral torna-se extremamente importante no desenvolvimento de
vacinas (Wauquier et al. 2010; Schwartz & Albert. 2010).

1.9 Manifestacdes clinicas

A febre chikungunya € descrita como uma doenga ndo fatal e auto
limitante (Robin et al. 2009; Her et al. 2010) com manifestacGes clinicas semelhantes
a outros alfavirus artritogénicos como o virus Ross River e virus Sindbis (Sissoko et
al. 2009). Até a sua descoberta e descricdo em 1952 os sintomas tipicos da fase
aguda eram confundidos com os sintomas presentes na infec¢do pelo virus dengue,
porém, a duracdo prolongada das dores articulares, bem como auséncia de dor retro
orbital, de quadros hemorragicos e de sindrome do choque foram cruciais para
diferencia-las (Robinson. 1955; Hasebe et al. 2002).

Embora a descricdo de casos na forma assintomética, na maioria dos
individuos infectados a sintomatologia é observada com o quadro aguda, subaguda
ou crbnica podendo apresentar evolucdo (BRASIL (c). 2016). Apo0s o periodo de
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incubagdo que dura de trés a sete dias os sintomas clinicos iniciais da fase aguda sdo
caracterizados por: febre com inicio subito, dores de cabeca, nduseas e vomitos,
exantema maculopapular, mialgia e poliartralgia (Manimunda et al. 2010, BRASIL
(c). 2016). A poliartralgia aparece com maior frequéncia, 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 (Ali ou Alla & Combe. 2011).

No caso de evolucdo subaguda o quadro se caracteriza pela presenca
persistente das dores articulares as quais podem durar por até trés meses (BRASIL
(c). 2016). Sendo mais comum em pacientes adultos do que em criancas e,
particularmente, associada a articulagdes periféricas, porém articulacbes maiores
como joelhos e ombros foram relatados como sendo suscetiveis a artralgia (Ali ou
Alla & Combe. 2011; Singh & Unni. 2011).

Em alguns casos denominados de sindrome crbnica da febre
chikungunya, os sintomas persistem por mais de trés meses até anos e podem variar
de uma simples inflamacdo nas articulacGes até uma verdadeira artrite reumatoide
pos viral incapacitante, principalmente em idosos. Em casos raros, o quadro cronico
pode levar a destruicdo das articulagdes (Blettery et al. 2015).

Adicionalmente, manifestacBes clinicas atipicas com complicacGes
associadas ao CHIKYV foram descritas. Durante o surto na ilha La Reunion foram
notificados aproximadamente 254 casos fatais ligados direta ou indiretamente a
doenca dentre eles estdo: insuficiéncia renal, respiratéria e hepatica, distlrbios
cardiovasculares, complicacdes neuroldgicas (encefalite, mielopatia, déficit
sensorial, meningite, confusdo e neuropatia periférica) e lesbes bolhosas graves e
extensas na pele de criancas lactentes (Robin et al. 2009; Tournebize & Lagrange.
2009; Chandak et al. 2010). Na India, durante o surto de 2008, alguns sintomas
atipicos como: ulceras na boca, conjuntivite, diarreia e vertigem foram observados
(Manimunda et al. 2010).

Um estudo realizado por Soumahoro e colaboradores em 2442 casos na
Ilha La Reunion durante o surto de 2005 e 2006, demonstrou que 15% dos individuos
apresentavam artralgia persistente 20 meses apds infeccdo (p.i.) e 12% queixavam-se
de sintomas residuais de dor e rigidez apos trés anos (Soumahoro et al. 2009). No
estudo de Sissoko e colaboradores, também com pacientes da ilha La Reunién, houve

correlagdo entre idade e manifestacbes clinicas agudas e cronicas, sendo que
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pacientes mais velhos eram mais susceptiveis (média de 64 anos) em relacdo aos

jovens (média de 48 anos) (Sissoko et al. 2009).

1.10 Diagnostico laboratorial

O diagnéstico clinico para CHIKV apresenta dificuldades em funcéo da
semelhanca da sintomatologia desenvolvida em infecgdes por outros arbovirus como
DENV e ZIKV, tornando o diagndstico laboratorial determinante (Hasebe et al.
2002).

Segundo a OMS o diagnostico laboratorial para CHIKV é baseado em
trés métodos: Isolamento do virus em cultivo de células, métodos soroldgicos e
métodos moleculares (WHO. 2017). O isolamento e cultivo de CHIKV em células
Vero ou C636 é sensivel pois observa-se seu efeito citopético, todavia, inapropriado
para diagndstico de rotina pois demanda tempo na realiza¢do e consequentemente na
entrega do resultado, sendo mais utilizado para estudos epidemioldgicos (Kurcharz &
Cebula-Byrska. 2012; Sam et al. 2006 apud Jacobsen et al. 2016).

Os métodos sorolégicos sdo baseados na identificacdo de anticorpos
especificos das classes M (IgM) e/ou G (IgG) no soro do paciente através de ensaios
tais como: ensaio imuno-enzimatico (ELISA), imunofluorescéncia indireta e testes
de imunocromatografia. Anticorpos IgM especificos para CHIKV sdo detectaveis de
trés a oito dias ap6s o inicio dos sintomas podendo persistir por meses até
aproximadamente dois anos. Para a classe G, os anticorpos sdo detectaveis de seis a
dez dias apds os sintomas, persistindo por anos e potencialmente ao longo da vida,
conferindo imunidade. Em areas onde ocorrem outros alfavirus como o’nyong-nyong
e, no Brasil, o virus Mayaro (MAYYV), testes de soroneutralizacdo tornam-se
necessarios para um diagndstico preciso, uma vez que, apresentam elevada
reatividade cruzada a estes virus. (Gerardin et al. 2016, Jacobsen et al. 2016).

Os métodos moleculares apresentam alta especificidade, porém
necessitam de profissionais e equipamentos especializados. Durante 0s cinco
primeiros dias apos o inicio dos sintomas, o genoma de CHIKYV pode ser detectado
em amostras sanguineas por técnicas como a reacdo em cadeia pela polimerase por
transcrigdo reversa (RT-PCR), nested-PCR e quando necessario a quantificacdo da
carga viral utiliza-se a PCR em tempo real (RT-qPCR) (Hasebe et al. 2002; Pfeffer et
al. 2002; Laurent et al. 2007; Simon et al. 2008; Bandeira et al. 2016; Pabbaraju et al.
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2016). Os produtos de RT-PCR provenientes de amostras clinicas podem ser
sequenciados para analise do genotipo do virus, permitindo assim, a comparagao com
analises feitas em outras localidades geogréaficas e sua filogenia sendo que a maioria
dos métodos sdo direcionados para a glicoproteina E1 (WHO. 2017).

No Brasil, o Ministério da Saude juntamente com a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) através da resolucdo 301/2016, concederam as
empresas Euroimmun (Alemanha) e Quibasa (Quimica Basica do Brasil) autorizacao
para produzir e comercializar os testes IgM/IgG Elisa (50 e 100 testes) e Bio Gene
chikungunya PCR (48 a 192 testes) respectivamente (BRASIL (d). 2016). A
Fundacdo Oswaldo Cruz (FioCruz), também em 2016, produziu o kit NAT que
consiste na deteccdo do acido nucleico dos virus zika, chikungunya e dengue (todos
0s sorotipos) em um Unico teste, 0 que promove uma rapidez no diagnostico, todavia,
estd acessivel, por enquanto, aos Laboratorios Centrais (LACEN) de 18 estados
brasileiros (BRASIL (b). 2016). A meta do Governo é que este kit possa estar
disponivel em todos os hospitais e postos da rede publica o mais breve possivel,
sendo um importante teste de deteccdo rapida de trés arboviroses de impacto na
salde publica brasileira.

Segundo o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) o teste
Anti-Virus Chikungunya Elisa 1gG e IgM da Euroimmun® possui uma elevada
especificidade e sensibilidade apresentando uma performance superior a Kits de
outras empresas, sendo uma importante ferramenta no diagnostico laoboratorial de
rotina (CDC. 2015).

1.11 Prevencdo e controle

Embora baixos indices de mortalidade sejam descritos para CHIKV, a
incapacitacdo da doenca e sua consequente morbidade na populagdo sédo
consideragbes importantes para a prevencdo, controle e desenvolvimento de
tratamentos especificos (Silva & Dermody, 2017). Como a transmissao ocorre por
mosquitos vetores, as principais medidas de controle e prevencédo estdo relacionadas
aquelas estabelecidas para outras arboviroses como DENV (Programa Nacional de
Controle da Dengue — PNCD), e assim, atividades de vigilancia entomoldgica em

associacdo com acgdes de vigilancia viroldgica e da doenca exercem papel
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fundamental. Neste contexto, sdo adotadas abordagens de controle e redugéo de
insetos vetores através da eliminagdo de objetos que possam acumular &gua como:
pneus, garrafas, bacias, assim como evitar acimulo de lixo, cobrir caixas d’aguas e
recipientes (PAHO (b). 2016).

Para protecdo no periodo diurno, se faz necessario a utilizagdo de roupas
com mangas compridas, calcas e repelentes que contenham em sua formula DEET
(N, N-dietil-3-metilbenzamida) e IR3535 (3-N-acetil-N-butil, éster etilico do acido
aminopropio6nico) ou Icardina (acido 1-piperidinocarboxilico, 2-2-hidroxietil-1 metil,
propil éster) componentes estes com acdo nos quimiorreceptores sensoriais
localizados nas antenas dos vetores (WHO. 2017, BRASIL. 2014).

O controle vetorial tradicional possui apenas uma efetividade limitada na
contencdo de CHIKYV, sendo necessario significativamente o desenvolvimento de
medidas alternativas, mecanismo para tratamento e vacinas seguras, econdmicas e
eficazes. As vacinas para prevenir a infeccdo por CHIKV foram inicialmente
produzidas a partir de 1970 com um progresso relativamente lento (Partidos et al.
2011 apud Hussain & Chu. 2011), porém ndo existe ainda uma vacina licenciada
para a prevencao de infecces por este agente (Delang et al. 2014). Recentemente,
Erasmus e colaboradores utilizaram o virus Eilat (EILV), um alfavirus isolado de
insetos, como plataforma para uma possivel vacina quimérica contra a febre
chikungunya. Tal protétipo EILV/CHIKV possui estrutura similar ao CHIKV na sua
forma selvagem (wild type) com resultados de protecdo réapida e efetiva em primatas
ndo humanos porém ndo testada ainda em humanos (Erasmus et al. 2016).

Candidatas a uma possivel vacina estdo em desenvolvimento baseadas
em VLP’s (Graham et al. 2016) tais como E37997 ¢ LR-20060PY-1 (Akahata et
al.2010), contudo ainda ndo disponiveis pois deve-se levar em conta que a vacina
promova imunidade protetora vitalicia contra os trés genotipos de CHIKV (Silva &
Dermody. 2017).

Os farmacos disponiveis para o tratamento da doenga destinam-se a
aliviar os sintomas e consiste em analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatérios ndo
esteroides utilizados principalmente na fase cronica para alivio da artrite persistente
(Delang et al. 2014; Graham et al. 2016). O Fosfato de cloroquina proporciona alivio
a doentes com artralgia cronica, porém os efeitos benéficos da cloroguina no
tratamento da infeccdo por CHIKV ainda é debatido (Delogu & Lamballerie. 2011).

O Favipiravir exerce atividade anti-alfavirus de amplo espectro pois é inibidor da
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RpRd impedindo a replicacdo viral, logo fornece acdo ndo somente contra alfavirus
mas também a virus de RNA no geral (Delang et al. 2014).

Compostos tais como ribavirina, 6-azauridina, glicirrina e IFN-o, tém sido
avaliados pela sua capacidade de inibir a replicacdo do virus em cultura de células
com potente ac¢do antiviral, uma vez que j& so utilizados no tratamento de outras
doengas virais como hepatite C (Briolant et al. 2004, Hussain & Chu. 2011). O
tratamento com anticorpos monoclonais (MAbs) contra CHIKV constitui uma forma
de controle da infecdo, cuja eficacia ja foi comprovada em camundongos na fase
cronica podendo assim, auxiliar como instrumento importante no desenvolvimento
de uma vacina eficaz (Smith et al. 2015; Clayton, A. M. 2016).

O Ministério da Salude destaca a importancia do acompanhamento pré-
natal para uma gestacdo saudavel, pois com os exames médicos é possivel identificar
e reduzir muitos problemas de saude dentre eles as doencas infecciosas que podem
ocasionalmente ocorrer na gestante e, em alguns casos, serem transmitidos aos bebés

durante o periodo gestacional ou no momento do parto (Brasil. 2017).

1.12 Epidemiologia

1.12.1 Epidemiologia Molecular

O virus possui, como ja mencionado anteriormente, trés gendtipos: o
africano-ocidental (WA), o leste-central-sul africano (ECSA) e o genoétipo asiatico
(NG & Hapuarachchi. 2010; Presti et al. 2011; Chian et al. 2015). Em seus estudos,
NG & Hapuarachchi, descreveram que o surgimento dos virus CHIKV pandémicos
atuais poderia ter ocorrido entre 1991 e 2004, aproximadamente por volta de 1998,
fato apoiado por evidéncias epidemioldgicas durante o periodo 1996-2000 na Africa
Central (NG & Hapuarachchi. 2010).

As estirpes de CHIKV que causaram grande epidemia do Quénia para a
india e sudeste Asiatico desde 2002, pertencem ao gendtipo ECSA (Presti et al.
2011). Tal gendtipo despertou a atencdo das autoridades de saude global em um surto
no litoral do Quénia em 2004, seguido pela disseminagédo para as ilhas do Oceano
indico como Comores e La Reunion por possuir uma substituicio do aminoacido
valina por alanina na posi¢do 226 da proteina E1 (E1-A226V) o que proporcionou
uma adaptacdo do virus ao vetor Aedes albopictus (Presti et al. 2011). Dados

publicados por Schuffenecker e colaboradores mostraram a emergéncia e
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predominancia desse genotipo (Schuffenecker et al. 2006). Posteriormente,
disseminou-se para India, sudeste Asiatico, Italia e Franca sendo responsavel pela
maioria dos casos importados pelo mundo (Chen et al. 2016).

As linhagens da Asia e ECSA divergiram ha aproximadamente 100-150
anos, exatamente quando a linhagem asiética foi introduzida na Africa (Volk et al.
2010; Chen et al. 2016). Analises recentes indicam que as estirpes do Oceano Indico
(IOL) e Indiana formam um grupo monofilético dentro da linhagem ECSA (Volk et
al. 2010).

Schuffenecker e colaboradores em seus experimentos baseados em
sequéncias parciais da glicoproteina E1, demonstraram que os isolados do Oceano
indico atuais representam um clado homogéneo dentro de um amplo grupo composto
por isolados da estirpe ECSA. Os isolados asiaticos estavam mais afastados dos
isolados do Oceano Indico, enquanto os isolados da Africa Ocidental eram mais
divergentes (Schuffenecker et al. 2006).

Em suas pesquisas Laiton-Donato e colaboradores verificaram que amostras
colombianas apresentaram uma relacdo filogenética proxima com estirpes do
genotipo Asiatico a partir da Ilha de Saint Martin, Ilhas Virgens, México e Brasil
(Laiton-Donato et al. 2016). No Brasil, em setembro de 2014, o genotipo Asiatico
que circulava no Caribe foi confirmado no Amapa. O gen6tipo ECSA, anteriormente
ndo detectado nas Américas, surgiu no estado da Bahia (Conteville et al. 2016).
Analises filogenéticas mostram que os gendtipos Asiatico e ECSA estdo circulando
no territério brasileiro desde 2014 pelos estados Amapa e Bahia respectivamente
(Nunes et al. 2015).

1.12.2 Distribuicdo Geogréfica

Apbs sua descoberta em 1952, CHIKV era considerado um arbovirus
restrito a localidades da Africa e Asia (Borgherini et al. 2008). Na Africa mantém um
ciclo endémico e zoonotico em areas rurais cujo ecossistema favoravel e equilibrado
é composto por mosquitos do género Aedes e primatas ndo humanos ocasionando
pequenos surtos a populacdo que habita nessas regides (Diallo et al. 1999; Adam et
al. 2016). Na Asia as epidemias ocorrem em areas urbanas através de um ciclo
envolvendo vetores (Aedes aegypti e Aedes albopictus) e seres humanos susceptiveis
(Pialoux et al. 2007).
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Entre os anos de 1960 e 1999 diversos surtos foram documentados na
Asia e Oceania em paises como: Birmania, Tailandia, india, Sri Lanka, Camboja,
Vietnd, Malasia, Burma, Indonésia, Java, Sumatra, Ilhas Mollusca e Filipinas
(Mackenzie et al. 2001; Lee Ligon. 2006; Pialoux et al. 2007). Na Africa epidemias
de CHIKV ja foram descritas em diferentes paises como: Uganda em 1958
(Weinbren et al. 1958), Republica Democréatica do Congo em 2000 (Pastorino et al.
2004), Tanzania em 2007 (Hertz et al. 2012) e Gabdo em 2008 (Peyrefitte et al.
2008).

O primeiro surto notavel, devido ao numero de pessoas infectadas por
CHIKYV, ocorreu no Quénia em 2004 (Einserik. 2007; Sergon et al. 2008). Em 2005,
uma epidemia no Oceano indico atingiu varias ilhas como: La Reunion (Gerardin et
al. 2008), Seychelles, Mauricio e Maldivas (Tomasello & Schlagenhauf. 2013). No
mesmo ano CHIKV emergiu em Comores (Sergon et al. 2007).

Embora diversos relatos de febre chikungunya na india, nenhum deles
descreveu uma epidemia maior quanto ao ano de 2006 onde estima-se que houveram
mais de 1,38 milhdes de casos, sendo metade na provincia de Karnataka e um quarto
em Maharashtra (Kalantri et al. 2006; Yergolkal et al. 2006; Kelvin. 2011). Apesar
de ndo ter relatos de dbitos nesta ocasido, os dados apontam para uma elevada
morbidade com prejuizos na salde, impacto escolar e na agricultura devido aos
sintomas incapacitantes gerados nos individuos (Kalantri et al. 2006).

Em paises ndo tropicais a maioria dos casos constitui-se de turistas que
passam suas férias em regides endémicas, sdo infectados e que ao retornarem
encontram a possibilidade de transmissdo através do vetor Aedes albopictus. Em
2007 foi relatado o primeiro surto na Italia proveniente de dois imigrantes do
Senegal. Na Franca, em 2010, uma jovem apresentou sintomas posteriores ao seu
retorno da India, outros dois casos autdctones também foram relatados. O gendtipo
ECSA foi responsavel pela emergéncia de CHIKV na Europa (Rezza et al. 2007;
Grandadam et al. 2011; Tomasello & Schlagenhauf. 2013; Wahid et al. 2017).

A entrada de CHIKV no continente americano se deu pelas llhas do
Caribe sendo o primeiro relato em dezembro de 2013 na ilha de Saint Martin,
posteriormente em 2014 casos autdctones foram registrados na Republica
Dominicana, Martinica, Guadalupe e Haiti (Gallian et al. 2016; PAHO (a). 2017).

Surtos de febre chikungunya foram relatados em provincias situadas ao norte da
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Colémbia no Mar do Caribe em 2014 com sintomas atipicos semelhantes a
populacdo da ilha La Reunion (Villamil-Gomes et al. 2015).

Em 2014 o CDC (Centers for Disease Control and Prevention) relatou
um total de 2811 casos de CHIKV nos Estados Unidos, destes, 12 foram casos
autoctones na Flérida e o restante foram casos importados. Em 2015 um total de 896
casos foram registrados sendo um autdctone (Texas) e os demais foram turistas
retornando de areas endémicas (CDC. 2016). No mesmo ano, em Porto Rico,
confirmou-se a transmissao perinatal de CHIKV com um total de dez recém-nascidos
provenientes de mdes com sintomas da doenca, na maioria dos casos (sete bebés) as
mdes apresentaram o0s sintomas cinco dias antes do parto. As manifestacdes clinicas
apresentadas em 50% desses recém-nascidos foram: irritabilidade e exantema. Outros
sintomas incluiram febre, leucopenia, mal estar e edema periférico, em trés bebés
houve problemas neuroldgicos como hidrocefalia e consequente morte cerebral
(Rodrigues-Nieves et al. 2016).

A transmisséo autoctone de CHIKYV no Brasil foi relatada em 2014, na
cidade de Oiapoque, estado do Amapa e sua introducédo foi atribuida provavelmente
ao surto que ocorreu no Caribe em 2013 (Azevedo et al. 2015; Hondrio et al. 2015).
Em 2014 foram confirmados 2.772 casos de CHIKV no Brasil com distribuicdo em
seis estados: Amapa (1554), Bahia (1214), Distrito Federal (2), Mato Grosso do Sul
(1), Roraima (1) e Goias (1). (Hondrio et al. 2015). Segundo o Ministério da Saude,
em 2016 foram registrados no pais 271.824 casos provaveis de febre chikungunya,
com 196 Obitos confirmados. Em 2018 (até a semana epidemioldgica 19), foram
registrados 36.831 casos provaveis de CHIKV, sendo 179 destes no estado de Goias
(BRASIL, 2018).

No quadro I, estdo relacionados estudos desenvolvidos em diferentes
paises com indices de positividade para a infeccdo por CHIKV variando de 15,6% na
Italia (Rezza et al. 2007) a 44% na india (Shrinet et al. 2012) os quais foram
associados ao genotipo ECSA. No Brasil os estudos até 0 momento descreveram
indices de 45% (num total de 80 amostras positivas por sorologia) no estado da
Bahia (Cardoso et al. 2017) a 84,28% na populacéo geral do estado do Rio de Janeiro
(Souza et al. 2016) (Quadro 2).
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Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos de identificacdo e caracterizacdo de CHIKV por continentes.

Asia
Autor, ano de Total de Periodo de indice global de

publicacéo, pais amostras estudo Faixa etaria| Metodologia | Regido de anelamento deteccéo Gendtipo

Lam et al. 2001
Malésia 51 1998-1999 16 a59 IFI - 19 (37%) --
Phommanivong et al.
2016 - Laos 40 2013 5-65 RT-PCR CHIKF/CHIKR E1 10 (25%) IOL (ECSA)
ELISA=194
(33,91%)
Jain et al. 2017 RT-PCR RT-PCR= 271
india 572 2010-2013 17 - 68 ELISA CHIKF/CHIKR E1 (47,37%) ECSA
Africa
Sergon et al. 2007 IgM: 60%
Ilha de Comores 331 2005 5-55 ELISA -- 19G: 27% -
Peyrefitte et al.
2008 Gabao 35 2006-2007 9-50 RT-PCR CHIKF/CHIKR E1 7 (20%) ECSA

Hertz et al. 2012 2 meses — 13

Tanzania 700 2007-2008 anos RT-gPCR CHIKF/CHIKR E1 55 (7,9%) NR
Fritel et al. 2010 658 (47%) RT-
Ilha La Reunién 1400 2005-2006 Gestantes RT-PCR CHIKF/CHIKR E1 PCR NR

ND = ndo disponivel; NR = néo realizado.




Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos de identificacdo e caracterizagdo de CHIKV por continentes (continuagao).

Europa
Autor, ano de Total de Periodo de Indice global de
publicacdo, pais amostras estudo Faixa etaria| Metodologia | Regido de anelamento deteccdo Genotipo
Rezza et al. 2007
Italia 205 2007 ND RT-gPCR CHIKF/CHIKR E1 32 ECSA
Sanchéz-Seco et al.
2009 RT-PCR RT-PCR=5 (1,62%)
Espanha 308 2006-2007 ND ELISA CHIKF/CHIKR NSP4 ELISA=29 NR
Delisle et al. 22-80 RT-PCR RT-PCR=4
2015 - Franca 13 2014 (Media 59) ELISA ND ELISA=9 ECSA
América
RT-qPCR= 25
Mattar et al. RT-gPCR | NSP1 (M2W e cM3w) (25%) Asiatico
2015 - Colémbia 100 2014 6-76 ELISA E2 ELISA= 46 (46%)
Edwards et al. 2016 874,961,899(FAMS)
Guatemala 523 2015 1-60 RT-PCR | 6856,6981,6919 (FAM) 328 (63%) NR
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Quadro 2. Caracteristicas gerais dos estudos de identificacdo e caracterizacdo de CHIKV por continentes (continuacéo).

Autor, ano de Total de Periodo de Faixa indice global de
publicacéo, pais amostras estudo etaria Metodologia| Regido de anelamento deteccéo Genotipo
Guadalupe= Guadalupe=
Gallian et al. 2017 6189 (0,36%)
Ilhas Guadalupe e Martinica= Martinica=
Martinica 10197 2014-1015 18-70 RT-gPCR ND (0,42%) NR
ELISA= 34
(48.57%)
Souza et al. 2016 RT-gPCR RT-gPCR=59
Brasil 91 2016 ND ELISA CHIKF/CHIKR E1 (84.28%) ECSA
ELISA
Cardoso et al. (422/2687) 15%
2017 RT-PCR 874,961,899 (FAMS) PCR (36/80)
Brasil 2736 2014-2016 ND ELISA | 6856,6981,6919 (FAM) 45% ND

ND = n&o disponivel; NR = ndo realizado.

44



2. JUSTIFICATIVA

Os arbovirus constituem um grupo de virus que compartilham a
caracteristica de serem transmitidos por meio de vetores artropodes, sendo
considerados um importante problema de saude publica principalmente em paises
tropicais (Londono-Renteria et al. 2016). Dentre 0s virus pertencentes a esse grupo
destacam-se: virus dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV), virus da febre do
Nilo Ocidental (WNV), virus zika (ZIKV) e virus chikungunya (CHIKV) (Doughty et
al. 2017).

O virus chikungunya, como os demais arbovirus circulantes no pais,
possui transmissdo associada a vetores da familia Culicidae do género Aedes, com
relevancia maior para as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus (loos et al. 2015;
Petersen et al. 2016). Entretanto, para o ZIKV foi confirmada a ocorréncia de
transmissao vertical com consequentes quadros de microcefalia em recém-nascidos
(Miranda Filho et al. 2016). Diante do observado para ZIKV, muitos questionamentos
foram postulados a respeito desta via de transmissao para outros arbovirus. Neste
sentido, investigacdes comprovaram a transmissdo do CHIKV em recém-nascidos de
mées virémicas no momento do parto e ainda, nestes casos de transmissdo perinatal,
quadros de encefalites nos recém-nascidos foram descritos, incluindo relatos em
estados brasileiros (Ramful et al. 2007; Gerardin et al. 2008; Bandeira et al.2016).

Entretanto, estudos que avaliem a ocorréncia do CHIKV em gestantes séo
escassos Nno pais e ainda inexistentes na regido Centro-Oeste. Considerando assim, a
importante epidemia de febre chikungunya em todo mundo, sua associacdo a via de
transmissdo vertical e a existéncia de uma ampla dispersdo de vetor competente em
nossa regido, torna-se relevante investigar a ocorréncia da infec¢éo pelo CHIKV, em
especial na populagdo de gestantes. Neste cenario, as informacdes obtidas auxiliardo
na construcdo de uma melhor compreensdo dos fatores associados a patogenia desta

infeccdo.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil sorolégico e molecular da infecgdo pelo virus chikungunya em
gestantes com suspeita clinica (febre e exantema) atendidas na rede publica de satde

do municipio de Goiéania, Goias.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Identificar a presenca de anticorpos IgM e IgG especificos para o virus chikungunya

na populagéo de gestantes investigada;

Detectar o RNA do CHIKV em amostras de sangue de populacdo de gestantes com

doenca exantematica;
Relacionar a positividade entre os marcadores molecular e sorolégicos investigados;

Descrever caracteristicas clinicas dos casos de infeccdo pelo CHIKV identificados na

populacdo de gestantes exatematicas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento e Populacéo do Estudo

Este trabalho constitui um estudo que faz parte de um projeto maior
intitulado “Aspectos epidemiologicos, clinicos, virologicos e imunologicos da
infecg@o pelo Zika virus em Goias”. O referido projeto foi delineado como uma coorte
de gestantes atendidas pela Rede Publica de Salde do Municipio de Goiania
apresentando doenca exantematica compativel com infec¢cdo pelo ZIKV, e notificadas
pelo Sistema de Notificacdo de Agravos (SINAN-Goiés), seguindo o protocolo de
notificagdo compulsoria para gestantes com suspeita clinica de infecgdo pelo ZIKV.

A notificacdo compulséria para gestantes com quadro exantematico pelo
Sistema de Vigilancia vinculado a Secretaria Municipal de Saude de Goiania (SMS) e
Secretaria de Estado da Saude de Goias (SES), foi instituida em 2016 em funcdo da
necessidade de esclarecimento dos casos por suspeita de Sindrome Congénita do
ZIKV.

Para o desenvolvimento do presente estudo foi selecionada uma série de
casos de gestantes notificadas pelo SINAN, entre janeiro de 2017 a julho de 2018.
Além dos casos notificados, também foram consideradas elegiveis e convidadas para
participacdo no estudo, gestantes com doenca exantematica aguda atendidas no
Hospital Materno Infantil (HMI) da Secretaria de Estado da Saude de Goias, sendo
inclusas aquelas das quais tenha sido possivel obter dados e amostra clinica. Foram
excluidas as gestantes incapazes de dar o consentimento informado ou casos de
mulheres que apresentaram condic¢Ges clinicas/obstétricas que constituissem algum
risco ou impedimento para participacdo na pesquisa, acompanhamento ou coleta de
espécime clinico.

O projeto foi submetido a avaliacdo e aprovado pelo Comité de Etica da
UFG (CAAE 64534017.7.0000.5083 — Anexo 1), sendo conduzido seguindo as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos
definidas pela Resolucdo 466/12. A apresentacdo da pesquisa foi feita & gestante por
membros da equipe de estudo, incluindo esclarecimento sobre coleta de dados e
espéecimes clinicos, bem como o protocolo de acompanhamento realizado durante a

gestacdo até o momento do parto. Aceite da gestante foi obtido mediante a assinatura
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do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 4) pela propria
gestante ou, para aquelas com idade inferior a 18 anos, assinatura de seu responsavel
legal no TCLE (Anexo 3), bem como da propria gestante no Termo de Assentimento
Livre e Esclarecido (TALE — Anexo 2).

Para a identificacdo das gestantes potencialmente elegiveis para o estudo
foram consideradas duas situacgdes: casos atendidos no setor de pronto-atendimento do
HMI e casos registrados pelo SINAN. Na primeira situacdo, as gestantes foram
identificadas no momento de atendimento por apresentacdo de quadro exantematico
suspeito de infeccdo pelo ZIKV, considerada assim Fase exantematica ou aguda. A
outra possibilidade estabelecida, foi a identificacdo de casos elegiveis provaveis a
partir do levantamento dos casos notificados pelo sistema de vigilancia. Nestas
situacOes, a abordagem a gestante foi realizada em periodo posterior a apresentacéo
dos sintomas, por contato telefonico, durante o qual a gestante era convidada para uma
consulta com obstetra membro da equipe do projeto. Nesta ocasido, considerada entdo
a Fase tardia da infeccdo, era realizada a apresentacdo do projeto e possivel
recrutamento da mesma como participante do estudo para posterior coleta de amostras.

Para as gestantes inclusas no estudo, foi realizado o encaminhamento para
a elaboracdo do protocolo de acompanhamento por meio do agendamento de
consultas, realizadas por médica obstetra membro da equipe do projeto, conforme a
solicitacdo clinica e disponibilidade da gestante. O acompanhamento foi estabelecido
desde o momento do recrutamento da gestante, tendo este ocorrido em Fase aguda ou
Fase tardia, até 0 momento do parto. Para cada consulta de acompanhamento,
conforme concordancia das gestantes participantes, o protocolo estabeleceu a coleta de

amostras de Sangue.

4.2 Coleta e Processamento de Amostras

Seguido da autorizagdo mediante ao preenchimento do TCLE, foram
coletados amostras de sangue das gestantes participantes do estudo. A coleta
sanguinea foi realizada por meio de puncéo venosa, por profissionais qualificados da
propria equipe das unidades de salde, utilizando tubos de coleta com volume de 10mL
contendo anticoagulante acido etilenodiaminotetracético — EDTA. Todas as amostras
foram identificadas, acondicionadas corretamente e encaminhadas para o Laborat6rio

de Virologia e Cultivo Celular do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
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Universidade Federal de Goias (LabViCC/IPTSP/UFG) para 0 processamento e
adequado armazenamento.

As amostras de sangues foram processadas e centrifugadas a 1.500 rpm
(rotacBes por minuto) por dez minutos a 4°C. Logo apés a centrifugacdo, o soro foi
aliquotado (2 aliquotas) em criotubos e armazenado em ultrafreezer a -80°C até o
momento da realizacdo dos testes sorologicos e moleculares.

Para 0s casos em que o recrutamento ocorreu por meio do levantamento de
notificacBes no Sistema de Vigilancia, desta forma, posterior ao quadro exantematico,

as amostras de fase aguda ndo puderam ser obtidas.

4.3 Investigacdo Sorologica

Todas as amostras de soro coletadas foram submetidas a um ensaio
imunoenzimatico especifico para deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-chikv,
utilizando um kit comercial, o ensaio Anti-Virus Chikungunya Elisa 1gG e IgM da
Euroimmun® (Lubeck, Alemanha), seguindo instrucdes do fabricante. Brevemente,
100 pL das amostras de soro diluidas a propor¢édo de 1:101 com o tampdo de amostra,
foram adicionados aos pocos revestidos com antigeno CHIKV recombinante
(juntamente com o calibrador e os controles positivo e negativo fornecidos pelo Kit).

A placa foi incubada por uma hora a 37°C, depois foram realizadas trés
lavagens com solucéo de lavagem diluida a 1:9. Posteriormente foram adicionados 100
ML do conjugado marcado com peroxidase (anti-anticorpo IgM/IgG humano) o qual se
liga a imonoglobulina de interesse presente na amostra, submetendo-se a uma nova
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacdo e nova etapa de
lavagem, o substrato cromdgeno foi adicionado seguindo nova fase de incubacao por
15 minutos. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de solucdo de parada
(&cido sulfarico 0,5 M). As densidades Opticas foram medidas a um comprimento de
onda de 450nm em espectrofotometro (KHB® ST360) de modo que o0s resultados

foram expressos com valores de indice, calculados da seguinte forma:

Densidade 6ptica da amostra

Resultado =
esuitado Densidade 6ptica do calibrador (kit)
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Conforme orientacdes do kit, resultados com valores de indice < 0,8 foram
considerados negativos, valores de 0,8 a < 1,1 foram considerados inconclusivos

(borderline) e valores > 1,1 foram considerados positivos.

4.4 Investigacdo Molecular

44.1 Extracdo do RNA viral

Em todas as amostras, 0 RNA viral foi extraido a partir de 140uL da
amostra de soro processada, sendo utilizado o kit comercial QlAamp® Viral RNA
Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo instruc@es do fabricante. Brevemente, em um
tubo eppendorf de 1,5 ml foram adicionados a amostra, 5,6uL de RNA-carreador e
560uL de Buffer AVL, seguindo homogeneizacdo em vortex (Vertex QL-901) e
incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente foram adicionados
560uL de etanol 100%, sendo realizada nova homogeneizacao e rapida centrifugacao.
Apobs a centrifugacdo, todo o conteudo foi transferido para as mini-colunas, fornecidas
pelo kit. Foram realizadas duas lavagens utilizando 500 pL de tampdes especificos
fornecidos pelo kit (AW1 e AW2). Cada lavagem seguiu de uma centrifugacao a 8.000
rpm por 1 minuto e 14.000 rpm por 3 minutos respectivamente. Ao final do processo,
o material foi eluido em Buffer AVE obtendo um produto de 60uL de RNA extraido.
Este produto foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C aguardando o0s
procedimentos moleculares (Figura 8).

442 RT-gPCR

Para a investigacdo do RNA viral, todas as amostras extraidas foram
submetidas a RT-PCR em tempo real, utilizando iniciadores e sonda descritos por
Patel et al. 2017 (Quadro 3) e protocolo adaptado.

A reacdo foi realizada utilizando kit comercial Path-ID multiplex One-Step
RT-gPCR 1X (Applied Biosystems — Carlsbad, CA, USA), que consistiu no uso de
2,5uL. de material extraido em um volume final de reagdo de 20uL, contendo 10uL de
tampao, 2 pL de Multiplex Enzyme Mix, 0,8uL (8uM) de cada iniciador e 0,4pL
(4uM) de sonda TagMan.
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A reacdo foi processada em aparelho Rotor — Gene Q (Qiagen®), de acordo
com a seguinte ciclagem: para transcricdo reversa, 48°C por 30 minutos para a
ativacdo da transcriptase reversa, 95°C por 15 minutos para inativacdo da transciptase
reversa e posterior amplificacdo em 45 ciclos de: 95°C por 15 segundos para

hibridizacéo e por Gltimo 60°C por um minuto para a extensao.

Quadro 3: Oligonucleotideos e sonda utilizados para RT-PCR em tempo real (Patel et al.
2016).

Oligonucleotideos Sequéncia: 5" - 3° Regido de

hibridizagéo gene E1

CHIKV FP1 YGA YCA YGC MGW CAC AG 10443 — 10459
CHIKV RP1 AAR GGY GGG TAGTCCATGTT 10549 — 10568
CHIKYV Probe 2 6FAM -CCA ATG TCY TCM GCC 10486 — 10511

TGG ACR CCK TT-TMR

Legenda: R=A-G; Y =C-T; W=A-T; K=G-T; M = A-C;

Gestantes incluidas no
projeto (N=70)

Coleta e processamento
das amostras

Investigacéo a
Soroldgica (IgM e Extrag?/ci)rgf) )

1gG)

RT-qPCR para
deteccdo do RNA viral

Figura 8: Fluxograma de materiais e métodos.
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4.5. Avaliacdo e Anélise de Dados

Para andlise dos dados foram utilizadas informacGes obtidas a partir da
avaliacdo das fichas de investigacdo do Sistema de Informacdo de Agravos. Foi
elaborado um arquivo eletronico contendo os dados provenientes da populagcédo de
estudo, obtidos pelo banco de dados secundarios em cima dos quais foram utilizados

para analise com o auxilio do programa Epi-Info 2000 for win.
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5. RESULTADOS

O presente estudo avaliou a ocorréncia de infeccdo pelo CHIKV em
gestantes residentes no municipio de Goiania no periodo de janeiro de 2017 a julho de
2018 atendidas na rede publica de salde do municipio, apresentando quadro
exantematico. Foram incluidas no estudo 70 gestantes que possuiam o exantema como
sintoma principal. A maioria das gestantes envolvidas no estudo pertencia a faixa etaria
entre 20 e 29 anos 45,7% (32/70), enquanto apenas 1,4% (1/70) da populagdo
investigada estava na faixa etaria acima de 40 anos.

Com relacdo ao periodo gestacional em que a mulher estava no momento
em gue as manifestacGes sintomaticas ocorreram, a maioria das gestantes 38,5% (27/70)
estava no primeiro trimestre gestacional, seguida pelo terceiro e segundo trimestres com
percentuais de 30% (21/70) e 25,7% (18/70) respectivamente. Em 5,7% (4/70) das
gestantes incluidas no estudo ndo foi possivel obter informacdes sobre o periodo

gestacional (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas da populacédo estudada (n=70).

CARACTERISTICAS N (%)
Faixa etaria
15 - 19 anos 15 21,4%
20 — 29 anos 32 45,7%
30 -39 anos 22 31,4%
> 40 anos 1 1,4%

Periodo gestacional

1° trimestre 27 38,5%

2° trimestre 18 25, 7%

3° trimestre 21 30%
Sl 4 5,7%

Ano de ocorréncia dos

sintomas
2017 45 64,2%
2018 25 35,7%
Coleta das
amostras/sintomas
Fase aguda 16 22,8%
Fase tardia 54 77.2%

SI: Sem informagéo
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Considerando o ano de ocorréncia da manifestagdo sintomatica (exantema), foi
observado que 64,2% (45/70) dos casos foram relatados ter ocorrido no ano de 2017 e
35,7% (25/70) no ano de 2018. Ainda, o primeiro trimestre de 2018 representou 0 maior
numero de casos exantematicos inclusos no estudo 31,4% (22/70), seguido pelo segundo
trimestre de 2017 com 27,1% (19/70) (Figura 9).

W Jan-Mar 2017
B Abr-Jun 2017
H Jul-Set 2017

W Out-Dez 2017
W Jan-Mar 2018
B Abr-Jun 2018

Figura 9: Distribuicdo dos casos exantematicos em relagdo ao trimestre anual de ocorréncia do quadro

sintomatico (N=70).

Todas as amostras, como ja descrito anteriormente, foram submetidas ao
teste soroldgico para deteccdo dos anticorpos especificos contra o CHIKV, IgM e IgG.
Das 70 amostras analisadas, uma apresentou positividade para o marcador IgG isolado
(1,4%) (Caso 1) e outra gestante apresentou positividade para os marcadores 1gG e IgM
(1,4%) (Caso 2). Nos dois casos, 0 quadro exantematico ocorreu quando a gestante
estava no primeiro trimestre gestacional. Assim, na populacéo investigada foi observada
uma soroprevaléncia de 2,8% (IC 95%: 0,34 — 9,94).

A investigacdo para o marcador molecular por RT-gPCR epecifica para
CHIKV (RNA viral), demonstrou taxa de positividade para a infec¢do pelo CHIKV de
1,4% (I1C 95%: 0,03 — 7,70). A amostra identificada com positividade para 0 RNA viral
corresponde ao caso 2, 0 qual represena a amostra com positividade para os dois
marcadores soroldgicos pesquisados (IgM e 1gG) (Tabela 2).
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Tabela 2: Positividade para os marcadores de infeccdo pelo virus chikungunya
(soroldgico e molecular) em relagdo ao trimestre gestacional (n=70).

Periodo IgG RT-gPCR IgM/ 1gG/ Total
gestacional Pos/T(%) Pos/T (%) RT-gPCR Pos/T(%)
Pos/T(%)
1° trimestre 1/27 (3,7%) 0/27 1/27 (3,7%) 2127 (7,4%)
2° trimestre 0/18 0/18 0/18 0/18
3° trimestre 0/21 0/21 0/21 0/21
Sl 0/4 0/4 0/4 0/4
Total 1/70 (1,4%) 0/70 1/70 (1,4%) 2/70 (2,8%)

SI: Sem informacéo

O Caso 1 refere-se a uma gestante com 24 anos de idade, que na ocasiao
apresentou exantema disseminado para diversas partes do corpo como membros
inferiores, abdéme, méos e pés além de outros sintomas como dores musculares
durante sete dias, dor e inchaco nas articulacdes, cefaleia, fraqueza no corpo. Os
sintomas tiveram inicio em 12 de marco de 2017 estando a gestante no primeiro
trimestre gestacional. Conforme descrito, as gestantes foram acompanhadas por
clinico especialista até 0 momento do parto, o qual, neste caso ocorreu em 11 de
outubro de 2017, ndo sendo descritas anormalidades no recém-nascido ao
nascimento. A coleta de material bioldégico materno foi realizada ap6s a data do parto,
em 06 de dezembro de 2017, bem como do recém-nascido. As amostras foram
submetidas a investigacdo molecular e sorologica e apresentaram resultados
negativos para 0 RNA viral pela técnica de RT-qPCR e para o marcador soroldgico
IgM. Para o marcador soroldgico IgG, amostras materna e do recém-nascido foram
positivas (Figura 10).

Outro caso (caso 2) foi descrito em uma gestante com 19 anos de idade,
que além do exantema apresentou sintomas como febre alta durante sete dias, dores
musculares e nas articulac@es, cefaleia, vémito, fraqueza no corpo e conjuntivite. As
manifestacdoes clinicas ocorreram quando a gestante estava no primeiro trimestre
gestacional, com inicio no dia 07 de setembro de 2017. A primeira coleta de material
bioldgico ocorreu oito dias apds o inicio dos sintomas e, por meio do
acompanhamento desta gestante, foi possivel obter nova amostra trés meses apés esta

data em 15/12/2017. Pela técnica molecular, positividade foi observada apenas na



amostra da primeira coleta, enquanto a avaliacdo soroldgica demosntrou positividade
para ambos marcadores (IgM e IgG) nos dois momentos de coleta. A gestante
permaneceu sendo acompanhada até o parto, que ocorreu no dia 05 de janeiro de
2018, nao sendo descritas anormalidades no recém-nascido. No momento do parto foi
coletada amostra do recém-nascido e esta apresentou positividade apenas para o
marcador sorologico 1gG (Figura 11).
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11/10/2017 06/12/2017
Data do parto. Coleta de sangue materno e

do recém-nascido
12/03/2017 N

Inicio dos sintomas (1°
trimestre gestacional)

—

RT-gPCR RNA CHIKV Sorologia IgM/1gG
2017 2018 Soro mée: Neg. CHIKV
Soro RN: Neg. Soro mée: IgM- e IgG+
Soro RN: IgM- e IgG+

Figura 10: Linha do tempo mostrando os principais eventos do caso 1.
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05/01/2018
Data do parto. Coleta amostra
do recém-nascido

07/09/2017
Inicio dos sintomas (1°
trimestre gestacional)

26/10/2017
RT-gPCR RNAe sorologia CHIKV
Soro mée: Pos Sorologia IgM/1gG CHIKV
IgM +e IgG+ Soro RN: IgM- e IgG+
20 17 2018 RT-gPCR RNAe sorologia
da 22 coleta
Soro mée: Neg
IgM+e 1gG +
15/09/2017 15/12/2017
12 coleta amostra materna 22 coleta amostra materna

Figura 11: Linha do tempo mostrando os principais eventos do caso 2.
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6. DISCUSSAO

O virus chikungunya (CHIKV) é um importante arbovirus transmitido ao ser
humano através de picadas de vetores insetos do género Aedes. A doenga €
caracterizada por quadros de febre associadas a dor articular intensa e debilitante, além
de cefaleia, mialgia e exantema maculopapular (Manimunda et al. 2010).

A introducdo do CHIKV no Brasil ocorreu em maio de 2014, com a primeira
confirmagdo de caso autoctone na cidade de Feira de Santanta, estado da Bahia
(Cardoso et al. 2017). Em Goiania, no més de dezembro de 2014 foram registrados os
primeiros casos de CHIKV. Neste mesmo ano foram notificados 13 casos suspeitos
sendo confirmados dois. Os casos confirmados foram considerados importados (Guiana
Francesa e Caribe) e a primeira comprovacao de caso autdctone ocorreu no municipio
de Rio Quente com a confirmagéo de um caso (MS Brasil, 2015 ; Goiania, 2014).

Este estudo constitui a primeira investigacdo da ocorréncia de CHIKV
realizada na regido Centro-Oeste, em especifico, em gestantes exantematicas notificadas
pela rede pablica de salde do municipio de Goiania — GO. A populacdo de gestantes
avaliada foi constituida em sua maioria por mulheres na faixa etaria entre 20 e 29 anos,
a qual é descrita na literatura como a faixa etaria de maior frequéncia na populacdo
gestante pelo estudo de Fritel et al. 2010 (47%) e Laoprasopwattana et al. 2015 cuja
média de idade foi de 24.7 anos (Fritel et al. 2010; Laoprasopwattana et al. 2015).

Além da transmissdo horizontal ao ser humano através de picadas de vetores
insetos do género Aedes, foram descritos casos de infeccdo pelo CHIKYV transmitidos de
mée para filho no momento do parto (transmissdo perinatal). Em associacdo a estas
ocorréncias, foi observada doenca neo-natal grave nos recém-nascidos, principalmente
encefalite, também com possibilidade de desenvolvimento de deficiéncias ao longo da
vida (Fritel et al. 2010; Ritz et al. 2015). A transmissdo perinatal de CHIKYV foi descrita
pela primeira vez em junho de 2005 durante a epidemia na Ilha La Reunion que afetou
mais de um terco da populacdo (Gérardin et al. 2008). Entretanto, apenas apds o
ocorrido no Brasil para ZIKV, para o qual foi comprovada a transmissao vertical do
virus e sua associagdo com casos de microcefalia, foi estabelecida no pais a portaria 204
do Ministério da Saude de 2016, a qual determinou a notificacdo compulséria para o0s

casos suspeitos de infeccdo pelo ZIKV (Brasil — Ministério da Salde, 2016).
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Este foi um marco essencial para o sistema de vigilancia das arboviroses
no pais, em particular em populagédo de gestantes. Assim, em 2017 foram notificados
2190 casos de gestantes exantematicas e em 2018 até a SE 36 o numero foi de 1013. Na
presente investigacdo, foi observado este mesmo padrdo de reducdo de casos
exantematicos em relacdo aos anos 2017 e 2018, todavia o primeiro trimestre de 2018
apresentou um maior numero de casos elegiveis para o estudo. Entretanto, este fato
pode estar associado ao processo de captacdo de gestantes participantes que com o
desenvolvimento do projeto, foi se tornando mais eficaz, favorecendo um melhor
estabelecimento do mesmo.

Dados obtidos pela Secretaria Municipal de Salde de Goiania
relacionados com a populacdo geral apontam para uma diminuicdo da frequéncia de
CHIKYV, onde no ano de 2017 foram notificados 80 casos suspeitos, enquanto no ano de
2018 este numero foi de 60 casos notificados, dos quais, 42 foram descartados. Dentre
os dados notificados em 2017, 12 foram confirmados sendo seis importados e seis
autoctones (Goiania, 2018). Nos casos notificados em 2018 até o presente momento,
apenas um caso foi confirmado (importado). Na populacdo de gestantes notificadas,
diferentemente do ZIKV, a investigacdo laboratorial para CHIKV ndo é considerada
uma recomendacdo obrigatoria e assim, dos casos de gestantes com quadro
exantematico notificadas, ndo existem dados disponiveis pela vigilancia a respeito da
ocorréncia deste virus.

Na presente investigacdo, foi identificado um indice de soroprevaléncia
para a infeccdo pelo CHIKV de 2,8% (IC 95%: 0,34 — 9,94). Este dado reflete a baixa
circulacdo deste agente no em nossa regido, conforme os dados apresentados da
vigilanciada Secretaria Municipal de Goiania (Goiania, 2018). Um estudo realizado por
Bacci e colaboradores em 2015 em populacdo semelhante, relatou um indice de 36,1%
(127/352) para anticorpos IgG, indice considerado alto em relagcdo ao nosso estudo.
Entretanto, o local do estudo é considerada uma regido endémica para o virus (oeste da
Africa) (Bacci et al. 2015). No Brasil, dados publicados por Cunha e colaboradores com
a populacdo geral do Distrito de Chapada na Bahia demonstraram que dos 120
individuos envolvidos no estudo, foi obtido um indice de soropositividade de 20%
sendo essa regido localizada a 100 km da cidade de Feira de Santana onde foi detectado
pela primeira vez o gen6tipo ECSA no Brasil em 2014, e por ter apresentado nessa

regido um alto indice de casos ja notificados (Cunha et al. 2017).
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Com base em analises feitas nos boletins epidemioldgicos do Ministério
da Saude, em 2017 da semana epidemioldgica 01 até a 52 foram registrados 185.593
casos provaveis de febre chikungunya, destes, o estado do Ceard destacou-se com
113.040 de casos provaveis de CHIKV, sendo confirmados 152 dbitos. Em 2018 até a
semana epidemioldgica 36, foram registrados 74.932 casos provaveis, com destaque
para o estado do Rio de Janeiro que tem, até a presente data, 31.994 casos provaveis
sendo 9 6bitos confirmados. No estado de Goids observa-se um pequeno numero de
registros quando em relacdo a outras regides do pais, sendo que em 2018 apenas 204
casos provaveis foram registrados até o momento (Brasil MS, 2018).

No caso 1 a gestante apresentou resultado positivo apenas para o
marcador 1gG, indicando uma exposicdo ao virus. A amostra reagente foi obtida nove
meses apds a manifestacdo dos sintomas, que ocorreram no primeiro trimestre
gestacional. Este fato justifica a auséncia do marcador molecular, bem como do
marcador soroldgico de infec¢do aguda (IgM), em funcdo do periodo ocorrido da coleta
apos a fase aguda do quadro exantematico, uma vez que, somente nessa data a equipe
do projeto conseguiu entrar em contato com a gestante e posteriormente realizar a coleta
da amostra.

No caso 2, a primeira amostra foi coletada oito dias apds o inicio dos
sintomas. Foi possivel detectar a presenca do RNA viral na amostra utilizando uma
técnica sensivel, e detectar a presenca dos marcadores soroldgicos IgM e IgG. Essa
gestante foi acompanhada com a coleta de uma segunda amostra trés meses ap0os 0s
sintomas onde apresentou resultado negativo para a deteccdo do RNA viral e
permaneceu positivo para IgM e IgG, o que esta em acordo com o descrito para a
evolucdo da infeccdo por este agente. Bacci e colaboradores, observou que das 352
amostras apenas uma foi positiva para o marcador IgM demonstrando que naquele
momento do estudo a gestante apresentava infecgdo aguda, e as 127 gestantes positivas
para o marcador IgG estdo relacionadas com infeccdo passada, uma vez que, como ja
mencionado, a area é endémica para o0 CHIKV (Bacci et al. 2015).

Com relagdo aos sintomas relatados nos dois casos identificados no
estudo, além do exantema, houve predominio de febre, artralgia e cefaleia que foram
observados no primeiro trimestre gestacional. Ramos e colaboradores e Lyra e
colaboradores em seus relatos de caso, descreveram sintomas equivalentes em gestantes,
os quais foram identificados em dias antes do parto. Nestas investigagOes, foram

descritas adicionalmente manifestacbes clinicas nos recém-nascidos: exantema,
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insuficiéncia respiratéria, febre, trombocitopenia e hemorragia intracraniana. Assim, a
partir dessas caracteristicas, foram evidenciados casos de transmissdo perinatal (Lyra et
al. 2016; Ramos et al. 2017).

A investigacdo nas amostras dos recém-nascidos dos dois casos
relatados, revelou positividade também apenas para o marcador 1gG. Imunoglobulinas
de classe G séo importantes no processo de inflamacéo da resposta imune adaptativa,
além de ser o Unico tipo de imunoglobulina capaz de ultrapassar a barreira placentaria
(Paul, WE. 2008). Nestes casos apresentados no estudo, a positividade nos recém-
nascidos para IgG pode sugerir transferéncia de imunoglobulinas maternas para o feto,
nédo sendo necessariamente um processo infeccioso ocorrido.

Ainda, os recém-nascidos ndo apresentaram qualquer sintomatologia ou
descricdo de anormalidade ao nascimento. Gerardin e colaboradores em um estudo de
coorte com gestantes na Ilha La Reunion, relataram que a transmissdo materno-fetal é
frequentemente observada no momento do parto (transmissdo perinatal) e que a
infeccdo no inicio da gestacdo ha pouca possibilidade de transmissdo uma vez que o
virus possui dificuldade de atravessar a barreira placentaria (Gerardin et al. 2008). Este
fato reforca a sugestdo de auséncia de infeccdo fetal, uma vez que nos dois casos
relatados o quadro exanteméatico materno ocorreu quando as gestantes estavam no
primeiro trimestre gestacional.

A introducdo do CHIKV no estado de Goias e no municipio de Goiénia ocorreu
em condicdes de sobreposi¢cdo com outras arboviroses de importancia. Aliado a este
fato, as semelhangas na sintomatologia apresentada por estes agravos podem constituir
de dificuldade na avaliacdo e identificacdo do real perfil de propagacdo deste agente na
regido. O baixo indice de infec¢cdo demonstrado no presente estudo, em associacdo aos
dados do sistema de vigilancia levam a sugestdo de que o virus circulante na populacéo,
apresenta uma dificuldade de se estabelecer com caracteristicas de uma epidemia,
apesar da descricdo da mutacdo ocorrida na posicdo E1-A221V identificada como fator
de melhor fitness do CHIKV.

Contudo, a cidade de Goiania apresenta condi¢des climaticas e ambientais
favoraveis para uma ampla dispersdo de mosquitos vetores do género Aedes sp,
favorecendo uma alta infestacdo destes. Associado a este fato, a ampla suscetibilidade
observada na populagdo constituem aspectos que favorecem uma possivel e rapida
disseminacdo do virus e assim, a regido caracteriza um cenario com potencial risco para

epidemias por CHIKV.
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Dessa forma, a implementacdo de ac¢oes de vigilancia com foco na intensificacéo
do controle de epidemias torna-se essencial. A efetividade deste processo estd
diretamente vinculada ao estabelecimento do diagnostico preciso e rapido, que favoreca
0 rastreamento dos casos de infeccdes pelo CHIKV. Neste contexto, a presente
investigacdo constitui estudo relevante, contribuindo para o conhecimento da ocorréncia
desse agente na regido. A transmissdo materno-fetal do CHIKV pode causar
complicacdes neonatais graves, existe, portanto necessidade de mais estudos nesta area
para compartilhar, conhecer e implementar um protocolo para manejo da infeccdo
perinatal por CHIKV. Como perspectiva futura, o sequenciamento genémico dessa
amostra RNA positiva torna-se essencial para identificar o gendtipo circulante na

populacdo do estado contribuindo para os estudos epidemiologicos.



7. CONCLUSAO

Foi identificada uma soropositividade da infec¢do pelo CHIKV de 2,8%, o que
representou dois casos de gestantes com positividade para marcadores
soroldgicos, sendo um IgG isolado e outro em associagdo ao marcador IgM;

A infeccdo aguda de uma gestante foi confirmada pela deteccdo do RNA viral
(1,4%);

Nos dois casos de positividade para os marcadores soroldgicos, apenas um
apresentou associacdo ao marcador molecular (RNA viral), caracterizando uma
amostra de fase aguda da infeccdo;

Os casos de infeccdo por CHIKV em gestantes do estudo consistiram de casos
com manifestacdes clinicas caracteristicas da infecgdo, as quais ocorreram
durante o primeiro trimestre da gestacdo, ndo sendo identificados fatores que

permitissem a associa¢ao a transmissao perinatal.
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nascidos com suspelia de Infecgdo pelo ZIKV e ndo trazem fscob a5 gestanies e seus concephos. As
gestantes serio onentadas sobre todos o procedimentos propasios, de forma a minimizar potendals fscos
3 relacionados com sTess emocional. Podera ocomer eventual rsco de hematomas [manthas nixas) em
local de pungado para coleta de sangue., mas Isso esta destacado no projeto. O questionario ndo envolve
DErQUALES QU POSSAM CaUSAr constrangimento a participants. Sub projeto 2 Evertual risco de hematomas
{manchas roxas) em lecal de punglo para coleta de sangue, o que tambam esta destacacd no projeto.
2Ento 3o0s beneficios:

Subprojeto 1. Além dos culdados preconizados na robina de atendimento, as gestantss & 08 conceptos
receberdo culdados adiclonals relacionados as vishas pendcdicas e exames complementanss. Os
panicipantes receberao onentapdes e explicagdes adicionals sabre Infecgdo pelo ZIKa virLs @ sU3s
repercussies. Os pariicipantss serdo orentados por profissionals de sade, devidamente preparados para
563 finalidade. O participantes tambam receberlo todos 06 resultados 005 SEUS EXames, |urtameante com
onentacdes especiicas. Subprojeto 2. Investigagdo serd reallzada dentro do contexto de vighnda viniogica
O exames laboratorlals a sevem realzados pela presenta proposta, referentes & Investgacso molecular dos

arbovins pesguisados representard um retomo pratico & direlo a0s orgaocs de gestdo e em especial a
popuiagdo dirstamente afetada, por melo da entrega dos resultados obiidos.

Comentarios & Conslderagies sobre 3 Peagquisa;

Trata-e de um ashadd que visa Investgar os aspacios epidemiioglieos, dinicos, VirlGgicos & ImMunologicos
da Imecgdo pelo vinus Zka em Golas, 0 qual esta subdvidido em dols estudos (Subprodutos).

Mo subprojeto 1 serdo anallsadas, de forma retrospectiva e prospectiva, gestantes com doenga
exantematica sugesiiva de Infecpdo pio ZIKV, ldentficadas a partir das noffcacdes para a Secretana
Municipal de Golania (SMS) e Seireiana oe Estand da Salde de Golds (SES). Ambsla estmada em 1.000
gestantes com doenga exantemalica durants 3 gestagdo

Periodo para Inciuslo serd: 3) refrospectivi: janeiro de 2016 a margo de 2017; b) prospective: abrl de 2017
a fevensim de 2049,

A5 participantes serfo acompanhadas desde o aparecimento do Quadro examtematico até o final da
gestagdo (abortamento ou parta). Os recém-nascidos de mulheres participantes do estudo serdo
acompanhados ai o fnal do periodo neonatal (25 dias de vida). As gastantes serdo acompanhadas nos
sanicos 8e 5alde onde realzarem o pré-natal de rotina. Coleta de dados e de materal bickglco (sangue,
urina e sallva) fora dos periodos previstos das consultas de pre-natal,
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serfo realizadas no domiclllo da gestanie. Coleta de dados e de mataral biologico da participante & do
concapto serio coletatos nos hospitals/matemidades onde ocormer o parto ou aboramento.
Sequimento e coleta de dados e de materal bloldgico ocormera durante o perlodo gestacional. As
participantes responderam a um questionaro sobre a condigdo soclo demografica e caracteristicas da
Infegcan & sera realizada pelo mencs duas wirassonografas. Com relacdo a0 concepto, loJo apds o
nascimento serdo coletados dados clinlcos & amostras de sangue de corddo, sangue perfférico e
fragmentos ge placenta. Quando houver Indicacdo cinkca, sera reallzada cokta de liquor cefalomagquidiang.
Serd reallzado ultrassom (US) Fansfontanela para todos o5 RN & tomografia de cranio (TC) ou Ressondnda
Magnética (RM) para os RN que apresentarem alteracdes neurcddgleas. Fetos ou natimortos serdo
coletagios fragmenios de visceras.

Para 0 grupo de gestanies com doenca exaniematica notificadas endre janeiro de 2016 a margo de 2017
{coorte retrospeciiva) serdo ulllizados dados seCcundanas [SIMAM, SINASC 2 revisao e prontudrios e
erfrevistas).

© TCLE esta adequado, bem estruturado e contempla todos os Rens das diretrizes éticas. A recomendago
idJé gque o TCLE e TALE eslivessem am paps! timbrada fiol atendda.

© subomisto 2 avallar pariipantes com suspeita clinica o Infecelo palo virls Z1Ka (quadm exantematico
agudo), atendidcs em unidades da rede pablica de salde do municiplo de Golania, Golds. S2rdo Inculdos
participantes da demanda espontinea de unklades de salde, consideradas como unidades de vighincla
saningla pela SMS, atendldos entre 3ol de 2017 a junho de 2020, Os parficipantes serdo atendidos na
roting dos sendpos de s3lde e em consondncia com 35 diretrizes e protocoics do Minlsténo da Salde e da
SMS de Goldnia. © preenchimento da ficha de noticagdoirvestigacdo sera felto por profissional de sande
da unidade noifcadora. Este subprojeto & uma parcena estabelecida por melo de um Termo de
Cooperagdo Tecnica entre a Secretara Municipal de Saude de Golanla, Goids e o Instituto de Patoiogla
Tropizal e Saide PODlica da Universldade Fegderal de Golas. Por 52 fratar de um estudo deserreoldido em
cooperagio com a Sacretarta Municipal de Salde, o pesquisador solkita a dispensa o uso do TCLE, uma
VEZ (UE 35 3MOStras 3 serem coletadas referem-se 3 pacientes atendidos na rofing dos sendigs 0 salde,
salecionados como unidages de viglanda sentnela par arbovirus (Dengue, Chikungurya ou ZIKa). Sendo
asslm, o= exames laboratorials @ serem realizados pela presente proposta, referentes & Investigagdo
molecuiar o6 arbovins pesquisados, constiul uma solcitagio da SMS e representara um retomo pratico e
direto acs drgaos de gestdo & em especial 3 populacdo diretaments afetada, por melo da enirega dos
resufiados obtidoes. O recrutamento das paricipanies sera reallzado em diversas unidades de salde, entre
&las o Hospital Matema Infantl, cuja anuencia serd enviada
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posterorments, segundo 3 pesgUIsadora responsavel. Pam as demals Instiulgdes, os temmos de anuénda

foram apresentados.

Conslderagdes sobre oa Termos de apresentagdo obdgatoria:
Todos 05 12Mos Necessanos a apreciagdo &tica foram apresentados, confonme anexn.

Conclusdas ol Pendéncdss & Lista de insdequadies:

Apmvao

Conslderagdes Finals a criterlo do CEP-
Infofmamas que o Comna de E1ca em Pesqusa'CER-UFG consider o presente protocola APROVADO, o
mesmo fol conslderado em acordo com os principlos éticos vigenies. Refteramos a Importancia deste
Parecer Consubstanciatn, & Bmramos UE 03] DESQUISAtONa) responsavel devera ancaminhar ao CEP-
UFG o Relatdrio Final baseado na condiusao 0o estudo & na inckdéncia de publicagdes decomentes desie,
de acordo com o disposio na Resolupio CNS n. 466/12. O prazo para entrega do ReiEtono & de ae 30 das

apas o encemamento da pesquisa, prevista para dezembro 2021

Eals parscar fod slaborads Dassado nos documentos abalxo relacionados:

Tipa Documento AmuIvD Prostagem [T GRG0
LA Temio_Anuensia_ HMI.par Sa0a20 Y | Jodo DalsE o2 TiiT]
172840 | Souza

Informaghes Basicas | PE_INFORMALLES BASICAS DO _P | 24032017 oD
dn Profedo ROJETD 853156.pd 14:50:54

Ot Caria_asndmento_pendencias. pdf 24032017 | Fabiola SouEa Ao

14:50:23 | Flaccadod

TCLE | TEmoe 08 | TLLE_maki1d_cuopiaeio]_Webaep| Salaalis | Faniia SO A
Assantimento /! df 14:49:158 | Faccadon

Jusificatva de

AlEEnCa

TCLE | Temos e | TALE_menorit_Subprojein]_Versaoz p| 24032017 | Fabioia SouEa Aoein
Assantimento /! df 14:49:03 | Faccadon

Jusificatva de
| ALSENC

TCLE | Temmos e | TGLE_Responsavel SUDDMaein] versa| 240302017 | Fabioia SouEa Ao
Assantimento ! o2 pd? 14:48:20 | Faccadod

Jusificatva de

AlEEnCa

Decaaca oe TEnD_COMmpromisso.pdl DATZZ017 | Fabiia Soua Aoein
Pesuisadonas 09r23:55 | Faccador
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Instiul = 11:08220
Dzszd o= Temotnuenda  HWMDLT 03022017 | Marilla Oalva Tunchl Ao
Instiul = 110807
Dzcd oe Ternosnuenca_ SMES O 3022017 | Marila Oalva Turchl b = hia]
Instiul = 11:08:53
Infrassiruira
[ CODpETacan_ M el s T2 | Wanlla Oalva Tanch | Acsio |
Instiul = 110824
Infrasshuiura
[ CEClaracan_ubprojen 1. par TEZ0TT | Wanlla Calva Tunchl | Ao |
110741
Cunms CUssTanarka_Sunprojstod par 3022017 | Marila Oava Tunchl b ~hia]
11:06:40
TCLE | Teimoe 02 | JUSINEaiva_DEpensaTCLE,_SbpmEn | OWT22017 | Manlla Dalva Tarchl | Aoain
Assantdmeto 2T 110514
Jusiifcaiva de
| ALEEENCS
Projetn Defaihadn ! | Projeto por 03022017 | Marila Oalva Tunshl Ao
Brochura 110247
In%
LEEIER =i D0EZ0TT | Wanlla Cialva Tunchl | Ao |
11:01:48
St o0 Parscen:
Aprovado
Mecssaka Apraciacio 03 CONEP:
M3

GOLANIA, 28 de Margo de 2017

Sasinado por:
Jodo Batista de Souza
[Coordenacorn)
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Anexo 02: Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE) para gestantes menores

de dezoito anos:

IPTSP “‘. UFG

INSTITUTO DE PATOLOGIA UNIVERSIDADE
TROPICAL E SAUDE PUBLICA ‘ ‘ FEDERAL DE GOIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa: coorte de gestantes com exantema

Vocé estd sendo convidada a participar, como voluntaria, da pesquisa intitulada
“Risco de ocorréncia da sindrome de zika Congénita e caracterizagdo do zika virus em
gestantes, no estado de Goias”. Meu nome ¢ Marilia Dalva Tuchi, sou médica e
pesquisadora responsavel, minha &rea de atuacao é em doencas infecciosas. Apos receber
os esclarecimentos e as informacdes a seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua e a
outra pertence a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na
participacdo vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Mas se aceitar participar, as
duvidas sobre a pesquisa  poderdo  ser  esclarecidas, via  e-mail
pesquisa.gestantes@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através do seguinte
contato telefonico (62) 3209-6122. Ao persistirem as duvidas sobre os seus direitos como
participante desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone (62)3521-1215.

1. Informagdes sobre a Pesquisa:

Essa pesquisa tem por objetivo investigar as consequéncias da infeccdo pelo Zika
virus durante a gestacdo e o risco de desenvolvido de malformagbes congénitas, nos

recém-nascidos.

O Zika virus € habitualmente transmitido pela picada de um mosquito. O mesmo
mosquito que transmite dengue e chikungunya. Os sintomas mais comuns da infeccéo pelo
Zika virus sao febre, manchas no corpo, dor no corpo, dor nas juntas e olhos avermelhados,

mas a maioria das pessoas ndo apresentam nenhum sintoma. Quando a infeccéo pelo Zika
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virus acontece durante a gestacdo a crianga tem risco de nascer com alguns problemas de
saude, incluindo microcefalia. A microcefalia significa que a cabeca do recém-nascido €

menor do que a de outros da mesma idade e sexo.

Procedimentos:

Ao participar dessa pesquisa, nesse primeiro momento, Vocé vai precisar
responder a um questionario com perguntas sobre essa gravidez, medicamentos que usou
durante esse periodo, as condi¢cbes em que vocé vive, caracteristicas do exantema

(manchas vermelhas) no corpo, ou outros problemas de salde que vocé tem ou teve.

Vai ser necessario coletar sangue de sua veia e urina para fazer o exame do virus
Zika e outros virus transmitidos por mosquitos. O exame de sangue vai ser feito usando
agulha e tubo de coleta descartaveis. Serdo coletados 20 ml (que corresponde a duas
colheres de sopa) de sangue. Esse procedimento pode causar um leve desconforto, como
dor no local da puncdo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao
redor da picada (hematoma). Sera coletado 20 ml de urina em recipiente estéril, quando
do inicio da sua participacdo no estudo. A coleta de urina ndo causa nenhuma dor ou

desconforto.

Serd realizado exame de ultrassonografia abdominal. Esse exame faz parte do
acompanhamento rotineiro do pré-natal de gestantes. Sdo recomendadas duas
ultrassonografias, uma no inicio e outra no final da gravidez. Caso ainda nao tenham sido
realizadas, seréo providenciadas pela pesquisa.

Vocé fara as suas consultas habituais na rotina do seu pré-natal. Adicionalmente,
a partir da primeira entrevista, uma vez a cada trés meses e no final da gestacdo, vocé
sera procurada pela equipe de pesquisa para responder alguns questfes sobre a evolucéo
da gestacdo, sobre medicamentos que usou, sobre problemas de salude que vocé teve e
sobre o parto e o recém-nascido.

O parto e o atendimento do seu bebé serdo feitos na rotina dos servicos de saude.
Apbs o parto, sera realizado um exame de ultrassonografia e exame de tomografia da
cabeca do seu bebé. Também sera necessario coletar 2ml sangue e 2ml de urina do bebé
nas primeiras 24h de vida. A coleta de sangue pode causar um desconforto, como dor no

local da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor
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da picada (hematoma). A coleta de urina pode causar um pequeno desconforto local.
Esses procedimentos fazem parte das recomendagfes do Ministério da Salde para

acompanhamento dos recém-nascidos de maes com suspeita de zika.

Ao participar da pesquisa, vocé tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer divida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa;

2. De retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e
isso ndo vai implicar em prejuizo de qualquer natureza para sua pessoa, seu bebé ou seus
familiares.

3. Da seguranca que vocé e seu bebé nédo serdo identificados de nenhuma forma e
garantindo a sua privacidade.

4. De que a sua participacdo na pesquisa é realizada de forma voluntéaria, ou seja, ndo
havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com perguntas
feitas de modo a ndo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De saber os resultados dos exames feitos na amostra de urina e sangue da senhora. Os
resultados desses exames serdo entregues pessoalmente e ndo serdo passados para outras
pessoas. Caso 0 exame indique que vocé ja teve Zika ou outra infeccdo viral, um dos
membros da equipe de pesquisadores ou um dos profissionais de salde do servico
fornecera orientacdes sobre os resultados dos exames e as formas de prevenir uma nova
infeccdo.

8. De ter garantido que, caso vocé seja diagnosticada com outras doengas ou agravos no
momento da pesquisa, vocé serd encaminhada para os servicos especializados.

9. De pleitear indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa

Finalmente, solicitamos sua autorizacdo para que o questionario respondido por
voceé passe a fazer parte do banco de dados da pesquisa e que amostras bioldgicas possam
ser estocadas no banco de amostras, sob a nossa guarda e que possam ser utilizadas em

estudos de pesquisa médica ou educacional futuros, respeitando as mesmas garantias

acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizacdo de seu material
bioldgico armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar

[ 1 Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem

necessidade de novo consentimento.
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Se vocé concordar em participar desse estudo, pedimos que assine este
documento, em duas vias, sendo uma delas de sua propriedade, afirmando que entendeu

as explicacdes e que esta de acordo.

L R , inscrita sob o
RG 0U CPF .o , abaixo assinado, concordo em participar do
estudo acima descrito. Informo ter entre 15 e 18 anos de idade, e destaco que minha
participacdo nesta pesquisa é de carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informada e
esclarecida, pelo pesquisador responsavel, sobre a pesquisa, 0s procedimentos e métodos
nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que concordo com

a minha participacao no projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, ........ (o[ de ..o

Assinatura por extenso do(a) participante

Assinatura por extenso do (a) pesquisador(a) responsavel

Testemunhas em caso de uso da assinatura datiloscopica
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Anexo 03: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para os

responsaveis:

IPTSP

INSTITUTO DE PATOLOGIA
TROPICAL E SAUDE PUBLICA

% ura

UNIVERSIDADE
‘ ‘ FEDERAL DE GOIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS )
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa: coorte de gestantes com exantema

A menor, pela qual vocé é responsavel, estd sendo convidada a participar como
voluntaria, da pesquisa intitulada “Risco de ocorréncia da sindrome de zika Congénita e
caracterizagdo do zika virus em gestantes, no estado de Goids”. Meu nome ¢ Marilia
Dalva Turchi, sou médica e pesquisadora responsavel, minha area de atuacdo é em
doencas infecciosas. Apos receber os esclarecimentos e as informacges a seguir, se vocé
concordar com a participacdo da gestante pela qual é responsavel, assine ao final deste
documento, que estd impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua e a outra pertence
a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na autorizacdo da
participacdo da menor, esta ndo sera penalizada de forma alguma. Mas se concordar com
a participacao da menor, as dividas sobre a pesquisa poderdo ser esclarecidas, via e-mail
pesquisa.gestantes@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através do seguinte
contato telefénico (62) 3209-6122. Ao persistirem as duvidas sobre os direitos da
participante da pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone (62)3521-1215.

1. Informagdes sobre a Pesquisa:

Essa pesquisa tem por objetivo investigar as consequéncias da infecgédo pelo Zika
virus durante a gestacdo e o risco de desenvolvido de malformagbes congénitas, nos

recém-nascidos.

O Zika virus € habitualmente transmitido pela picada de um mosquito. O mesmo
mosquito que transmite dengue e chikungunya. Os sintomas mais comuns da infeccao pelo

Zika virus sao febre, manchas no corpo, dor no corpo, dor nas juntas e olhos avermelhados,
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mas a maioria das pessoas ndo apresentam nenhum sintoma. Quando a infecgéo pelo Zika
virus acontece durante a gestacdo a crianga tem risco de nascer com alguns problemas de
salde, incluindo microcefalia. A microcefalia significa que a cabeca do recém-nascido €

menor do que a de outros da mesma idade e sexo.

Procedimentos:

Ao participar dessa pesquisa, nesse primeiro momento, a gestante com seu auxilio
vai precisar responder a um questionario com perguntas sobre essa gravidez,
medicamentos que usou durante esse periodo, as condi¢cBes em que vive, caracteristicas
do exantema (manchas vermelhas) no corpo, ou outros problemas de salde que a mesma

tem ou teve.

Vai ser necessario coletar sangue e urina para fazer o exame do virus Zika e
outros virus transmitidos pelo mosquito. A coleta de sangue vai ser feito usando agulha e
tubo de coleta descartaveis. Serdo coletados 20 mL (que corresponde a duas colheres de
sopa) de sangue. Esse procedimento pode causar um leve desconforto, como dor no local
da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor da
picada (hematoma). Seré coletado 20 mL de urina em recipiente estéril, quando do inicio

da participagéo no estudo. A coleta de urina ndo causa nenhuma dor ou desconforto.

Sera realizado exame de ultrassonografia abdominal. Esse exame faz parte do
acompanhamento rotineiro do pré-natal de gestantes. Sdo recomendadas duas
ultrassonografias, uma no inicio e outra no final da gravidez. Caso ainda ndo tenham sido
realizadas, seréo providenciadas pela pesquisa.

A gestante fard as suas consultas habituais na rotina do seu pré-natal.
Adicionalmente, a partir da primeira entrevista, uma vez a cada trés meses e no final da
gestacdo, a gestante serd procurada pela equipe de pesquisa para responder alguns
questdes sobre a evolucdo da gestacdo, sobre medicamentos que usou, sobre problemas

de salde que teve e sobre o0 parto e 0 recém-nascido.

O parto e o atendimento do bebé serdo feitos na rotina dos servigos de saude.
Apbs o parto, sera realizado um exame de ultrassonografia e exame de tomografia da

cabeca do bebé. Também serd necessario coletar 2mL sangue e 2mL de urina do bebé
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nas primeiras 24h de vida. A coleta de sangue pode causar um desconforto, como dor no
local da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor
da picada (hematoma). A coleta de urina pode causar um pequeno desconforto local.
Esses procedimentos fazem parte das recomendacGes do Ministério da Salde para

acompanhamento dos recém-nascidos de maes com suspeita de zika.

Ao participar da pesquisa, a gestante tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer duvida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa;

2. De retirar o consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e isso
ndo vai implicar em prejuizo de qualquer natureza para a gestante, seu bebé ou seus
familiares.

3. Da seguranca que a gestante e seu bebé ndo serdo identificados de nenhuma forma e
garantindo a privacidade.

4. De que a participacdo da gestante na pesquisa é realizada de forma voluntaria, ou seja,
ndo havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com perguntas
feitas de modo a ndo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De saber os resultados dos exames feitos na amostra de urina e sangue. Os resultados
desses exames serdo entregues pessoalmente e ndo serdo passados para outras pessoas.
Caso 0 exame indique que a gestante ja teve Zika ou outra infec¢do viral, um dos
membros da equipe de pesquisadores ou um dos profissionais de saude do servico
fornecerd orientagdes sobre os resultados dos exames e as formas de prevenir uma nova
infeccdo.

8. De ter garantido que, caso a gestante seja diagnosticada com outras doencas ou
agravos no momento da pesquisa, ela sera encaminhada para os servi¢os especializados.
9. De pleitear indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da participacdo na
pesquisa.

Finalmente, solicitamos sua autorizacdo para que o questionario respondido pela
gestante pela qual vocé é responsavel passe a fazer parte do banco de dados da pesquisa e
que amostras bioldgicas possam ser estocadas no banco de amostras, sob a nossa guarda e

gue possam ser utilizadas em estudos de pesquisa médica ou educacional futuros,

respeitando as mesmas garantias acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizacdo do material
biolégico armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar

[ 1 Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem

necessidade de novo consentimento.
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Consentimento do responséavel pela gestante participante da pesquisa

B, et a e aenra e , inscrito(a)
SOb 0 RG 0U CPF ... , responsavel pela gestante participante da
PESOUISA  oveeieetieniesieeeite st e ste et e st e ste e e s sbe et e s e be et e reenbeeeeeneennes , abaixo assinado,

autorizo a sua participacdo na pesquisa acima descrita. Fui, ainda, devidamente
informados(a) e esclarecido @), pela pesquisadora responsavel
................................................................................... , Sobre a pesquisa, 0s procedimentos
e métodos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes da
participacdo da gestante no estudo. Foi-me garantido que posso retirar minha autorizagédo
a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que

concordo e autorizo a participacdo da gestante no projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, ........ o[ de ..o

Assinatura por extenso do responsavel pela gestante participante

Assinatura por extenso do (a) pesquisador(a) responsavel
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Anexo 04: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para gestantes maiores
de dezoito anos:

IPTSP “‘. UFG

INSTITUTO DE PATOLOGIA UNIVERSIDADE
TROPICAL E SAUDE PUBLICA ‘ ‘ FEDERAL DE GOIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS )
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAUDE PUBLICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisa: coorte de gestantes com exantema

Vocé estd sendo convidada a participar, como voluntaria, da pesquisa intitulada
“Risco de ocorréncia da sindrome de zika Congénita e caracterizagdo do zika virus em
gestantes, no estado de Goias”. Meu nome ¢ Marilia Dalva Tuchi, sou médica e
pesquisadora responsavel, minha area de atuacéo é em doencas infecciosas. Apds receber
os esclarecimentos e as informacdes a seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é sua e a
outra pertence a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na
participacdo vocé ndo serd penalizada de forma alguma. Mas se aceitar participar, as
duvidas sobre a pesquisa  poderdo  ser  esclarecidas, via  e-mail
pesquisa.gestantes@gmail.com ou sob forma de ligacdo a cobrar, através do seguinte
contato telefonico (62) 3209-6122. Ao persistirem as duvidas sobre os seus direitos como
participante desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, pelo telefone (62)3521-1215.

1. Informagdes sobre a Pesquisa:

Essa pesquisa tem por objetivo investigar as consequéncias da infeccdo pelo Zika
virus durante a gestacdo e o risco de desenvolvido de malformagbes congénitas, nos

recém-nascidos.

O Zika virus € habitualmente transmitido pela picada de um mosquito. O mesmo
mosquito que transmite dengue e chikungunya. Os sintomas mais comuns da infeccéo pelo
Zika virus sao febre, manchas no corpo, dor no corpo, dor nas juntas e olhos avermelhados,

mas a maioria das pessoas ndo apresentam nenhum sintoma. Quando a infeccéo pelo Zika
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virus acontece durante a gestacdo a crianga tem risco de nascer com alguns problemas de
saude, incluindo microcefalia. A microcefalia significa que a cabeca do recém-nascido €

menor do que a de outros da mesma idade e sexo.

Procedimentos:

Ao participar dessa pesquisa, nesse primeiro momento, vocé vai precisar
responder a um questionario com perguntas sobre essa gravidez, medicamentos que usou
durante esse periodo, as condicbes em que vocé vive, caracteristicas do exantema

(manchas vermelhas) no corpo, ou outros problemas de satde que vocé tem ou teve.

Vai ser necessario coletar sangue de sua veia e urina para fazer o exame do virus
Zika e outros virus transmitidos por mosquitos. O exame de sangue vai ser feito usando
agulha e tubo de coleta descartaveis. Serdo coletados 20 ml (que corresponde a duas
colheres de sopa) de sangue. Esse procedimento pode causar um leve desconforto, como
dor no local da puncdo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao
redor da picada (hematoma). Sera coletado 20 ml de urina em recipiente estéril, quando
do inicio da sua participacdo no estudo. A coleta de urina ndo causa nenhuma dor ou

desconforto.

Serd realizado exame de ultrassonografia abdominal. Esse exame faz parte do
acompanhamento rotineiro do pré-natal de gestantes. Sdo recomendadas duas
ultrassonografias, uma no inicio e outra no final da gravidez. Caso ainda nao tenham sido

realizadas, seréo providenciadas pela pesquisa.

Vocé fara as suas consultas habituais na rotina do seu pré-natal. Adicionalmente,
a partir da primeira entrevista, uma vez a cada trés meses e no final da gestagéo, vocé
sera procurada pela equipe de pesquisa para responder alguns questfes sobre a evolucéo
da gestacdo, sobre medicamentos que usou, sobre problemas de salde que vocé teve e

sobre o parto e o recém-nascido.

O parto e o atendimento do seu bebé serdo feitos na rotina dos servicos de saude.
Apbs o parto, sera realizado um exame de ultrassonografia e exame de tomografia da

cabeca do seu bebé. Também seréd necessario coletar 2ml sangue e 2ml de urina do bebé
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nas primeiras 24h de vida. A coleta de sangue pode causar um desconforto, como dor no
local da puncéo, e, raramente, pode levar ao aparecimento de uma mancha roxa ao redor
da picada (hematoma). A coleta de urina pode causar um pequeno desconforto local.
Esses procedimentos fazem parte das recomendacGes do Ministério da Salde para

acompanhamento dos recém-nascidos de maes com suspeita de zika.

Ao participar da pesquisa, vocé tem garantido os seguintes direitos:

1. De ter resposta a qualquer duvida sobre os procedimentos, riscos e beneficios
relacionados com a pesquisa;

2. De retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento, e
isso ndo vai implicar em prejuizo de qualquer natureza para sua pessoa, seu bebé ou seus
familiares.

3. Da seguranca que vocé e seu bebé ndo serdo identificados de nenhuma forma e
garantindo a sua privacidade.

4. De que a sua participacdo na pesquisa € realizada de forma voluntaria, ou seja, ndo
havera nenhum tipo de pagamento ou gratificacdo em adesdo a mesma.

5. De ter as entrevistas realizadas por pessoal treinado, em local privativo, com perguntas
feitas de modo a ndo causar constrangimento.

6. De ndo assumir qualquer despesa ao participar da pesquisa.

7. De saber os resultados dos exames feitos na amostra de urina e sangue da senhora. Os
resultados desses exames serdo entregues pessoalmente e ndo serdo passados para outras
pessoas. Caso 0 exame indique que vocé ja teve Zika ou outra infeccdo viral, um dos
membros da equipe de pesquisadores ou um dos profissionais de salde do servico
fornecerd orientagdes sobre os resultados dos exames e as formas de prevenir uma nova
infeccdo.

8. De ter garantido que, caso vocé seja diagnosticada com outras doengas ou agravos no
momento da pesquisa, vocé sera encaminhada para os servi¢os especializados.

9. De pleitear indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa

Finalmente, solicitamos sua autorizacdo para que o questionario respondido por
voceé passe a fazer parte do banco de dados da pesquisa e que amostras bioldgicas possam
ser estocadas no banco de amostras, sob a nossa guarda e que possam ser utilizadas em

estudos de pesquisa médica ou educacional futuros, respeitando as mesmas garantias

acima.

No caso de novos estudos serem planejados com a utilizagdo de seu material
biolégico armazenado, a sua escolha é:

[ ] Solicito novo contato para autorizar
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[ 1 Autorizo a utilizagdo do material guardado em outras pesquisa, sem
necessidade de novo consentimento.

Se vocé concordar em participar desse estudo, pedimos que assine este
documento, em duas vias, sendo uma delas de sua propriedade, afirmando que entendeu

as explicacdes e que esta de acordo.

B, ot e e ra e reenes , inscrito(a)
SOb 0 RG OU CPF ... , abaixo assinado, concordo em participar
do estudo acima descrito. Informo ter mais de 18 anos de idade, e destaco que minha
participagdo nesta pesquisa e de carater voluntario. Fui, ainda, devidamente informada e
esclarecida, pelo pesquisador responsavel, sobre a pesquisa, 0s procedimentos e métodos
nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo no estudo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade. Declaro, portanto, que concordo com

a minha participacdo no projeto de pesquisa acima descrito.

Goiania, ........ B e de ..o

Assinatura por extenso do (a) participante

Assinatura por extenso do(a) pesquisador(a) responsavel

Testemunhas em caso de uso da assinatura datiloscopica




