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“Quando tudo tiver parecendo ir contra vocé,
lembre-se que o avido decola contra o vento, e
ndo a favor dele.”

(Henry Ford)



RESUMO

Introducdo: O virus Chikungunya (CHIKV) surgiu nas Américas em 2013 e causou
aproximadamente 2,1 milhdes de casos e mais de 600 mortes.

Objetivo: Descrever as caracteristicas clinicas e epidemiologicas de casos fatais por
chikungunya no Ceara em 2017, incluindo 6bitos com o envolvimento do Sistema Nervoso
Central (SNC), e realizar o estudo gendmico do CHIKV nesses 0bitos.

Métodos: Soro, liquido cefalorraquidiano (LCR) e amostras de tecido de 100 casos fatais com
suspeita de infec¢do por arbovirus foram testadas para CHIKYV, dengue (DENV) e Zika virus
(ZIKV). Relatoérios clinicos, epidemiologicos e de Obitos foram obtidos para pacientes com
infeccdo confirmada pelo CHIKV. A andlise de regressdo logistica foi realizada para
identificar fatores independentes associados ao risco de morte durante a infeccdo pelo
CHIKYV. A analise filogenética foi realizada usando genomas inteiros de um subconjunto de
casos.

Resultados: 68 casos fatais tiveram infecg¢@o pelo CHIKV confirmada por RT-qPCR (52,9%),
antigeno viral (41,1%) e / ou IgM especifico (63,2%). Codeteccdo de CHIKV e DENYV foi
encontrada em 22% dos casos fatais; CHIKV e ZIKV em 2,9% e, CHIKYV, DENV e ZIKV em
1,5%. Dentre os pacientes que vieram a 6bito por CHIKYV, 39 apresentaram sinais e sintomas
neuroldgicos, com detec¢do do RNA-CHIKV no LCR de 92,3% desses pacientes, o que
mostra uma correlacdo do CHIKV com o SNC. Os resultados fatais foram associados a
sindrome irreversivel da disfuncdo de multiplos 6rgdos. Pacientes com diabetes parecem
morrer com maior frequéncia durante a fase pos-aguda. Entretanto, CHIKV pode causar
mortes mesmo em pacientes sem comorbidades, incluindo adultos jovens. A analise genética
mostrou a circulacdo do genotipo Leste-Centro-Sul Africano do CHIKV (CHIKV-ECSA) no
Ceara, e ndo revelou mutagdo gendmica do virus associada ao desfecho fatal.

Conclusdo: Esta investigacdo transversal de mortes por CHIKYV, o maior estudo realizado até
o momento, revela a correlagdo do CHIKV com o SNC e também que as cepas de CHIKV-
ECSA podem causar morte em individuos de grupos de risco e sem risco, incluindo adultos

jovens.

Palavras-chave: Virus Chikungunya. SNC. ECSA. Casos fatais. Arbovirus.



ABSTRACT

Background: Chikungunya virus (CHIKV) emerged in the Americas in 2013 and has caused
approximately 2.1 million cases and over 600 deaths.

Objective: Describe the clinical and epidemiological characteristics of fatal cases due to
chikungunya in Ceara in 2017, including deaths with involvement of the Central Nervous
System (CNS), and the genomic study of CHIKV in these deaths.

Methods: Serum, cerebrospinal fluid (CSF) and tissue samples from 100 fatal cases with
suspected arbovirus infection were tested for CHIKV, dengue (DENV) and Zika virus
(ZIKV). Clinical, epidemiological and death reports were obtained for patients with
confirmed CHIKV infection. Logistic regression analysis was undertaken to identify
independent factors associated with risk of death during CHIKV infection. Phylogenetic
analysis was conducted using whole genomes from a subset of cases.

Results: 68 fatal cases had CHIKV infection confirmed by RT-qPCR (52.9%), viral antigen
(41.1%), and/or specific-IgM (63.2%). Co-detection of CHIKV with DENV were found in
22% of fatal cases, ZIKV in 2.9%, and DENV and ZIKV in 1.5%. A total of 39 CHIKV-
deaths presented with neurological signs and symptoms, and CHIKV-RNA was found in the
CSF of 92.3% of these patients. Fatal outcomes were associated with irreversible multiple
organ dysfunction syndrome. Patients with diabetes appear to die at a higher frequency during
the sub-acute phase. However, CHIKV can cause deaths even in patients without
comorbidities. Young adults can also die from Chikungunya. Genetic analysis showed
circulation of two CHIKV-East Central South African (ECSA) lineages in Ceara and revealed
no unique virus genomic mutation associated with fatal outcome.

Conclusion: The investigation of the largest cross-sectional cohort of CHIKV-deaths to date
reveals the correlation of CHIKV with the CNS and also that CHIKV-ECSA strains can cause

death in individuals from both risk and non-risk groups, including young adults.

Keywords: Chikungunya virus. SNC. ECSA. Fatal cases. Arbovirus.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico

O virus Chikungunya (CHIKV) foi descoberto em amostras séricas de um
paciente com doenca febril na Tanzénia em 1952 (ROSS, 1956). A palavra chikungunya ¢
derivada da lingua Makonde (Kimakonde), um dos idiomas falados no sudeste da Tanzania, ¢
significa “curvar-se ou tornar-se contorcido”, referindo-se a postura adotada pelo paciente
devido a intensa dor articular grave presente nas infecgdes graves pelo CHIKV (ROBINSON
MC, 1955).

Entre os anos de 1960 e¢ 1990, o virus foi isolado numerosas vezes em surtos no
continente africano, incluindo Senegal, Benin, Guiné¢, Costa do Marfim e Nigéria
(AZEVEDO, 2015). A partir da década de 60, surtos frequentes também foram descritos em
paises do sudeste asidtico como india, Malasia, Indonésia, Camboja, Vietna, Mianmar,
Paquistdo e Tailandia (POWERS, 2007). Entre 1999 e 2000, o CHIKV causou uma nova
epidemia na Kinshasa, capital da Reputblica Democratica do Congo, ap6s 39 anos sem a
presenga do virus (PASTORINO et al., 2004). Entre 2001 e 2003, o virus ressurgiu na
Indonésia depois de 20 anos sem sua detec¢do (LARAS et al., 2004). Em 2004, o CHIKYV foi
detectado no Quénia, dispersando-se rapidamente pelas ilhas do Oceano indico (Comores,
Madagascar, Mayotte, Ilhas Seychelles, Mauricias, Ilhas da Reunido), o que resultou em uma
epidemia em 2005 e 2006 (TSETSARKIN, 2007). A partir deste periodo, foram descritas
possiveis infec¢des por CHIKV com observagdes de casos graves com apresentagdes atipicas,
como por exemplo, envolvimento neuroldgico e obitos. Além disso, a transmissdo pelo Ae.
albopictus — um dos vetores transmissores da chikungunya — nas Ilhas da Reunido levou a
hipotese de um novo gendtipo, possivelmente mais virulento (WEAVER, 2014).

A partir deste primeiro surto no Quénia, estabeleceu-se a maior epidemia de
chikungunya ja registrada. Houve uma expansio nio apenas na Africa, india e Asia, como um
deslocamento que culminou no espalhamento do CHIKV também na América Central e do

Sul, com casos ainda relatados em 2018/2019 (Figura 1).
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Figura 1. Emergéncia e dispersdo da epidemia de CHIKV de 2004 a 2019.
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Fonte: SUHRBIER, A. (2019).

Figura 1. Em 2004, comegou na ilha de Lamu, no Quénia (estrela vermelha), o primeiro surto da maior epidemia
de chikungunya ja registrado. A epidemia entdo se expandiu para o oeste da Africa, e também se espalhou para o
leste, através das ilhas do Oceano Indico até a Asia. A epidemia cresceu na India e no sudeste da Asia, deslocou-
se para o leste nas ilhas do Pacifico e atingiu o Caribe (Ilha de Saint Martin) em 2013 (diamante vermelho),
sendo o primeiro local nas Américas a relatar a transmissdo autéctone do CHIKV. A partir dai, o CHIKV se
espalhou para a América Central e do Sul, e casos ainda estavam sendo relatados em 2018/2019. Pequenos surtos
também ocorreram na Europa e no sul dos EUA.

1.2 Classificacio, genoma e estrutura do CHIKV

CHIKYV ¢ um arbovirus do género Alfavirus, que pertence a familia Togaviridae.
O virus tem cerca 60-70 nm de diametro e possui capsideo de simetria icosaédrica
(STRAUSS; STRAUSS, 1994) e envelope lipidico, onde localizam-se as glicoproteinas virais
El e E2, além da glicoproteina E3 que esta presente na periferia. As glicoproteinas E1 e E2
associam-se em heterodimeros, formando 80 trimeros (UCHIME er al, 2013). O
nucleocapsideo ¢ constituido de uma proteina C do capsideo viral e de uma molécula de RNA
(STRAUSS; STRAUSS, 1986).

CHIKYV ¢ envelopado, possui genoma RNA positivo de fita simples com tamanho
aproximado de 12Kb (SOLIGNAT, 2009) e dois quadros abertos de leitura (Open Reading
Frame — ORFs). O primeiro, localizado a 5° do genoma, codifica quatro proteinas nao
estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e o segundo, localizado a 3’ do genoma, em regido

controlada por um promotor subgenomico, codifica cinco proteinas estruturais (STRAUSS;
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STRAUSS, 1994): proteina C, o peptideo sinal para E1 (6k) e as glicoproteinas E1, E2 e E3
(Figura 2) (WEAVER S. C. and LECUIT M., 2015).

Figura 2. Estrutura do CHIKV e seu genoma.

Estrutura do genoma
265

5* cap I T T T T

Sintese de RNA  atividade de Sintese  gua polimerase E3 6KJTF
de fita negativa helicase e protease  de RNA

Glicoproteinas de envelope

Estrutura do virus

Fonte: WEAVER and LECUIT, 2015 (Adaptacio).

Figura 2. Estrutura do genoma, mostrando as quatro proteinas ndo estruturais e as cinco proteinas estruturais.
Estrutura do virus. Estrutura das glicoproteinas de envelope, mostrando as glicoproteinas E1, E2 e E3, capsideo,
RNA e bicamada lipidica.

Cada proteina ndo estrutural tem fungdes especificas durante a infeccdo. A
proteina ndo estrutural 1 (nsP1) esta envolvida no encapsulamento do RNA viral de cadeia
positiva, possui atividade de guanina-7-metilltransferase e guanililtransferase, e funciona
como uma ancora da membrana do complexo de replicagdo (RUPP ef al., 2015). A proteina
ndo estrutural 2 (nsP2) estd envolvida com o processamento autocatalitico do polipeptideo das
proteinas ndo estruturais, apresentando trés relevantes fungdes: helicase, trifosfatase e
protease (MERITS et al,, 2001). Consoante a essas fungdes, a nsP2 estd intimamente
envolvida na inativagdo da sintese macromolecular da célula hospedeira (FROLOVA et al.,
2010; KITVER et al., 2008). Proteina altamente fosforilada, a proteina ndo estrutural 3 (nsP3)
¢ essencial no complexo de replicacdo (RUPP et al., 2015). Uma analise funcional da nsP3
revelou a presenga de um sinal de degradacdo na regido C-terminal que se sobrepde com um
elemento de sequencia localizado entre nsP3 e nsP4, que ¢ necessario para o processamento

proteolitico (VARJAK; ZUSINAITE; MERITS, 2010). Por sua vez, a proteina ndo estrutural
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4 (nsP4) atua como RNA polimerase RNA-dependente, produzindo o RNA complementar
negativo que serve de molde para a replicacdo do genoma viral, o que faz dela a primeira
proteina ndo estrutural a ser proteoliticamente clivada (FROS; PIJLMAN, 2016).

As proteinas estruturais C, E3, E2, 6K e E1 formam as particulas virais. A
proteina do capsideo C envolve o RNA sintetizado, por reconhecer sinais de encapsulamento
especificos (LEUNG et al., 2011). A glicoproteina E2 participa do processo de adsorcao,
tendo em vista que estabelece uma ligacdo entre a particula viral e os receptores da célula
hospedeira. Ja a glicoproteina E1 € encarregada de promover a fusdo do envelope viral com a
membrana do endossomo a fim de liberar o nucleocapsideo no citosol da célula (SOLIGNAT
et al., 2009). O papel da glicoproteina E3 parece variar entre diferentes alfavirus (LEUNG et
al.,2011). A proteina 6k ¢ responsavel por atuar na montagem da particula viral (SOLIGNAT
et al., 2009) e também funciona como canal i6nico seletivo capaz de alterar a permeabilidade

da membrana celular (LEUNG et al., 2011). (Tabelal)
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Tabela 1. CHIKV: proteinas e fungdes das proteinas.

Proteinas

Funcao

Proteinas Nao Estruturais

nsP1

nsP2

nsP3
nsP4

Proteinas Estruturais

Capsideo C

E3

E2

El

6k

Atividade de metiltransferase e guanililtransferase que
encapsula o RNA viral; ancora de membrana unica para
complexo de replicagao.

Processamento autocatalitico do polipeptideo, apresentando trés
relevantes fungdes: helicase, trifosfatase e protease; inativagdo
da sintese macromolecular da célula hospedeira.

Essencial no complexo de replicacdo.

Atua como RNA polimerase RNA-dependente, produzindo o
RNA de sentido negativo complementar que serve de molde

para a replicacdo do genoma viral.

Envolve o RNA sintetizado, reconhecendo sinais de
encapsulamento especificos.

Parece variar entre diferentes alfavirus.

Participa do processo de adsorcdo, tendo em vista que
estabelece uma ligacdo entre a particula viral e os receptores da
célula hospedeira.

Promover a fusdo do envelope viral com a membrana do
endossomo a fim de liberar o nucleocapsideo no citosol da
célula.

Atuar na montagem da particula viral; funciona como canal
idnico seletivo, capaz de alterar a permeabilidade da membrana

celular.

Fonte: Autora.
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1.3 Ciclo de transmissido do CHIKV

O CHIKV ¢ um arbovirus (arthropod-borne virus) que tem como principais
vetores 0s mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (MOURYA and MISHRA, 2006). O
Ae. aegypti esta presente nos tropicos ¢ subtropicos — em praticamente todo o continente
americano, no Sudeste da Asia, e em toda a [ndia (KRAEMER et al., 2015). O Ae. albopictus,
originario da Asia, possui a capacidade de tolerar baixas temperaturas (KRAEMER et al,,
2015) e demonstra preferéncias por ambientes rurais, semissilvestres e silvestres. Trata-se de
uma espécie que atua como vetor secundario dos arbovirus em zonas rurais e urbanas. No
Brasil, ainda ndo foi associado a surtos ou epidemias da doenca, mas sob condigdes
experimentais, mostra-se competente a infeccdo e a transmissd@o de 22 outros arbovirus
(MARTINS et al., 2010). Sua presenca foi registrada pela primeira vez aqui no Brasil, em
1986, no Rio de Janeiro, expandindo-se posteriormente, para os estados do Espirito Santo,
Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo ¢ Parana (BALESTRA et al., 2008). Desde entdo, tem-se
observado sua crescente e acelerada expansao pelo pais (PESSOA et al., 2013).

A principal forma de transmissdo do CHIKYV ¢ a vetorial, que ocorre pela picada
de fémeas de Ae. aegypti infectadas (BRASIL, 2019). Apés o periodo de incubagdo
extrinseca, que varia de oito a doze dias, os mosquitos, altamente antropofilicos, iniciam a
transmissdo humano-mosquito-humano devido a necessidade das fémeas realizarem a
hematofagia para maturagdo dos seus ovos (BRASIL, 2014; ROUGERON et al., 2015),
determinando desta forma um novo ciclo (GUBLER, 1998; MCBRIDE; BIELEFELDT-
OHMANN, 2000) (Figura 3).

A transmissdo perinatal pode ocorrer em casos de gestantes virémicas, muitas
vezes provocando infe¢do neonatal grave. Em 2018, foi realizado um estudo de caso do
primeiro 6bito materno-infantil apds provavel transmissao vertical do CHIKV, na cidade de
Fortaleza - Ceara, durante a epidemia de chikungunya em 2017 (OLIVEIRA et al., 2018). No
entanto, estudos apontam que a transmisséo vertical do CHIKV ¢ rara, ocorrendo antes da 22°
semana de gestacao (BRASIL, 2019).

A transmissdo pelo sangue também ¢ possivel. Existem casos documentados de
infecgcdes adquiridas por profissionais de laboratorio que manipularam sangue infectado. A
possibilidade de transmissdo através da transfusdo de sangue ou hemocomponentes e doagio
de orgdos para transplantes também gera profunda preocupacdo. A presenca do virus foi
detectada em corneas doadas para transplante e sua transmissdo para camundongos foi

evidenciada (FERNANDEZ; NAVARRO, 2015).
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Figura 3. Periodo de incubacdo intrinseco e extrinseco.
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Fonte: Center for Disease Control and Prevention (CDC) e Organizacdo Pan-Americana de Satde (OPAS)
(Adaptagao).

Figura 3. Periodo de incubagao extrinseco, que dura de 8 a 10 dias e ocorre quando o mosquito adquire o virus
ao picar um humano doente, e periodo de incubagdo intrinseco, com duracdo de 3 a 15 dias e ocorre no
hospedeiro apos a transmissdo do virus pelo mosquito para o humano saudavel.

1.4 Ciclo replicativo do CHIKV

Para que o ciclo replicativo do CHIKYV inicie, ¢ necessario que haja a ligagdo das
glicoproteinas de superficie com os receptores celulares especificos, os quais ndo foram ainda
muito bem elucidados. No entanto, acreditam-se que os provaveis receptores sejam o0s
glicosaminoglicanos, as moléculas DC-SIGN (molécula ndo integrina, captadora da molécula
de adesdo intercelular e especifica das células dendriticas) e a laminina (CHEVILLON et al.,
2008).

Mudangas conformacionais das glicoproteinas do envelope acontecem, apds a
entrada da particula viral nas células-alvo por endocitose revestidas com clatrinas, devido ao
pH acido do endossoma, fazendo com que o heterodimero E1-E2 reorganize-se e exponha o
peptideo de fusdo de El, permitindo a fusdo do envelope viral com a membrana do
endossoma (SOLIGNAT et al., 2009), liberando assim, o nucleocapsideo no citoplasma da
célula-alvo (CHEVILLON et al, 2008). Neste processo destacam-se as glicoproteinas
estruturais E1 e E2, que atuam respectivamente na fusdo da membrana e na endocitose do

material antigénico do CHIKV para a célula hospedeira (LI ef al., 2011).
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No citoplasma da célula infectada por CHIKV, em semelhan¢a ao mecanismo de
replicagdo de outros alfavirus, sdo formados vactiolos, onde ¢ realizada a montagem do virus
por meio da ligagcdo do nucleocapsideo ao RNA viral e do recrutamento das glicoproteinas do
envelope associadas 8 membrana (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

O RNA viral livre no citosol da célula ¢ diretamente traduzido em uma
poliproteina precursora que, apos sofrer clivagens proteoliticas por acdo de proteases virais e
da propria célula, dard origem as quatro proteinas virais ndo estruturais (nsPs). Essas nsPs
associam-se e formam um complexo de replicacdo funcional que promove a transcri¢do do
RNA viral em uma fita de RNA polaridade negativa, com o tamanho completo do genoma,
que servira como molde de replicagdo para a sintese dos RNAs gendmico 49S e o
subgendmico 26S (SOLIGNAT et al., 2009; LUM et al., 2015).

As proteinas estruturais sdo obtidas a partir do RNA subgendémico 26S (+),
produzido por sua vez, na regido interna ribossomal na fita de RNA (-)(STRAUSS;
STRAUSS, 1994). Apo6s a traducdo, o polipeptideo sintetizado C-pE2-6K-E1 ¢ processado
para liberar a proteina do capsideo no citoplasma celular, e o polipeptideo pE2-6K-El
resultante ¢ transportado ao reticulo endoplasmatico, onde sofrera modificacdes pos-
traducionais tornando-se o heterodimero pE2-E1, que entdo sera transportado ao Complexo de
Golgi (GAROFF; SJOBERG; CHENG, 2004). Do Complexo de Golgi, o heterodimero pE2-
E1 migra para a superficie celular. Durante essa etapa a pE2 ¢ clivada por uma proteinase
furina (ou uma outra proteinase semelhante) para formar as glicoproteinas E2 e E3.
Posteriormente, as glicoproteinas E1 e E2 formardo um dimero que sera transportado para a
membrana plasmatica da célula hospedeira, onde serd entdo incorporado sob a forma de
espiculas triméricas, na superficie da membrana (EKSTROM et al., 1994). Simultaneamente,
as proteinas do capsideo, no citoplasma, irdo associar-se para formar um nucleocapsideo
icosaédrico contendo o RNA gendmico 49S. Durante o brotamento, o nucleocapsideo liga-se
a glicoproteina E2 por um processo de maturagdo e serd entdo direcionado a membrana
celular (SUOMALAINEN et al., 1992). Durante esta etapa, o virion maduro ird adquirir uma
bicamada de membrana proveniente da célula hospedeira (SOLIGNAT et al., 2009, LUM &
NG, 2015). A montagem viral ¢ guiada eletrostaticamente pela ligacdo do nucleocapsideo e
pelo recrutamento de glicoproteinas associadas as membranas. A particula de forma
icosaédrica montada, finalmente, brota na membrana da célula e torna-se um virion

envelopado, uma particula viral completa, infectiva (KIELIAN; REY, 2006) (Figura 4).



22

Figura 4. Ciclo replicativo do CHIKV.
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Figura 4. O CHIKYV entra na célula por endocitose apos a ligagdo da proteina E2 a receptor (es) especifico (s) na
superficie celular. No endossomo, o baixo pH desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana
endossomal, levando & liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma. O nucleocapsideo se desmonta para liberar o
genoma viral, que ¢ traduzido para produzir as proteinas ndo estruturais virais (nsP1—4). Apds o processamento,
as proteinas ndo estruturais complexam para formar a replicase viral, que catalisa a sintese de uma fita de RNA
de sentido negativo para servir como um modelo para a sintese do genoma de sentido positivo de comprimento
total ¢ do RNA subgendmico (26S). O RNA subgenémico (26S) ¢é traduzido para produzir a poliproteina
estrutural (C-E3-E2-6K-E1), que ¢ ento clivada para produzir as proteinas estruturais individuais, seguido pela
montagem dos componentes virais. A particula de virus montada ¢ liberada por brotamento através da membrana
plasmatica, onde adquire o envelope com as glicoproteinas virais.

1.5 Diversidade genética do CHIKV

O CHIKYV possui apenas um sorotipo, que confere imunidade ao individuo que foi
por ele acometido. A analise filogenética, porém, distingue trés genotipos para o CHIKV: o
Oeste Africano, o Leste-Centro-Sul Africano (ECSA) e o Asiatico (POWERS et al., 2000). A
cepa ECSA deu origem a linhagem do Oceano Indico (IOL), responsavel por epidemias nas
Ithas do Oceano Indico, India Ocidental ¢ Europa nos anos de 2004-2005 (Figura 5). Sua
expansdo foi atribuida a mutagdes adaptativas nos genes das glicoproteinas E1 e E2 do

envelope do virus, que permitiram tanto sua adaptagdo ao Ae. albopictus (VOLK et al., 2010),



23

quanto o aumento da gravidade e, consequentemente, a rapidez de propagacdo da epidemia
em paises cujo principal vetor era o Ae. albopictus (SCHUFFENECKER et al., 2006). Essas
mutagdes estdo associadas a substituicdo do aminoacido Alanina na posicdo 226 da
glicoproteina E1 pela Valina, dando origem a mutacdo El- A226V (THIBOUTOT et al.,
2010).

Figura 5. Genétipos de chikungunya e a origem da linhagem do Oceano Indico.
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Fonte: SCHUFFENECKER et al., 2006.(Adaptagio)

Figura 5. Cepas do surto do Oceano Indico (Reuniio, Seychelles, Mayotte, Mauricio e Madagascar) representam
um clado distinto dentro de um grande filogrupo da Africa Oriental, Central e do Sul (ECSA).
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1.6 Fisiopatogénese da chikungunya

Ap6s sua transmissdo, o CHIKYV infecta o tecido subcutineo e células residentes
da pele, tais como fibroblastos, células dendriticas e macrégafos (SOURISSEAU et al.,
2007). As particulas virais sdo capturadas por células dendriticas, as quais migram para
ganglios linfaticos, com o objetivo de apresentar os antigenos para o sistema imunoldgico. A
infecgdo por CHIKYV ativa as células da resposta imune inata, com a liberagdo de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatorias, dentre as quais se destacam os interferons do tipo I (IFN-a e
IFN-B), IL-1pB, IL-6, MCP-1 e TNFa (KELVIN et al., 2011). A detec¢do do RNA viral por
células de defesa pode levar a ativacdo de promotores dos genes para IFN-a e IFN-f,
mediante fatores de regulacdo, como o IRF-3 e o IRF-7(SCHILTE et al., 2012). A infecc¢io
aguda em humanos leva a ativagdo e proliferacio de células T CD8", enquanto uma resposta
de células T CD4" ¢ dominante durante a fase cronica da chikungunya (SILVA & DERMODY,
2017). (Figura 6)

Figura 6. Resposta imune ao CHIKV.
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Fonte: KAM et al., 2009 (Adaptagdo).

Figura 6. A viremia do CHIKV no sangue dura entre 2 ¢ 10 dias (carga viral na area preenchida com vermelho).
Células T CD4" especificas e células T CD8" sdo expandidas correspondendo a infecgdo por CHIKV. A rapida
eliminagdo do virus ocorre antes do aparecimento dos anticorpos IgG. Os sintomas clinicos desaparecem quando
a viremia do CHIKYV cai abaixo do nivel de detec¢do.
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Os virus transportados pelas células atingem rapidamente o sistema circulatorio,
espalhando-se por diferentes locais, como musculos, articulagdoes, figado e cérebro
(SOURISSEAU et al, 2007) (Figura 7). Os mecanismos fisiopatologicos da dor
musculoesquelética e da artrite crénica apods infeccdo pelo CHIKV sdo parcialmente
conhecidos. Acredita-se que esses sintomas sejam decorrentes do escape precoce do CHIKV
do interior dos monocitos e consequente relocacdo nos macrofagos sinoviais. Essa hipotese
tem sido reforcada pela observagdo da persisténcia, por tempo prolongado, do CHIKV em
tecidos musculares, articulares, hepatico e linfoide (LABADIE et al., 2010). A falha nos
mecanismos reguladores da resposta imunologica do hospedeiro pode ser a causa da
inflamacgdo persistente no tecido sinovial manifestada como artrite cronica (SOURISSEAU et

al., 2007).

Figura 7. Fisiopatologia da infec¢do pelo CHIKV.
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Fonte: FERNANDEZ & NAVARRO, 2015(Adaptagao).

Figura 7. O mosquito, através da picada, introduz o virus ao nivel intradérmico e entram nos capilares
subcutaneos. Entdo ocorre uma replicagdo viral local ao nivel de células que s@o susceptiveis, como o0s
fibroblastos, as células endoteliais e os macrofagos. Posteriormente, chega aos nodulos linfaticos locais onde
também ocorre a replicagdo viral. Nesse momento, o virus é drenado através da circulagdo sanguinea até
alcancar os orgdos alvos: figado, musculo, articula¢des, cérebro.
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Os virus replicam-se no interior de mondécitos e macrofagos, que uma vez
infectados entram na corrente sanguinea causando viremia e levando os virus para 6rgdos-
alvo especificos, principalmente as articulagdes, bago, figado, misculos, cérebro dentre outros
(DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014). As células monociticas migram para os tecidos
sinoviais contribuindo de forma significativa para a inflamagao persistente nas articulacdes,
apesar da auséncia de virus no sangue durante a fase cronica da doenca (TSETSARKIN et al.,
2007).

Em modelos animais, as respostas imunes inatas desencadeadas pela replicagdo
viral recrutam células inflamatorias para tecidos musculoesqueléticos infectados, que parecem
contribuir para o dano muscular e articular, resultando em dor e desconforto nos musculos,
articulagdes e tenddes (SILVA & DERMODY, 2017). Embora a viremia geralmente seja
eliminada 5-7 dias apds a infeccdo e a maioria dos sintomas agudos desapare¢a ou diminua
em 2 semanas, as manifestacdes reumaticas podem persistir por meses ou até mesmo
anos(SILVA & DERMODY, 2017). A maioria dos pacientes apresenta distirbios
musculoesqueléticos e geralmente responde parcialmente a analgésicos, tratamentos
antiinflamatorios e fisioterapia. No entanto, aproximadamente 5% dos pacientes atendem aos
critérios de reumatismo inflamatério crénico, que pode ser destrutivo e deformante (SILVA &

DERMODY, 2017). (Figura 8)
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Figura 8. Tropismo do CHIKV em humanos.
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Figura 8. A infec¢do aguda por CHIKV comega com a transmissdo do virus através da picada de um mosquito
infectado para a pele, onde se replica em células suscetiveis, incluindo fibroblastos e macrofagos. O virus se
dissemina através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para locais tipicos e atipicos de replicagdo
primaria (indicados em azul). A infec¢do aguda desencadeia uma resposta inflamatdria em tecidos infectados,
caracterizada por uma extensa infiltracio de principalmente macrofagos e mondcitos, mas também neutrofilos,
células NK e linfocitos em tecidos-alvo (indicados em azul) e pela elaboragdo de uma série de quimiocinas e
citocinas pro-inflamatorias. Dentro dos tecidos artroesqueléticos, a hiperplasia sinovial comega. A replicagdo
viral e as respostas imunes do hospedeiro causam mialgia e poliartralgia nas articulagdes distais. A doenca
cronica por CHIKV pode persistir por meses ou anos apos a infeccdo aguda, mas geralmente é limitada a
articulagdes mais distais. A doenca cronica é provavelmente mediada por virus e inflamagdo persistentes. Os
possiveis locais de persisténcia do CHIKV incluem células endoteliais no figado e outros orgaos, células
mononucleares no bago, macrofagos no liquido sinovial e tecidos circundantes e células satélites no musculo
(indicadas em roxo). Dentro da articulagdo cronicamente infectada, a presenga continua de um subconjunto de
células infiltrantes (principalmente macrofagos, mondcitos e linfocitos) e mediadores pro-inflamatorios
especificos (IL-6, IL-8 e MCP-1) dentro do liquido sinovial provavelmente contribuem para o prolongamento
doenca inflamatodria. A patologia articular cronica assemelha-se a da artrite reumatdide, com hiperplasia e
angiogénese significativas. Este modelo ¢ baseado em estudos em humanos e animais.
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1.7 Manifestacoes clinicas

Nos achados clinicos da chikungunya, a maioria dos infectados apresentam
sintomatologia, sendo raros os pacientes assintomaticos (GOUPIL; MORES, 2016). Alguns
estudos mostram que o percentual de sintomaticos pode chegar a 70%, um nimero alto ¢
significativo quando comparado as demais arboviroses, e que gera, consequentemente, uma
sobrecarga nos servigos de saude (BRASIL, 2017). A doenga pode evoluir de forma tipica, em
trés fases: aguda ou febril, pés-aguda e cronica; e de forma atipica, em casos graves. (Figura

9). (Tabela 2)

Figura 9. Espectro clinico da chikungunya.
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Fonte: BRASIL. SVS/MS. 2017 (Adaptagao).

1.7.1 Fase Aguda

Periodo considerado de alta viremia, a fase aguda caracteriza-se pelos seguintes
sintomas: febre alta de inicio subito, dores e edemas nas articula¢des. Queixas clinicas de
cefaleia, dores nas costas, mialgia, nauseas/vomitos, diarreia, fotofobia, dor retro orbital e
rush cutaneo também sdo frequentemente relatados em pacientes nessa fase (DINIZ et al.,
2017). Também sdo queixas frequentes, a rigidez articular matinal, limitagdo para realizar
atividades cotidianas, exantema macopapular e prurido, assim como a descompensagdo de
comorbidades A poliartralgia bilateral e simétrica de articulagdes de tamanhos variados,

principalmente a extremidade dos membros, tem sido relatada nas trés fases da infeccao,
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embora possa haver assimetria principalmente em relagdo a sua intensidade. (BRASIL, 2019).

1.7.2 Fase pos-aguda

Na fase pos-aguda, que dura até trés meses do inicio dos sintomas, pode-se ouvir
relatos de recorréncia de febre, melhora ou agravamento da artralgia, incluindo poliartrite
distal e tenossinovite hipertrofica pds-aguda nas maos e tornozelos, assim como edema de
intensidade varidvel, astenia, prurido generalizado ¢ exantema maculopapular. Alguns
pacientes podem desenvolver doenca vascular periférica, fadiga, alopécia e sintomas

depressivos (BRASIL, 2019).

1.7.3 Fase cronica

A fase cronica caracteriza-se pela persisténcia da dor articular, musculoesquelética
e neuropatica de padrio continuo ou redicivante, apds trés meses dos sintomas iniciais
(BRITO et al.,2016). Sua prevaléncia ¢ bastante variavel, podendo atingir mais de 50% dos
pacientes. Além da dor com ou sem edema, limitagdo de movimento e rigidez articular
matinal, pode também levar a deformidade ao longo dos anos. Os principais fatores de risco
para as cronificagdes descritas até esse momento sdo: idade superior a 45 anos, artropatia

preexistente e maior intensidade do quadro na fase aguda (BRASIL, 2019).

1.7.4 Formas atipicas e graves

Estudos de coorte e séries de casos, em diferentes paises que enfrentaram
epidemias deste alfavirus, mostram que pacientes portadores de comorbidades, como diabetes,
hipertensdo e doengas reumatologicas, apresentam risco aumentado de complicagdes e dbitos
(DINIZ et al., 2017, AZEVEDO et al., 2015). Manifestagdes atipicas da doenga podem
ocorrer, caracterizadas pelo surgimento de manifestacdes clinicas menos frequentes. Cerca de
40% dos pacientes podem apresentar sintomas neurologicos, dos quais 10% poderdo evoluir
com manifestacdes persistentes. Neuropatia periférica com predominio de componente
sensitivo € a apresentacdo mais comum. Neuropatia motora ¢ rara. Acredita-se que dor e
parestesia podem estar associadas a neuropatia compressiva (CASTRO; LIMA;

NASCIMENTO, 2016).
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Tabela 2. Manifestacdes tipicas e atipicas da doenca CHIK em pacientes.

Orgio/Sistema Manifestagoes Tipicas Manifestagoes Atipicas
Musculoesquelético Artralgia; artrite; Reumatismo inflamatério
mialgia; edema articular; cronico;
tenossinovite; dor lombar; destruicdo articular

poliartralgias persistentes ou
recidivantes
Dermatologico Exantema; eritema Dermatose bolhosa;
hiperpigmentagio;
estomatite
Neuroldgico Dor de cabega Meningoencefalite;
encefalopatia; convulsoes;
anormalidades
neurossensoriais;
Sindrome de Guillain-
Barr¢; paresia;
paralisias; neuropatia
Gastrointestinal Nausea; vomito; dor
abdominal;
anorexia; diarréia
Hematologico Linfopenia; Hemorragia
trombocitopenia
Ocular Dor retro-orbital; Neurite Optica; retinite;
fotossensibilidade uveite
Cardiovascular Miocardite; pericardite;
insuficiéncia cardiaca;
arritmias;
cardiomiopatia
Hepatico Hepatite fulminante
Pulmonar Parada respiratoria;
pneumonia
Renal Nefrite; Insuficiéncia Renal

Aguda

Fonte: SILVA & DERMODY, 2017.
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1.8 Diagndstico laboratorial do CHIKV

O diagnostico laboratorial da infeccao por chikungunya baseia-se em trés métodos
principais: isolamento viral, teste sorologico, e reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-gPCR) (Figura 10). Em casos de dbitos, pode-se utilizar também, a imunohistoquimica. A
escolha do método de diagnostico ¢ dependente da data do inicio dos sintomas (PONGSIRI et
al., 2012). As amostras de sangue e soro sio comumente utilizadas, contudo, o liquido
cefalorraquidiano (LCR) também pode ser utilizado para o diagnoéstico da doenga nos

episodios neurologicos (SIMMONS et al., 2016).

1.8.1 Isolamento viral

O isolamento viral pode ser realizado em amostras de soro, LCR e sangue de
pacientes na fase aguda, e em mosquitos coletados no campo. A amostra biologica coletado
durante a primeira semana da doenga, sera processada e inoculada em uma linhagem de
células sensiveis em cultura (Células Vero, BHK-21 ou células HeLa) ou em camundongos. O
isolamento do CHIKYV deve ser confirmado por imunofluorescéncia indireta (IFI) utilizando
antissoro CHIKV especifico, ou por RT-qPCR do sobrenadante da cultura celular ou da
suspensao de cérebro de rato que foram previamente inoculados com as amostras biologicas

supostamente infectadas (BRASIL, 2014).

1.8.2 Testes sorologicos

O diagnostico sorologico envolve a captura de anticorpos IgM e IgG em resposta
ao CHIKYV nos individuos infectados. O IgM sera detectado em soros de pacientes infectados,
coletados do 3° ao 8° dia do inicio dos sintomas, e no periodo de 8 a 14 dias apds a coleta da

amostra na fase aguda, sera detectado o IgG (PRAT et al., 2014).

1.8.3 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR)

A deteccdo molecular, em comparacdo ao isolamento viral, oferece as vantagens
de um diagndstico mais rapido, sensivel e efetivo, mostrando-se ideal para o uso em
laboratério clinico, a partir da captura de sequéncias especificas do genoma do virus em

individuos infectados (JACOBSEN et al., 2016). De maneira geral, a extragdo do RNA viral,
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seguida da amplificacdo e deteccdo de forma quantitativa e em tempo real, resulta nos passos
aplicados na RT-qPCR (WONG; MEDRANO, 2005).

1.8.4 Imunohistoquimica (IHQ)

A utilizagdo de métodos de imunohistoquimica permite a deteccdo de antigenos
virais em casos com evolucdo fatal, a partir de amostras de tecidos fixados em formol
(JESSIE et al., 2004; VORNDAM; KUNO, 1997). De acordo com a metodologia preconizada
por Hall (1991), a IHQ consiste em detectar os antigenos virais em sec¢des de tecidos,

explorando o principio da ligagao especifica antigeno-anticorpo.

Figura 10. Diferentes métodos de diagnostico da infec¢do por CHIKYV.
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FONTE: AMIN et al., 2018 (Adaptacdo).

Figura 10. Na fase aguda, a viremia pode persistir até o 7° dia e 0 RNA gendmico do CHIKYV pode ser detectado
por RT-PCR de forma confiavel entre o 3° ¢ 5° dia. Portanto, sugere-se que a detecgdo do RNA do CHIKYV e o
isolamento do virus das amostras de soro para fins diagnosticos sejam feitos antes do dia 5, porque a chance de
resultados falso-negativos aumenta com a diminui¢do da carga viral. Os anticorpos IgM e IgG contra o CHIKV
comegam a ser produzidos a partir do 4°-5° dia, para o IgM e a partir do 7°-10° dia para o IgG . Titulos estaveis
de IgM podem ser detectados no soro até 4 meses, enquanto os niveis sustentados de IgG podem estar presentes
por mais de anos.
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1.9 Epidemiologia da chikungunya

1.9.1 Chikungunya no mundo

As arboviroses sdo um crescente problema de satde publica no mundo
principalmente pelo potencial de dispersao, pela capacidade de adaptacdo a novos ambientes e
hospedeiros (vertebrados e invertebrados), pela possibilidade de causar epidemias extensas,
pela susceptibilidade universal e pela ocorréncia de grande niimero de casos graves, com
acometimento neurologico, articular e hemorragico (DONALISIO et al., 2017).

O ressurgimento e a distribuicdo global de chikungunya em diferentes regides
geograficas devem-se a varios fatores, como globalizacdo, expansdo geografica dos vetores,
urbanizagdo, viagens internacionais ¢ mudangas climaticas (PIALOUX et al., 2007).

Os achados epidemiolégicos indicam que a distribuicdo global de 4. albopictus e
A. aegypti, bem como de viajantes, estd envolvida na transmissdo continua da doenca em
locais previamente livres da infeccdo (WAHID et al., 2017). Nas Américas, o surgimento do
CHIKYV ocorreu em dezembro de 2013 em Saint Martin e o virus espalhou-se para 17 paises

da América do Sul até dezembro de 2014 (WAHID et al., 2017).

1.9.2 Chikungunya no Brasil

Os primeiros casos autoctones de chikungunya no Brasil foram confirmados em
Oiapoque, Amapa, em 13 de setembro de 2014 e foram causados pelo genotipo Asiatico. Sete
dias depois, casos autoctones causados pelo genotipo ECSA foram confirmados em Feira de
Santana, Bahia, introduzido por um viajante infectado que havia recém voltado de Angola
(BRASIL, 2014b; NUNES ef al., 2015). Desde entdo, o gendtipo ECSA tem se espalhado
para outros estados do Brasil (CHARLYS DA COSTA et al., 2017; TANABE et al., 2018).

O genotipo ECSA foi identificado no estado de Sergipe (CUNHA, M. D. P. et al.,
2017) a partir da introdu¢@o de uma cepa provavelmente oriunda do estado da Bahia em 2015
(CHARLYS DA COSTA et al., 2017); e, posteriormente, também foi identificado no estado
de Alagoas, com constatagdes de que as cepas circulantes estavam relacionadas as cepas do
genotipo ECSA da Bahia e de Sergipe (TANABE et al, 2018). Casos autdctones de
chikungunya em 2016 também foram relatados no estado do Rio Grande do Sul
(GREGIANINI et al., 2017). Além do genotipo Asiatico presente na regido amazonica do

Brasil, houve também a introdug@o e o estabelecimento do gendtipo ECSA em 2016 em Boa
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Vista/Roraima, a partir da regido Nordeste do Brasil, onde foi observada a substituicdo do
genotipo Asiatico pelo genotipo ECSA naquela regido (NAVECA et al., 2018).

Em 2015 houve 43.253 notificagdes de infecgdes por CHIKYV, um numero
expressivamente maior quando comparado ao ano de 2014. As notifica¢des referentes a 2014
e 2015 apresentaram maior proporc¢do nos estados do Nordeste (39.851 casos notificados),
representando 83,3% dos registros do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN), com confirmacdo de 14.033 casos (29, 3%) (SILVA et al, 2018). Em 2016
observou-se um aumento significativo dos casos notificados, com o registro de 277.882 casos
provaveis (BRASIL, 2018), prevalecendo o maior numero de notificagdes nos estados do
Ceara ¢ Pernambuco (SILVA et al., 2018). Foram registrados, em 2017, 185.593 casos
provaveis, com a regido Nordeste apresentando o maior niamero (142.074 casos; 76,6%) em
relacdo ao total do pais (BRASIL, 2018). Em 2018, o pais registrou 87.687 casos provaveis,
dos quais 52.966 (60,4%) ocorreram apenas na regido Sudeste (BRASIL, 2019). Em 2020, até
a semana 38, foram notificados 71.698 casos provaveis (taxa de incidéncia de 30 casos/ 100
mil habitantes) no pais. As regides Nordeste e Sudeste apresentaram as maiores taxas de

incidéncia, 87,7 e 12,5 casos/100 mil habitantes, respectivamente (BRASIL, 2020).

1.9.3 Chikungunya no Ceard

No Ceara, os primeiros casos importados de chikungunya foram registrados em
2014 e inicio de 2015. A ocorréncia de casos autdctones no Ceara deu-se em novembro do ano
de 2015, com a confirmagdo de um caso residente de Sdo Gongalo do Amarante, municipio do
principal complexo portuario do estado (Pecém). O segundo caso autdctone ocorreu em
Fortaleza, em dezembro de 2015, ¢ foi associado ao contato com caso confirmado
laboratorialmente importado de Pernambuco (SIMIAO et al, 2019).

Em 2016, houve transmissdo sustentada do CHIKYV no Ceara, caracterizando um
cenario epidémico, com 49.516 casos suspeitos, sendo que 63,6% (31.482/49.516) foram
confirmados, ¢ estavam distribuidos em 80,8% dos municipios (139/172) (CEARA, 2016).
No ano de 2017, a partir de fevereiro, observou-se uma clevacdo massiva de casos de
chikungunya, em compara¢do as demais arboviroses, assim como em relagdo ao niimero de
casos no mesmo periodo de 2016, caracterizando um cenério epidémico no Ceara (CEARA,
2017) (Figura 11). Nesse periodo, foram encaminhadas ao Laboratério Central de Saude
Publica do Estado do Ceara (LACEN/CE), por intermédio das unidades de satide de Fortaleza

e de varios municipios do estado, 60.607 amostras de soro de casos suspeitos de chikungunya
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para realizagdo de diagndstico laboratorial. Deste total, 41.329 (68,19%) foram confirmadas
por sorologia IgM anti-CHIKYV, de acordo com dados extraidos do sistema gerenciador de

ambiente laboratorial (GAL).

Figura 11. Distribui¢do de casos confirmados de dengue, chikungunya e zika, por SE, Cear3,
2016 e 2017.
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Fonte: Ceara, SESA, Boletim Epidemiologico SE 52, 2017.

Em 2018 houve uma redugdo acentuada nas taxas de incidéncia de chikungunya
no Ceard, sendo notificados 5.217 casos suspeitos, dos quais 27% (1.413/5.217) foram
confirmados e 70% (3.656/5217) descartados (CEARA, 2019a). No ano de 2019 dentre os
5.623 casos suspeitos notificados, 18,2% (1.026/5.623) foram confirmados e 74,4%
(4.187/5.623) descartados (CEARA, 2019¢). Ja em 2020, até a Semana Epidemioldgica 39,
haviam sido notificados 3.185 casos suspeitos em 77,7% dos municipios cearenses (143/184),

dos quais 20,8% (664/3.185) foram confirmados (CEARA, 2020).

1.10 Comité e Servico de Verificacio de Obitos

O Ministério da Saude do Brasil, diante da ocorréncia dos primeiros Obitos
causados por infecgdes de CHIKV e ZIKV em 2015, adaptou os protocolos de investigagdo de
obitos até entdo exclusivos para dengue, também para estas duas outras arboviroses
(CAVALCANTI et al., 2019).

Diante do aumento no nimero de oObitos suspeitos de arbovirus, a Secretaria de
Satde do Estado do Ceara convocou um grupo de profissionais e criou um comité
multidisciplinar e interinstitucional de investigacdo de oObitos por arbovirus, mediante
publicagdo da Portaria n° 2.099, de 29 de novembro de 2016. O grupo envolve especialistas

das areas de infectologia, epidemiologia, patologia, clinica médica, farmacia, enfermagem,
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fisioterapia e biologia, lotados em setores como vigilancia epidemiologica, assisténcia,
unidade hospitalar de referéncia em doengas infecciosas, laboratéorio de Saude Publica,
universidades e Servigo de Verificacio de Obitos (CAVALCANTI et al., 2019).

No estado do Ceara, os pacientes que vao a obito sem diagndstico definido e com
suspeita de doenca infecciosa, sdo encaminhados ao Servigo de Verificagio de Obitos Dr.
Rocha Furtado (SVO), da Secretaria de Saude do Estado (SESA-CE). Os cadaveres sao
submetidos a autopsia e os materiais bioldgicos como sangue, LCR e aliquotas de visceras sao
coletados para posterior esclarecimento diagnostico. As visceras conservadas em formol sio
encaminhadas ao Instituto Evandro Chagas em Belém (IEC), para a realizacdo do exame
histopatologico e imunohistoquimica para arbovirus. O sangue, as visceras in natura e o LCR,
sdo encaminhados ao LACEN-CE para investigacdo laboratorial para arboviroses,

leptospirose ou meningite, dependendo da suspeita clinica.

1.11 Relevancia do estudo

Nos ultimos anos, a chikungunya vem chamando aten¢do devido & extensdo dos
surtos epidémicos e as caracteristicas clinicas diferenciadas, como maior gravidade, nimero
de 6bitos e casos atipicos, como os casos neurologicos, tornando-se um desafio tanto para
profissionais de satde, quanto para a populacdo em geral, devido a similaridade de sinais e
sintomas com dengue e zika, também presentes no nosso estado.

Dois dos trés genotipos de CHIKYV ja foram reportados no Brasil: o Asiatico e o
ECSA (NUNES et al., 2015). Mutacdes adaptativas em cepas pertencentes ao ECSA ja foram
descritas e associadas a uma maior transmissdo pelo mosquito Ae. albopictus (VOLK et al.,
2010), vetor também encontrado no Brasil. No entanto, estas muta¢des ndo foram observadas
nas cepas brasileiras pertencentes a este gen6tipo (SILVA et al., 2018).

A capacidade do CHIKV de dispersar geograficamente ao redor do mundo esta
associada ao aparecimento de mutagdes espontaneas no genoma viral que podem resultar na
adaptacdo do virus a diferentes espécies de vetores (CHU; ANG, 2016). E notéria a relevancia
para a saude publica da implementacdo de um sistema de vigilancia que monitore a difusdo do
virus e o aparecimento de novas variantes genéticas (GARDY; LOMAN, 2017). Tal sistema
pode ser alcancado através da implementagdo de métodos de sequenciamento que
proporcionem uma melhora na sensibilidade e especificidade do diagnodstico, além da
integracao dos dados gendmicos e epidemioldgicos, com o objetivo de elucidar os padrdes de

dispersdo do virus durante uma epidemia (GRUBAUGH et al., 2019).
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Neste contexto, estudos de sequenciamento e filogenéticos podem representar
uma importante ferramenta para monitorar a dispersdo dos gendtipos do CHIKYV, identificar
mutagdes e contribuir para o entendimento das possiveis consequéncias de tais eventos. Faz-
se necessario a realizagdo de estudos para um melhor entendimento e compreensdo da
chikungunya, com vigilancia virologica constante e intervengdes mais eficazes, contribuindo

assim, para as tomadas de decisdes na satide publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Descrever caracteristicas clinicas e epidemiologicas de casos fatais por
chikungunya no Ceara em 2017, incluindo o6bitos com envolvimento do Sistema Nervoso

Central (SNC), e o estudo gendmico do CHIKYV nesses 0bitos.

2.2 Especificos

i. Realizar o diagnostico laboratorial (sorologia, RT-qPCR) no LCR, sangue e
tecido cerebral e a imunohistoquimica em visceras de pacientes que foram a

obito com suspeita de infeccdo por arbovirus;

ii. Descrever o quadro clinico e a sintomatologia de pacientes que foram a 6bito

por infec¢do por CHIKV;

iii. Realizar o sequenciamento e a caracterizagdo gendmica do CHIKV de
amostras de pacientes que foram a Obito por infeccdo por CHIKV com

envolvimento do SNC;

iv.  Determinar o genoétipo circulante de CHIKV e sua possivel data de introdugao

no Ceara.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo do estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal, descritivo e quantitativo.

3.2 Populacio de estudo

Este estudo incluiu pacientes que foram a 6bito, com suspeita clinica de infecgéo
por arbovirus, notificados pelo Servigo de Verificacdo de Obito (SVO) da Secretaria Estadual
de Saude do Ceara, entre dezembro de 2016 e outubro de 2017. As amostras de sangue,
liquido cefalorraquidiano (LCR) e tecidos (cérebro, bago, rim, coragdo, pulmio) foram
coletadas e encaminhadas para o Setor de Virologia do Laboratorio Central de Saude Publica
do Ceara (LACEN/CE). Em seguida, as amostras bioldgicas in natura foram armazenadas em
ultrafreezer a -80°C para investigacdo subsequente. Também, os tecidos coletados e
conservados em formol a 10% foram enviados ao Instituto Evandro Chagas (IEC),

Belém/Para.

3.3 Definicao de caso

Um caso fatal de suspeita de infeccdo pelo CHIKV foi definido como um paciente
que apresentou febre, erupcdo cutdnea, dor de cabega por artralgia e/ou mialgia durante o
periodo de hospitalizagdo ou no perimortem. Uma morte confirmada por CHIKV foi definida
como um caso fatal suspeito de infec¢do por CHIKV, mais um resultado laboratorial positivo
para CHIKV por método molecular de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real com
transcriptase reversa (RT-qPCR), e/ou detec¢do de imunoglobulina M (IgM) e / ou
imunohistoquimica (IHC). Além disso, foi definido um desfecho fatal agudo como um caso
que durou até 20 dias, representando a doenca aguda; e um resultado fatal pos-agudo, como
um caso que durou mais de 20 dias a 90 dias. Pacientes com manifestagdes neurologicas
(como confusdo e sincope) e deteccdo de RT-qPCR ou IgM contra CHIKYV no LCR foram
considerados portadores de infeccdo no SNC causada por CHIKV.
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3.4 Comité de Etica

O estudo realizado foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara, sob o parecer de n° 2.583.257 e CAAE
85921418.3.0000.5054, seguindo as Diretrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisa em
Seres Humanos estabelecidas na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS

(ANEXO 1).

3.5 Diagnéstico laboratorial

Todas as amostras foram submetidas ao diagnostico laboratorial para arbovirus
circulantes na regido. Os testes sorologicos para deteccdo de imunoglobulinas IgM de DENYV,
CHIKYV e ZIKV e antigeno NS1 de DENV foram realizados no Laboratorio de Exantematica,
e a deteccdo do virus por RT-qPCR de DENV, CHIKYV e ZIKV foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular, ambos no Setor de Virologia do LACEN/CE. A imunohistoquimica foi
realizada no Instituto Evandro Chagas (IEC), Belém/Para.

3.5.1 Testes sorologicos

As amostras de soro e LCR coletadas no post mortem foram testadas por ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para DENV, ZIKV e CHIKV. Para isso, utilizamos
ELISAs de captura de IgM contra CHIKV (Euroimmun, Alemanha), IgM contra DENV
(Serion, Alemanha) e IgM contra ZIKV (NovaTec Immundiagnostica GmbH, Alemanha).
Também foi utilizado o ELISA para antigenos DENV-NS1 (Bio-Rad Laboratories, EUA).

3.5.2 Extracdo do RNA viral

O RNA viral das amostras séricas e LCR foi extraido usando os kits QIAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen, EUA), enquanto as amostras de tecido cerebral foram extraidas
com o kit ReliaPrep™ RNA Miniprep Systems (Promega, EUA), sempre seguindo as
recomendacdes do fabricante. Em ambas as extragdes, o RNA foi eluido com 50 pL de

tampao de elui¢do e armazenado a -80°C até a analise do teste.
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3.5.3 Diagnostico de arbovirus por RT-gPCR em tempo real

O RNA extraido foi testado por RT-gPCR em tempo real, utilizando iniciadores

(primers) e sondas especificas (Tabela 3) para detec¢do do genoma de CHIKV, DENV e
ZIKV de acordo com protocolos previamente descritos (LANCIOTTI et al., 2007; JOHNSON
et al., 2005; LANCIOTTI et al., 2008). O kit de RT-qPCR utilizado foi o0 GoTaq® Probe 1-
Step RT-qPCR System, Custom (PROMEGA, EUA). Todas as rea¢des foram conduzidas no

equipamento da Applied Biosystems 7500 Real —Time PCR System (Applied Biosystems ,

EUA).

Tabela 3. Oligonucleotideos especificos utilizados para a RT-qPCR de DENV, CHIKV e

ZIKV.
CHIKV Sequéncia
Primer874F (57-37) AAA GGG CAAACT CAG CTT CAC
Primer961R (5’-3’) GCC TGG GCT CAT CGT TAT TC
Sonda 6FAMCGC TGT GAT ACA GTG GTT TCG TGT
DENV-1 Sequéncia
Primer 1F 5°d CAAAAGGAAGTCGYGCAATA 3’
Primer 1R 5”d CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC 3’
Sonda 5’ d FAM-CATGTGGYTGGGAGCRCGC-BHQ-1 3’
DENV-2 Sequéncia
Primer 2F 5°d CAGGCTATGGCACYGTCACGAT 3’
Primer 2R 5d CCATYTGCAGCARCACCATCTC 3’
Sonda 5’ d HEX-CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA-BHQ-1 3’
DENV-3 Sequéncia
Primer 3F 5’d GGACTRGACACACGCACCCA 3’
Primer 3R 5’d CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT 3’
Sonda 5> d CAL Flour Red 610-ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG-
BHQ-2 3’
DENV-4 Sequéncia
Primer 4F 5’d TTGTCCTAATGATGCTRGTCG 3’
Primer 4R 5’d TCCACCYGAGACTCCTTCCA 3’
Sonda 5’ d Quasar 670-TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG-BHQ-2 3’
ZIKV Sequéncia
Primer9271F 5’d AARTACACATACCARAACAAAGTGGT 3’
Primer9373R 5°d TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG 3’
Sonda 9304S 5’-/ 56-FAM / CTY AGA CCA +G+C+T+GAA R / 3IABKFQ / -3’

Fonte: BRASIL. CGLAB, 2017.
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3.5.4 Imunohistoquimica

Foi utilizada a técnica de IHQ indireta, que esta associada ao complexo avidina-
biotina-enzima, formado pela ligagdo de uma molécula de avidina com varias de biotina
associadas a uma peroxidase ou uma fosfatase alcalina. A visuliza¢do é possivel porque a
reacdo quimica permite a conversdo de um cromoégeno incolor, em um produto final que
confere cor aos antigenos teciduais marcados. A THQ das amostras de tecidos hepatico e

cerebral de todos os pacientes do estudo foi realizada no Instituto Evandro Chagas (IEC).

3.6 Sequenciamento gendmico completo do CHIKYV na plataforma MinlON

Um conjunto de amostras séricas e LCR positivas para CHIKV foram
sequenciadas na plataforma MinlON (Oxford Nanopore, Reino Unido), conforme protocolo
previamente publicado (QUICK et al., 2017). Em resumo, a partir do RNA extraido realizou-
se a sintese de cDNA por meio de transcricdo reversa com o sistema Protoscript Il First
Strand c¢DNA synthesis Kit (New England Biolabs, Reino Unido) e uso de iniciadores
randomicos seguindo instrugcdes fornecidas pelo fabricante. Em seguida, foi realizada uma
reacdo de PCR multiplex com um conjunto de iniciadores especificos para CHIKV utilizando
enzima Q5 High-Fidelity DNA polymerase (New England Biolabs, Reino Unido) com o
objetivo de amplificar o genoma completo das amostras positivas para CHIKV. Para melhorar
a cobertura do sequenciamento consenso, foram selecionadas 36 linhagens gendmicas
completas disponiveis ao publico, as quais foram usadas como moldes para redesenhar os
iniciadores especificos de sequenciamento do CHIKYV, ajustando-se ao gendtipo identificado
em execugdes preliminares, corrigindo possiveis incompatibilidades.

Os produtos de PCR foram purificados com AmpureXP purification beads
(Beckman Coulter, Reino Unido) e quantificados por fluorimetria com o kit Qubit dsDNA
High Sensitivity no Qubit 4.0 (Life Technologies, EUA). Em seguida realizou-se a liga¢do do
material gendmico alvo com sequéncias conhecidas contendo codigos de barras (barcodes)
utilizando o kit Native Barcoding Kit (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido). Por fim,
as amostras foram sequenciadas na plataforma MinlON usando células de fluxo do tipo R9.4
(Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido). As sequéncias gendmicas consenso foram
geradas pelo alinhamento das leituras com um genoma de referéncia de CHIKV, e com uma
cobertura minima de 20 vezes do genoma, utilizando protocolo de bioinformatica previamente

descrito (QUICK et al., 2017).
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3.7 Estudo filogenético do CHIKYV no Ceara

Para estimar o periodo da introducdo do CHIKV no Ceara, bem como elucidar o
padrdo de dispersdo do virus no estado, foi realizado um estudo filogenético, cujas analises
podem gerar estimativas, tal como um reldégio molecular baseado na diversidade das

sequéncias de nucleotideos das variantes estudadas.

3.7.1 Conjuntos de dados do CHIKV

As sequéncias genomicas do CHIKV dos casos fatais no Ceara foram agrupadas
com 87 sequéncias gendmicas completas de CHIKV do Brasil que estavam disponiveis no
GenBank. Em seguida, o conjunto de dados foi alinhado com o programa MAFFT versao
7.450 (KATOH, MISAWA, KUMA, MIYATA, 2002). Depois, foi determinado o melhor
modelo de substituigdo para analises filogenéticas em nucleotideos com os programas

JModelTest 2 (STAMATAKIS, 2014).

3.7.2 Andlises filogenéticas de maxima verossimilhanca

Para elucidar os processos evolutivos do CHIKV no Ceara, testes de filogenia
foram realizados por meio de abordagem de maxima verossimilhanca (ML - Maximum
likelihood) usando o pacote de analises RAXML versdao 8 com o modelo de substituicdo de
nucleotideos determinado pelo jModelTest2 (STAMATAKIS, 2014). Os suportes estatisticos
das arvores filogenéticas foram calculados através de bootstrap com 1000 réplicas. Em
resumo, as datas de coleta no formato aaaa-mm-dd (norma ISO 8601) foram correlacionadas

de acordo com as distancias genéticas obtidas na filogenia de ML.

3.7.3 Historia espaco-temporal e demogrdfica do CHIKV no Ceard

A andlise do relogio molecular bayesiano usando uma estrutura de bayesiana
flexivel foi realizada no programa BEAST v.1.10.1 (SUCHARD, 2018). Para determinar a
inferéncia cronologica, a dispersdo espacial e a dindmica populacional dos virus no estado do
Ceara e regido nordeste do Brasil, o modelo de relégio molecular (stricf) foi combinado com
modelos de coalescéncia Bayesianos com fungdo Skygrid (GILL, 2013). Assim, esta analise

estatistica possibilitou inferir o provavel periodo da introdu¢do do CHIKV no Ceara. As



44

analises evolutivas foram executadas independentemente, em duplicata, por 50 milhdes de
etapas, e foram geradas 10.000 réplicas das arvores filogenéticas. A arvore filogenética final

foi obtida com o TreeAnnotator v.1.10 (SUCHARD, 2018).

3.7.4 Disponibilidade de dados

Os protocolos e os novos iniciadores para sequenciamento estdo disponiveis
publicamente em caddecentre.org/protocols. Dados epidemiologicos, arvores filogenéticas,
XMLs e sequéncias do genoma do CHIKV do Ceara estdo disponiveis no repositorio DRYAD
(disponivel em https://datadryad.org/stash/share/
yOpoMC_pufbi2DEAelhcOdJIDOjFYlud D5s56VIMCS). Novas sequéncias foram
depositadas no GenBank com ntimeros de acesso MT877206-MT877211.

3.8 Analises estatisticas

As andlises descritivas dos resultados foram apresentadas como frequéncias,
médias aritméticas e intervalos (quando apropriado). O teste U de Mann-Whitney foi
realizado no RStudio 1.2.1335 (www.rstudio.com) comparando os grupos com comorbidades.
Para a analise de regressdo, a variavel do desfecho foi classificada como pacientes com
desfecho fatal durante a fase aguda ou pos-aguda da doenca. As comorbidades mais
frequentes foram utilizadas para andlise estatistica. Para determinar as comorbidades que
podem afetar a frequéncia de morte durante a fase aguda ou pds-aguda da doenga, foi
realizada uma analise de regressdo logistica univariada, seguida por uma regressao logistica
multivariada controlando sexo e idade. Valores de P <0,05 foram considerados significativos.

As analises estatisticas foram realizadas com o Stata v.14 (StataCorp, EUA).

3.9 Dados epidemiologicos

A analise epidemiologica dos casos autoctones de CHIKV no Ceara foi realizada
de janeiro a dezembro de 2017, por meio de dados obtidos pelo diagnostico laboratorial, no
sistema de gestdo do laboratorio (GAL - Gerenciador de Ambiente Laboratorial), do SINAN —
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo, e de relatorios semanais de casos
suspeitos. Os relatorios epidemioldgicos dos casos foram obtidos no Ministério da Saude

(www.saude.gov.br). As incidéncias foram calculadas com base na populacdo estimada do



45

estado do Ceara em 2017, conforme reportado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica (www.1bge.gov.br).
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4 RESULTADOS

Entre dezembro de 2016 e outubro de 2017, o SVO notificou e coletou amostras
de sangue, liquor e visceras de 127 pacientes suspeitos de Obito por arboviroses, e
encaminhou o material para o Setor de Virologia do LACEN/CE. Neste estudo foram
incluidos 100 pacientes que evoluiram para 6bito (casos fatais) e que tinham amostras séricas

e LCR disponiveis. (Figura 12)

Figura 12. Fluxograma e desenho do estudo.
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Baseado nas analises laboratoriais (RT-qPCR, sorologia e IHQ) das amostras dos
100 casos fatais suspeitos de arbovirus, um total de 68% dos casos (68/100) foi positivo para
CHIK em pelo menos um método de diagnoéstico (Figura 13A). Destes, 70,6% (48/68) foram
positivos em dois ou mais métodos. Foram positivos apenas para chikungunya 73,5% (50/68)
das amostras, enquanto 22% (15/68) tiveram co-detecgdo viral com dengue, 2,9% (2/68) co-
deteccdo com zika e 1,5% (1/68) com dengue e zika. Além disso, o RNA-CHIKV foi
detectado no LCR de 52,9% (36/68) e no cérebro de 11,1% (4/36) dos casos. Por fim, foi
realizada a IHQ de amostras de visceras de figado e cérebro destes pacientes no Instituto
Evandro Chagas (IEC) obtendo-se 28 pacientes com resultado positivo para chikungunya no

referido teste.

Figure 13. Obitos por chikungunya descritos neste estudo. (A) Resultados laboratoriais das 68
mortes descritas. (B) Obitos em semana epidemiologica e distribui¢ao geografica dos obitos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As analises epidemioldgicas dos casos nacionais de chikungunya mostraram que
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as mortes por CHIKV seguiram uma distribui¢ao temporal semelhante a dos casos notificados

no Ceard, com a maioria dos casos relatados em Fortaleza (Figura 14).

Figura 14. Notificagdo de chikungunya. Curva de casos notificados por semana
epidemiologica no Ceara ¢ em outros estados brasileiros, e incidéncia nos municipios no
Ceara em 2017.
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Fonte: Dados da pesquisa.

As caracteristicas epidemiologicas e clinicas dos 68 obitos confirmados por CHIK
estdo apresentados na Figura 15. Os o6bitos por CHIK ocorreram predominantemente em
adultos com idade acima de 40 anos (63,2%, n = 43/68), sendo 30,9% (21/68) em adultos com
idade entre 41e 64 anos, ¢ 32,3% (22/68) com 65 anos ou mais. A idade média foi de 47,6
anos (mediana = 51 anos), variando de 3 dias a 85 anos. A maioria das mortes por CHIK
ocorreu em mulheres (55,9%, n = 38/68), e também foram relatadas cinco mortes por CHIK
que ocorreram em criancas menores de 1 ano e cinco em criangas de 1 a 12 anos (Figura
15A).

As manifestagdes clinicas gerais apresentadas pelos pacientes que vieram a 6bito
por chikungunya foram: febre (64,7%, n=44/68), artralgia (43,3%, n=29/67), sintomas
cardiacos, incluido parada cardiaca (34,3%, n=23/67), dispneia (33,8%, n=23/68), diarreia
(33,8%, n=23/68), sintomas neuroldgicos como confusio e sincope (25,4%, n=17/67), dor de
cabega (19,1%, n=13/68) e insuficiéncia renal (5,9%, n=4/68) (Figura 15B).

Foi observado um tempo médio de 12 dias (intervalo: 1-90 dias) entre o inicio dos
sintomas e o 6bito. Nao foi possivel obter informagdes sobre a data de inicio dos sintomas em
trés pacientes (4,4%). Das 68 mortes por CHIK, 79,4% (54/68) ocorreram em pacientes com

infeccdo na fase aguda, com o 6bito ocorrendo em até 18 dias apos o inicio dos sintomas. Por
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outro lado, 16,2% (11/68) dos casos fatais ocorreram em pacientes com infec¢do na fase pos-
aguda (20 a 90 dias), como apresentado na Figura 15C.

Para a andlise de comorbidades e de imunossupressdo foram analisados os
registros médicos disponiveis, dos pacientes que vieram a Obito por chikungunya (65%,
44/68). Nao foram encontradas comorbidades em 45,5% dos prontuarios (20/44), enquanto
29,5% (13/44) apresentaram uma comorbidade, 18,2% (8/44) apresentaram duas
comorbidades e apenas 2,3% (1/44) possuiam trés comorbidades. As comorbidades mais

frequentes foram hipertensdo em 40,9% (18/44), e diabetes em 15,9% (7/44). (Figura 15D)

Figura 15. Informagdes epidemiologicas, sinas/sintomas e comorbidades dos 68 casos fatais
por CHIKYV no Ceara, Brasil. (A) Faixa etaria e sexo. (B) Caracteristicas clinicas. (C) Inicio

dos sintomas dos individuos até a morte. (D) Comorbidades associadas dos casos fatais por
CHIKV.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A idade média dos pacientes que foram a Obito por chikungunya com
comorbidades foi de 60 anos (de 31 a 85 anos), diferindo da idade média daqueles sem
comorbidades (37,4 anos, 3 dias a 79 anos) (p=0,003, teste U de Mann-Whitney). A analise de
regressdao logistica multivariada, controlada por idade e sexo, sugere que o risco de morte
durante a fase pos-aguda da infec¢@o pelo CHIKV aumenta sete vezes nos casos com diabetes

quando comparado aos casos sem diabetes, razdo de chances: 7,7, p = 0,033 (Tabelas 4 ¢ 5).
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Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os dias de obito de pacientes
com e sem comorbidades (p = 0,2855, teste U de Mann-Whitney). Na populacdo estudada,
nao foram encontrados relatos de pacientes fatais de chikungunya com imunossupressdao por

tratamento com cancer, HIV ou tratamento com corticoides.

Tabela 4. Analise de regressao logistica univariada e multivariada de fatalidades na fase
pos-aguda por infecgdo por chikungunya.

Fatalidade de risco durante doenca p6s-aguda

Sintomas Nao ajustado 0 @ajustado Valor
OR* 1C95% Valor de OR * 1C95%  dep
Hipertensao
Nao Ref Ref Ref Ref Ref Ref
Sim 2.77 0.58-13.2  0.200 4.1 0.62-26.9 0.141
Diabetes
Nao Ref. Ref. Ref. Ref Ref Ref.
Sim 6.93 1.2-40.9 0.033 7.7 1.2-50.0 0.033
Diabetes and hipertensiao
Nao Ref. Ref Ref Ref. Ref. Ref.
Sim 1.50 0.20-10-8 0.687 2.48 0.20-29.4 0.472

*OR = probabilidades ¢ ajustes por: Sexo OR = 0.96, p= 0.966; Idade OR= 1.00, p=9.66
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Tabela 5. Demografia e comorbidades dos casos fatais de CHIK (n = 68)

Caracteristicas N (%)
Sexo
Feminino 38 (55,9)
Masculino 30 (44,1)
Idade* 47,7+ 24,5

Estagio da doenca até morte (n=68)

Agudo (0-20 dias) 54 (79,4)
Pos-agudo (>20 dias) 11 (16,2)
Sem informacdo 34,4

Hipertensao (n=41)

Sim 19 (46,3)

Nio 22 (53,7)
Doenca cardiaca (n=39)

Sim 1(2,6)

Nao 32 (97,4)
DPOC (n=39)

Sim 2(5,1)

Nao 37 (94,9)
Asma (n=38)

Sim 1(2,6)

Nio 37 (97,4)
Lesao renal (n=39)

Sim 1(2,6)

Nao 38 (97,4)
Hipertensao e diabetes

Sim 10 (31,2)

Nao 22 (68,8)

* Média = desvio padrdo

Para elucidar a diversidade genética do CHIKV no Ceara, foi sequenciado o genoma
viral de sete amostras recuperadas de seis casos fatais de chikungunya (amostras de LCR dos
pacientes 8, 12, 22 e 27; amostra sérica do paciente 59; e amostra sérica e de LCR do paciente
4). As analises filogenéticas (ML e Bayesiana) sugeriram que as cepas CHIKV circulantes no
Ceara formam dois clados monofiléticos (1 e 2), que agrupam-se dentro da linhagem ECSA

que circula no Brasil (bootstrap = 100, suporte posterior = 1,00). As analises sugerem que o
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CHIKYV foi introduzido no Ceara entre o inicio de 2015 e meados de 2016, com o ancestral
mais comum para cada grupo por volta de meados de 2016 (clado 1 = 2016.60, 95% HPD
2016.39 - 2016.90; clado 2 = 2016.84, 96% HPD, 2015.5-2016.83) (Figura 16). Comparando
os genomas de CHIKV do Ceara, gerados por esse estudo, com os genomas de CHIKV
disponiveis, ndo foram encontradas mutagdes que poderiam estar associadas ao aumento da

infecgdo e transmissdo em mosquitos e/ou aumento da viruléncia.
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Figura 16. Arvore filogenética do genétipo CHIKV-ECSA no Brasil (n = 71), incluindo 6
novas sequéncias do Ceara.
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Figura 16. Arvore filogenética do genétipo ECSA de CHIKV no Brasil (n = 71), incluindo 6 novas sequéncias do
Ceara. Os taxons foram coloridos de acordo com a regido de origem de cada amostra. Os grupos das regides
Sudeste, Centro-Oeste e Norte foram suprimidos para melhor visualizagdo. Os dois grupos de sequéncias deste
estudo foram identificados como Clado 1 e Clado 2, e estimado o TMRCA mais antigo para cada clado.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foi realizada uma caracterizagdo abrangente com descricdo de
achados clinicos, demograficos e laboratoriais do maior estudo transversal de casos fatais
confirmados por infeccdo pelo CHIKV. Também foi evidenciada a correlacdo do CHIKV com
infeccdo no SNC e a presen¢a do gen6tipo ECSA na epidemia de 2017 no Ceara.

As analises epidemioldgicas mostraram que, em 2017, o Ceara teve a maior
epidemia de chikungunya do Brasil, com 65,7% (n=105.229 de 160.166) de todos os casos
suspeitos nos 27 estados federais brasileiros. No referido ano, a incidéncia de chikungunya no
Ceara foi de 1.166 casos suspeitos por 100.000 habitantes, a maior do pais (BRASIL, 2017a).
Entre os municipios afetados, destaca-se Fortaleza, a capital do estado, com a maioria dos
casos de chikungunya (58,8%, n = 61.825 de 105.229). Em 2017, o Ceara notificou 194
mortes relacionadas ao chikungunya (SIMIAO et al., 2019), correspondendo a uma taxa de
letalidade de 1,8 o6bitos por 1.000 casos. Fortaleza também foi o local que registrou o maior
namero de 6bitos relacionados & infecgdo pelo CHIKV (74,2%, n = 144/194) (CEARA,
2018).

Foi confirmada a infec¢@o pelo chikungunya em 68 casos dentre os 100 6bitos
analisados nesse estudo. A deteccdo de RNA-CHIKV e anticorpos IgM especificos contra
CHIKYV no LCR, soro e tecido cerebral destes pacientes, durante o grande surto de CHIKYV,
além da auséncia de acido nucleico de outros arbovirus nestas amostras, fornecem evidéncias
convincentes de que o CHIKV foi a causa dessas mortes. Embora o estado do Ceara seja
endémico para DENV e ZIKV com desfechos fatais descritos por esses virus, como relatado
por Aratjo et al. (2012) e Sousa et al. (2017), respectivamente, RNA de DENV e ZIKV néo
foi encontrado nas amostras bioldgicas dos casos fatais descritos neste estudo. Anti-IgM de
CHIKV foi o unico anticorpo detectado em 73,5% dos pacientes (50/68), excluindo a
codetec¢do com Zika e Dengue.

Apos a grande epidemia de chikungunya na Ilha Reunido, localizada na regido
sudoeste do Oceano Indico, em 2005/2006, os estudos locais e internacionais dessa patologia
aumentaram significativamente (RENAULT et al., 2007). Mesmo assim, o CHIKV causou
inimeras epidemias na Africa, India e sudeste da Asia que envolveram milhares de pessoas
(BORGHERINI et al., 2007). Desde 2013, o CHIKV causou mais de 2,5 milhdes de casos
relatados em 51 paises nas Américas, causando 631 mortes (PAHO/WHO PAHO, 2019).

Apesar de diversos estudos sobre chikungunya, as informacdes sobre casos fatais

sao escassas. Casolare er al. (2008) descreveram um caso fatal de um homem de 83 anos



55

hospitalizado por encefalite, no nordeste da Italia. Apods estudos, foi detectado por PCR, o
genoma do CHIKV no LCR e sangue do paciente, levando os autores a conclusdo de que o
CHIKYV pode afetar o SNC, causando encefalite grave em individuos com idade avancada e
doenca de base. Hoz er al. (2015), descreveram trés pacientes com infec¢do por CHIKV que
apresentaram faléncia de multiplos 6rgdos e morreram dentro de 24 horas apds admissdo em
um hospital da Colombia. Em 2018, na india, Khatri et al. reportaram um caso de um homem
de 64 anos diagnosticado com encefalomielite por CHIKYV, confirmados por exames
sorologicos e de PCR, concluindo o diagndstico com a clinica e imagens radiologicas. De
Lima et al. (2020) relataram o caso de um homem de 57 anos atendido e internado em um
hospital do nordeste do Brasil. Apos confirmagao laboratorial da presenca de anticorpos anti-
CHIKV no LCR e soro do paciente, assim como exames de imagens, o paciente foi
diagnosticado com encefalite causada por CHIKYV, vindo a dbito apds 24 dias de internacao.

O ELISA Anti-IgM ¢é um ensaio relativamente sensivel e especifico para
diagnostico laboratorial de chikungunya (WEAVER & LECUIT, 2015). Porém, como os
testes sorologicos ndo sdo desenvolvidos especificamente para cada um dos complexos
antigénicos das familias virais, as imunoglobulinas IgM podem reagir dentro de sorogrupos
causando reacdes cruzadas e resultados falso-positivos (CHARREL, 2016). Apesar disso,
embora o ELISA para IgM do chikungunya possa apresentar reacdo cruzada com
imunoglobulinas de outras espécies de alfavirus (por exemplo, Mayaro, Ross River, O’nyong
nyong), os resultados sorologicos deste estudo reforcam que os casos fatais ocorridos no
Ceara foram por chikungunya, especialmente por ndo haver relato de circulacdo de outros
alfavirus no estado do Ceara no periodo estudado.

A detecgdo de RNA-CHIKV no LCR de 36 pacientes, incluindo 4 amostras de
tecidos cerebrais positivos para o genoma de CHIKYV, associado aos sintomas neuroldgicos
mais relatados nesse estudo (como confusdo e sincope) sdo fortemente indicativos do papel
neurotropico do CHIKV em uma doenga do SNC, confirmando sua capacidade de ultrapassar
a barreira hematoenceféalica. Além disso, a detec¢do de RNA-CHIKV no LCR pode ser util
para o diagnostico em uma forma neuroinvasiva de febre chikungunya.

A partir da avalia¢do das caracteristicas epidemiologicas dos 68 casos fatais desde
estudo, evidenciamos a predominéncia do sexo feminino, com 55,9% dos casos. Nos dados do
Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Saude do Ceara, de 03/04/2018, referente a
epidemia de 2017, o niumero de notificagdes confirmadas foi do sexo feminino, embora no
namero de 6bitos o predominio tenha sido do sexo masculino, com 53,1% dos casos. No

estudo de Joshi et al. (2020), os casos confirmados, na sua maioria foram homens, embora
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nao tenha havido diferenca significativa em relagdo a mulheres, assim como no estudo de Sa
et al., 2017, cuja ocorréncia de casos fatais foi proporcional (50%) em ambos 0s sexos.
Garay-Moran et al., 2017 relataram predominio do sexo feminino (64%) no estudo realizado
por eles no México. Em Kerala, na india, Kumar ez al., 2011, constataram que o maior
numero de afetados no estudo realizado por eles, foi do sexo masculino. A epidemia relatada
na Ilha Reunido em 2005/2006 afetou ambos os sexos, sem diferencas estatisticamente
significantes (RENAULT et al., 2007).

A infecgdo grave por CHIKYV tem sido diretamente correlacionada com a idade, e
segue uma curva parabolica em forma de “U”, como descrito por Weaver & Lecuit (2015). Os
resultados obtidos neste estudo confirmam que adultos de meia idade e idosos constituiram a
maioria das mortes por CHIKYV, seguidos pelos casos pediatricos. Nao foram identificados
casos fatais em adolescentes. Das mortes por CHIKV 23,5% ocorreram em adultos jovens ¢
38,2% (26/68) em pessoas com idade inferior a 40 anos, indicando que as mortes por infec¢do
por CHIKV ocorrem em pacientes mais jovens do que o anteriormente descrito. Nos estudos
de Cerny et al. (2017), cinquenta por cento dos casos ocorreram em pacientes mais jovens
(<45 anos) sem comorbidade relatada. Portanto, estudos clinicos e epidemioldgicos futuros do
CHIKYV podem ajudar a esclarecer o risco de infeccdo e gravidade da doenca por faixa etaria.

As comorbidades e a idade avancada tem um papel importante nas mortes por
chikungunya. Pacientes com comorbidades ou imunocomprometidos sdo considerados os
principais grupos de risco associados a infec¢do grave por CHIKYV, segundo o estudo de
Weaver & Lecuit, 2015. Os dados obtidos neste estudo corroboram, em parte, com essa
conclusdo, pois 54,5% dos casos estudados apresentavam pelo menos uma comorbidade.
Notavelmente, foi observado que a presenca de diabetes aumenta consideravelmente o risco
de morte entre pacientes na fase pds-aguda da infec¢do pelo CHIKV. Sissoko et al. (2009) e
Renault et al.(2007) , relataram que o surto de chikungunya na Ilha da Reunido revelou
caracteristicas desconhecidas da doenga, como artralgia persistente por mais de 15 meses
(com implicagdes criticas na qualidade de vida) e alta letalidade entre pacientes idosos com
doengas preexistentes, como hipertensdo e diabetes. Também foi constatado neste estudo que
o diabetes e a hipertensdo sdo as comorbidades mais frequentes dentre os 68 oObitos por
chikungunya aqui estudados. No entanto, 45,5% dos pacientes ndo apresentaram comorbidade
relatada em seus prontudrios. Além disso, nenhum dos casos possuia historico médico de
imunossupressdo. Coletivamente, esses resultados sugerem que a infeccdo por CHIKV pode

levar a morte do paciente, mesmo na auséncia de uma condi¢do médica subjacente. Sa et al.
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(2017) afirmam em seu estudo que as manifestacdes neurologicas sdo complicacdes com risco
de vida em pacientes infectados com CHIKYV, mesmo naqueles sem qualquer comorbidade.

A infeccdo pelo CHIKV ¢ sintomatica na maioria dos individuos, manifestando-se
como uma doenga febril de inicio rapido, e caracterizada por artralgia intensa, mialgia, dor de
cabeca e erupcdo (WEAVER & LECUIT, 2015). Os sintomas neurologicos geralmente sao
precedidos por febre e artralgia. As manifestagdes clinicas encontradas para os 68 pacientes
que vieram a Obito por chikungunya foram consistentes com relatos de casos anteriores de
infecgdes tipicas por CHIKV (WEAVER & LECUIT, 2015). No entanto, a detecgdo do RNA-
CHIKYV no LCR de 36 pacientes e 4 amostras cerebrais, além da alta frequéncia de sintomas
neuroldgicos sdo robustas evidéncias de um papel neurotropico do CHIKV associado a uma
grave infecgdo do SNC em mais da metade das mortes por CHIKV. Os estudo de Bonifay et
al. (2018), em Cayenna, Guiana Francesa, mostraram que a epidemia de chikungunya,
ocorrida de fevereiro de 2014 a outubro de 2015, teve o sintoma neuroldgico como o mais
atipico/grave. Entretanto, foram registrados apenas 2 oObitos. No estudo prospectivo de
Ferreira et al., 2020, a infecgdo por CHIKV foi mais frequentemente associada a doengas do
Sistema Nervoso Central (SNC), como mielite; enquanto zika foi mais associada a doengas do
Sistema Nervoso Periférico (SNP), particularmente, Sindrome de Guillain-Barré. Sabe-se que
varias sequelas neuroldgicas podem ocorrer com a febre chikungunya, sendo a neuropatia
periférica o componente mais comum (FERREIRA et al., 2020).

O tropismo neuroldgico do CHIKV parece ser menor do que o de outros
arbovirus, como dengue (DENV), febre do Nilo Ocidental (WNV) ou da febre amarela
(YFV), mas varios estudos descreveram manifestagdes neurologicas, especialmente durante as
epidemias (LEWTHWAITE et al., 2009). Podemos citar o WNV, um flavivirus de ciclo
enzoodtico envolvendo passaros e, comumente mosquitos Culex, como uma das causas de
morbidade e mortalidade neuroldgica significativa, com maior risco para idosos e
imunossuprimidos, tendo a encefalite como a manifestacdo neurologica mais comum nessa
infeccdo (Burton et al., 2004). O DENV ¢ outro flavivirus que possui a capacidade de
ultrapassar a barreira hematoencefalica, causando, por exemplo, encefalites,
meningoencefalites. Nos estudos de Aragjo et al., 2012, foram detectados o DENV no LCR
de 41 casos de 6bitos ocorridos entre os anos de 2005 e 2008 no Ceard, comprovando o
tropismo desse arbovirus pelo SNC.

Os casos fatais de CHIK estdo associados apenas como resultados de infec¢do
aguda. Em alguns estudos, como o de Ganesan et al., 2008, os dois casos estudados

apresentaram sinais neuroldgicos poucos dias ap6s os primeiros sintomas. Na Maldsia, em um
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caso reportado por Sam et al., 2010, o paciente veio a 6bito 3 dias apos o inicio dos sintomas.
Neste estudo, no entanto, foi observado que 16,2% dos casos fatais ocorreram em infecc¢ao
pos-aguda por CHIKYV, com inicio dos sintomas entre 25 a 90 dias antes da morte, indicando
de forma inédita que infec¢des pos-agudas por CHIKV também podem ter um resultado fatal.
Esses achados sdo consistentes com estudos que demonstram que o pico de excesso de mortes
ocorre com um atraso de cerca de um més em relagdo aos casos de chikungunya (FREITAS;
DONALISIO; ALARCON-ELBAL, 2018). As mortes na fase pds-aguda da infec¢do pelo
CHIKYV podem ser subnotificadas, pois sua duragdo pode desvincular a ideia de associagdo
entre um diagnodstico de chikungunya e um resultado fatal, enquanto aumenta a aparente
importancia de comorbidades ou mesmo infecgdes adquiridas em hospitais como a principal
causa de morte (LIMA NETO; NASCIMENTO; CASTRO, 2019).

O Centro Nacional de Referéncia Francés para arbovirus confirmou, em dezembro
de 2013, casos autoctones de chikungunya na Ilha de Saint Martin, no Mar do Caribe e o
genotipo asiatico foi isolado pela primeira vez nas Américas (LEPARC-GOFFART et al.,
2014). No Brasil, os primeiros casos autoctones foram confirmados no Oiapoque/Amapa, em
setembro de 2014, postulando-se que as cepas circulantes no local foram importadas da
Guiana Francesa, um pais que faz fronteira com o Oiapoque (NUNES et al., 2015). Os dados
genéticos sugeriram multiplas introdugdes do genotipo CHIKV-Asiatico no Brasil a partir de
epidemias que estavam ocorrendo no Caribe € na América do Sul (NUNES ef al., 2015).
Poucos dias depois, ainda em setembro, também foram confirmados casos autoctones em
Feira de Santana, na Bahia. Entretanto, o genoétipo circulante era o CHIKV-ECSA, que estava
sendo, pela primeira vez, relatado nas Américas (NUNES et al., 2015). Em um curto periodo
de tempo foram notificados casos da doenga em todos os estados da federagdo, com elevado
nimero de casos suspeitos entre os anos de 2014 e 2016 (SILVA et al.,2018). No Ceara, mais
de 105.000 casos foram confirmados em 2017, entretanto, o genoétipo circulante no estado
permanecia desconhecido.

As analises filogenéticas oriundas deste estudo indicam que as cepas de virus que
circularam no Ceara em 2017 pertencem ao genotipo CHIKV-ECSA, o mesmo que foi
introduzido no estado da Bahia em 2014 (NUNES et al., 2015). Em seguida, essa linhagem se
espalhou amplamente por todo o estado do Ceara. Neste estudo ndo foram encontradas
mutagcdes de aminoacidos associadas a infeccdo e transmissdo aprimoradas em vetores de
mosquitos. Da mesma maneira, nos estudos de Sam et al., 2010, também ndo foram
detectadas mutagdes no gene E1 do CHIKV no primeiro caso de 6bito, em epidemia ocorrida

na Malasia em 2008.
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Diferente do nosso estudo, Schuffenecker et al. (2006) constataram que a
sequéncia do genoma de pacientes da Ilha de Reunido sofreu alteragdes de aminoacidos na
regido que codifica as proteinas ndo estruturais e estruturais, onde duas alteragdes importantes
foram observadas na glicoproteina de fusdo da membrana E1 (A226V e D284E). Essa
mudan¢a no aminoacido predominante na posi¢do 226 da glicoproteina do envelope E1 de
Alanina para Valina levantou a hipdtese de que essa mutacgdo na glicoproteina E1 poderia ter
aumentado a capacidade de infec¢do do virus ao mosquito Ae. albopictus, ja que o principal
vetor epidémico em surtos anteriores, o A. aegypti, era incomum na ilha. Hipotese esta
confirmada pela investigacdo de Tsetsarkin ef al. (2007) que analizaram o papel da mutacdo
E1-A226V na adequagdo do CHIKYV ao Ae. aegypti e Ae. albopictus. Descobriram que El-
A226V ¢ diretamente responsavel pela adaptagdo do CHIKV ao Ae. albopictus, fornecendo
uma explicacdo plausivel de como esse virus mutante foi capaz de causar uma epidemia,
mesmo em uma regido sem a presenca do vetor tipico, o Ae. Aegypti. Estes achados
demonstraram uma nova visdo sobre como uma simples mudanga genética em um patdogeno
humano pode aumentar sua gama de hospedeiros e, consequentemente, sua distribuicao
geografica.

Em 2012, Shrinet et al. observaram duas novas mutacgdes nos genes El1 e E2 do
CHIKYV (E1:K211E ¢ E2:V264A) em amostras de 2010, em Nova Delhi. Elas causavam um
aumento da infectividade e da transmissdo pelo Ae. aegypti na regido, que foi confirmado por
Agarwal et al., em 2016, que estudaram o papel das mutagdes E1:K211E e E2:V264A na
modulagdo da infectividade, disseminacdo e transmissdo tanto pelo Ae. aegypti e Ae
albopictus. O virus mutante revelou uma adaptagdo notavelmente maior para o Ae. aegypti.

Em 2016, o estudo realizado por Souza, revelou que ndo houve nenhuma mutagio
A226V nas cepas de CHIKV do Rio de Janeiro. Entretanto, foi constatada uma alteragdo de
aminoacidos E1-K211T em todas as amostras analisadas, assim como a muta¢do E1-V156A
em duas amostras. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer as consequéncias dessas
mutagdes na aptiddo dos mosquitos.

Assim como o CHIKYV, acredita-se que também o DENYV tenha evoluido de um
arbovirus enzootico transmitido por mosquitos Aedes, assumindo um ciclo de transmissdo
urbana. (WANG et al., 2000; VASILAKIS et al., 2011). No entanto, provavelmente devido a
vantagem evolutiva de multiplos sorotipos selecionados por intensificagdo imunologica,
(FERGUSON et al., 1999), DENV evoluiu dentro desses focos enzooticos em pelo menos 4
sorotipos, enquanto o CHIKV manteve uma variagdo genética e antigénica muito limitada

dentro das 2 linhagens africanas enzodticas.
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6 PERSPECTIVAS

Os resultados desse estudo possibilitam uma melhor compreensao de epidemias
de chikungunya no Ceard, ressaltando a importincia das pesquisas relacionadas com as
arboviroses neuroinvasivas e com a caracterizacdo molecular dos arbovirus no estado, onde
circulam os trés arbovirus: CHIKV, DENV e ZIKV.

Os resultados reforcam, ainda, a importancia de uma vigilancia virologica mais
estruturada e ativa. Para isso, espera-se que novas metodologias sejam implantadas no Ceara,
como a IHQ e o sequenciamento, para que se possa estudar e esclarecer com mais rapidez os
obitos por arboviroses.

Parcerias bem estruturadas com laboratorios de referéncia e/ou outros centros de

estudos devem ser fortalecidos para o aprimoramento da vigilancia virologica.
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7 CONCLUSAO

e A coorte desse estudo foi caracterizada pelo predominio de casos fatais no municipio
de Fortaleza, com ligeiro predominio do sexo feminino, acometendo pessoas jovens e
saudaveis;

e A presenca de CHIKV no LCR e tecido cerebral desses obitos sugere infec¢do do
SNC;

e Os resultados sugerem que as mortes por CHIKV podem ndo ser eventos tdo raros
durante grandes surtos;

e O risco de morte durante a fase pods-aguda da infec¢do pelo CHIKV aumenta sete
vezes nos casos de pacientes com diabetes, quando comparado aos casos de pacientes sem
diabetes;

e As cepas de CHIKV que circularam no Ceara durante a epidemia em 2017 pertencem
ao genotipo ECSA;

e As analises filogenéticas sugerem que o CHIKV foi introduzido no Ceara entre o
inicio de 2015 e meados de 2016;

e Nio foram encontradas mutagdes especificas associadas aos casos fatais por CHIKV

no Ceara, em 2017.
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Objetive da Pesquisa:

GERAL: Conhecer os principais achados clinicos, laboratoriais e histopatoldgicos dos casos de dbitos por
arbovirus gue foram necropsiados no Ceard, entre os anos de 2011 & 2017
ESPECIFICOS:

* Descrever os achados clinicos e laboratoriais dos dbitos confirmades por chikungunya
gue foram necropsiados no Ceard, 2016 — 2017.

* Descrever os aspectos histopatoldgicos dos dbitos confirmados por chikungunya que
foram necropsiados no Ceard, 2016 — 2017.

= Comparar os achados clinicos, laboratoriais e de histopatoldgicos dos 6bitos por
dengue (2011/2012) e chikungunya (2016/2017).

* Comparar os achados de necropsia dos casos de dengue (2011/2012) e chikungunya
(2016/2017).

* Estimar a preval&éncia das principais comorbidades e coinfecgdes presentes nos dbitos
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necropsiadas, comparando os casos de dengue (2011/2012) com chikungunya

(2016/2017).

* Descrever e comparar as principais causas imediatas de morte dos dbitos necropsiados

com dengue (2011/2012) e chikungunya (2016/2017).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: munimos, pois os dados serdo coletados de prontudrios do Servigo de Verificago de Obitos.
Beneficios: ampliar os conhecimentos sobre a fisiopatologia das arboviroses, especificamente para a
dengue e chikungunya e os fatores determinantes para a evolugio desfavoravel, para melhorar o
planejamento da assisténcia, vigilancia e o controle das doenga.

Comentérios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo descritivo, com carater retrospective e abordagem quantitativa, envolvendo pacientes
acometidos por arbovirus que foram necropsiados pelo SVO-RF e que foram notificados para o Nicleo de
Vigilancia Epidemiolégica da Secretaria de Salde do Ceard, como suspeitos. Serfo investigados todos os
casos de dbitos por arbovirus, de pacientes residentes no Estado do Ceard, que forem notificados para
Secretaria de Saide do Ceara, com suspeita de arbovirus no periodo de 01/01/2011 e 31/12/2017.
Inicialmente serdo identificados no sistemna de vigil&ncia epidemiolégica (SINAN) os

casos de dbitos confirmados, por critério laboratorial, por arbovirus no periodo de estudo. Posteriormente
serfo separados agueles em que foi realizada necropsia pelo SVO-RF.

Identificados os casos a serem estudados, a coleta dos dados sera feita por meio de um

questionario semi-estruturado, onde estio incluidas as varidveis do estudo. Para preenchimento dessas
fichas serdo revisados os prontuarios, laudos de necropsia e

declaragbes de dbitos, buscando-se identificar fatores determinantes e relevantes para causas desses
abitos. Sera feito uma revisdo de ldminas realizando-se processamento histolégico de amostra de drgéos e
tecidos e posterior andlise microscdpica, para complementar e confrontar as informagdes constantes nos
laudos de necrdpsias. Para realizar o procedimento histopatoldgico, serfo feitas as lAminas e posterior
colorag&o das mesmas, a parlir de amostras arquivadas em blocos de parafina no laboratério de histologia
do SVO-RF.

Posteriormente sera realizado um estudo comparative do perfil dos dbitos atribuidos ao

virus da Chikungunya, em autdpsias realizadas entre os anos de 2016 e 2017; com um estudo ja realizado
nos anos de 2011 e 2012 com os 6bitos por dengue, antes da circulagdo do CHIKV no Ceara. As
informagdes serdo confrontadas e complementadas pela revisdo das fichas de
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notificagio e investigagao do Sistema de Informagéo de Agravos de Nofificagdo (SINAN), de prontudrios de
pacientes que foram internados e fichas de investiga¢o de dbitos disponiveis no Nicleo de Vigilancia
Epidemioldgica da Secretaria de Sadde do Estado (NVEP-CE).

Os dados serdo analisados utilizando-se o programa Epi-info verséo 3.5.1. Serdo

realizadas tabelas e graficos, onde serdo feitas as comparagdes dos dados obtidos nos

formularios.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:

Foram apresentados adequadamente: Oficio de encaminhamento ao CEP; Curriculo do pesquisador
responsavel, cronograma; orgamento;declaragio dos pesquisadores; Folha de rosto; autorizagio do local
onde a pesquisa sera realizada; solicitag@o de dispensa do TCLE; Termo de Fiel depositario.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sem pendéncias
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ANEXO 2

1. Artigo Publicado
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Fatal Outcome of Chikungunya Virus Infection in Brazil

Shirlene Telmos Silva de Lima," ™" William Marciel de Souza, ™ Johs Washingten Cavalcamte,'” Darlan da Silva Candido,*

Marcilio Jorge Fumagalll,'® Jean-Paul Carrera," Leda Maria Simbes Melle,” Fernanda Montensgrs de Carvalhe Araije,™

lzabel Leticia Cavaleants Ramalho,” Framcrsca Kalline de Almeida Barreto,” Debarah Nunes de Melo Braga,” Adrians Rocha Simiao,"
Mayara Jane Miranda da Silva,” Rhaquel de Morais Alves Barbesa Dliveira,' Clayton Pereira Silva Lima" Camila de Sousa Lins®

Ralael Ribeiro Barata,” Marcels Nunes Persira Melo," Michel Platini Caldas de Souza," Lucians Monteire Franco,” Filie Rocha Fernandes Thvora,®
Daniebe Rocha Oueiraz Lemes” Carlos Hemrigue Morais de Alescar” Ronaldo de Jesus,” Vagaer de Souza Fonteca " Lesnando Hermes Dutra,™

Amidré Luiz de Abrew,"™ Emerson Luiz Lima Araijo." André Ricardo Ribas Freitas,” Jodo Lidio da Silva Gongalves Vianes Jimier," Oliver G Pybus.’

Luiz Tadew Meraes Figueiredo,” Nune Rodrigues Faria,*™" Mércio Roberto Teineira Nunes," Luciano Pamy de Goes Cavalcanti,'™ and

Fabls Miyajima""*

'Fedderal University of Ceard, Fortaleza, Brazil, “Central Public Heabh Leboratory of Ceand State, Fortales, Brasl, “irlogy Ressanch Cemter, University of 530 Paul, Ribeirdo Pretn, Brail,
*Department of Foology, Lniversisy of Duford, Deford, Unibed Kingdom, *Oepartmen of Research in Wirmingy and Binmchnology, Eorgas Memorinl instiuute of Health Studies, Pnama Ciyy, Panama,
“Faculdade de Medicina do Certro Lniversitario Christus, Fortalers, Ceard, Braeil, "Death Verification Serice Or Rocha Futads, State Health Sacretariat of Ceard, Fortalera, Ceard, Bras], vandr
Chaygas Instiaute, Mirastry of Heabh, Aranindeua, Braoi, Y inversidade Federal de Minas Geraix, Brazl, “Mirisiry of Heath, Brasika, Braril, ' Facuidade de Medicina S3o Leopalso Mardic,
Campinas, S0 Pauly, Brazll, “Department of infectious Disease Epidemiology, imperial College: Lndon, Londn, Linited Kingdom, and "Oswaids Cror Foundation (Fincre). Branch Ceara, Eusehia,
Brail

Background. Chikungunya virus (CHIKV) emerged in the Americas in 2013 and has caused approximately 2.1 million cases
and »600 deaths. A retrospective investigation was undertaken to describe clinical, epidemiological, and viral genomic features as-
sociated with deaths caused by CHIKV in Ceard state, northeast Brazil.

Methods. Sera. cerebrospinal fuid (CSF), and tissue samples from 100 fatal cases with suspected arbovirus infection were tested
for CHIKV, dengue virus (DENV), and Zika virus (ZIKV). Clinical, epidemiological. and death reports were obtained for patients
with confirmed CHIKY infection. Logistic regression analysis was undertaken to identify independent factors associated with rigk
of death during CHIKV infection. Phylogenetic analysis was conducted using whole genomes from a subset of cases.

Results.  Sixty-eight fatal cases had CHIKV infection confirmed by reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction
(52.9%), viral antigen (41.1%), and/or specific immunoglobulin M (63.2%). Co-detection of CHIEY with DENV was found in 22%
of fatal cases, ZIKV in 2.9%, and DENV and ZIKV in 1.5%. A total of 39 CHIKV deaths presented with neurological signs and symp-
toms, and CHIKV-RNA was found in the CSF of 92.3% of these patients. Fatal outcomes were associated with irreversible multiple
organ dysfunction syndrome. Patients with diabetes appear to die at a higher frequency during the subacute phase. Genetic analysis
showed circulation of 2 CHIKY East-Central-South African (ECSA) lineages in Ceard and revealed no unique virus genomic muta-
tion associated with fatal outcome.

Conclusions. The investigation of the largest cross-sectional cohort of CHIKY deaths to date reveals that CHIEV-ECSA strains

can cause death in individuals from both risk and nonrisk groups, including young adults.

Keywords.

chikungunya virus: Alpfuevirus, arthritogenic: arbovirus: fatal cases.

Chilungunya virus (CHIKV) is an enveloped, single-stranded
positive-sense RNA virus that belongs to the Alphavirus genus,
Togaviridae family [1]. It is mainly transmitted to humans by
the Aedes aggypti and Aedes albopictus mosquitoes. Most cases
are characterized by an acute infection with fever, myalgia, ex-
anthema, and arthralgia lasting up to 3 weeks postinfection [2,
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3). For somse CHIKV cases, arthralgia can persist for =3 months,
indicating a transition to a chronic stage [2, 3].

In July 2014, the first autochthonous chilungunya cases were
reported in Brazil. Genetic analysis revealed the co-circulation
af 2 distinct genotypes introdoced almost simultaneously in
the country. CHIKV Asian genotype was detected in Amapd
state, North Brazil and the CHIKY East-Central-South African
(ECSA) genotype was first reported in Bahia state, Northeast
[4]. Until Decernber 2019, 800 000 CHIKY cases were notified
in all regions of Brazil [5).

Between 2013 and 2019, the Pan American Health
Organization reported 631 deaths associated with CHIKY in-
fection in South America, likely an underestimation of deaths
caused by CHIKV [6]. The highest number of CHIKY-related
deaths in the Americas, 214 deaths, was reported in the Ceard
state, Northeast Brazil, where an Arbovirus Death Investigation
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Committee was created due to the high mortality rate and in-
crease of suspected arbovirus-associated deaths [6-8]. This
high number of reported fatalities is comparable to what was
observed in La Reunion Island [9, 10]. where the outbreak was
caused by the CHIKV Indian Ocean lineage [11]. In addition,
neurologic infections and fatal cases were previously reported
during the CHIKV epidemic in 1963-1965 in India [12-14].
Despite their impaortance for public health management, ep-
idemiological and clinical investigations of fatal cases caused
by CHIKV typically focus on case reports [15-21]. Moreover,
no information exists on the genetic diversity of CHIKV circu-
lating in Ceard state. This study summarizes the demographic,
dlinical, laboratorial, and postmortem findings of the largest
cross-sectional cohort of CHIEY deaths to date.

MATERIALS AND METHODS

Study Population and Ethics Statemeat
We selected all fatal cases with clinical suspected arboviral
infection and sera, cerebrospinal fluid (CSF), and tissue sam-
ples available recorded by the Death Verification Service of
State Health Secretariat of Ceard, between Decemnber 2016 and
October 2017. In each case, autopsies were undertaken within
12 hours postmortem. Sera, CSE and tissue samples were col-
lected and stored at —80°C for subsequent investigation. Tissues
were also conserved in formalin-fixed blocks, and were sent to
Evandro Chagas Institute and the Bragilian Ministry of Health
for arbowiral histopathological and immunchistochemistry
(IHC) analyses. The study was conducted after approval by the
ethics committee of the Federal University of Ceard (CAAE
number: 859214183.0000.5054), Brazil.

Caze Definitions

A suspected fatal case of CHIKV infection was defined as a pa-
tient that presented with fever, rash, arthralgia, headache, and/
or myalgia during the hospitalization or perimortem period.
A confirmed CHIKV death was defined as a suspected fatal case
associated with CHIKV infection, plus | positive laboratory re-
sult for CHIKV either by reverse-transcription quantitative pal-
ymerase chain reaction (RT-qPCR), immunoglobalin M (Ight)
detection, and/or IHC [5]. In addition, we defined an acute fatal
outcome as a case that lasted up to 20 days, representing the
acute disease; and a subacute fatal outcome, as a case that lasted
longer than 20 days up to 90 days. Patients with neurologic
manifestations (eg, confusion and syncope) and RT-qPCR or
IgM detection against CHIKV in CSF were considered to have a
central nervous system infection caused by CHIKY [5].

Labaratary Testing
RMA from CSF and brain tissue was extracted using the
QILAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen) and the ReliaPrep RNA
Miniprep Systems (Promega), respectively. Extracted BNA was
tested by specific RT-qPCR for CHIKV [22], DENV [23], and

ZIKV [24]. We also tested the postmortem sera and CSF sam-
ples using Igh-capture enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISAs) for antibody response against CHIKY ({Ewroimmun),
DENV (Serion), and ZIKV (NovaTec Immundiagnostica
GmbH]). In addition, an ELISA for DENV-NS1 antigens {Bio-
Rad Laboratories) was used. We also performed IHC analysis of
liver and brain tissue samples of all patients [25].

Based on the laboratory diagnosis from the investigation of
fatal cases of CHIKV, complete clinical records were obtained
from the laboratory management system ({Gerenciador de
Ambiente Laboratorial [GAL]). Autepsy records for confirmed
CHIKYV fatal cases were ohtained from the Death Verification
Service (www.saude.ce gov br). Demographic, epidemiological,
and clinical data (including comorbidities/immunosuppression
history) were extracted from GAL, autopsy records, and home
visit reports with the family of patients who died.

Epidemiological Data

Epidemniological analysis of autochthonous CHIEY cases in
Ceard state was undertaken using weekly reports of suspected
cases from January to December 2017. Epidemislogical reports
of cases were obtained from the Brazilian Ministry of Health.
Incidences were calculated based on the estimated population
of Ceard state in 2017, as reported by the Brazilian Institute of
Geography and Statistics (www.ibge.gov.br).

Statistiesl Analysis

Diescriptive analyses of results are reported as frequencies, arith-
metic means, and ranges (when appropriate). The Mann-Whitney
U test performed in RStudio 12,1335 (wwwrshudio.com), was used
to comypare groups with comorbidities. For the regression analysis,
the outcome variable was dassified as patients with fatal outcoms
during the acute or subacute phase of the disease. The most frequent
comorbidities in our cohort were used for statistical analbysis. To de-
termine comorhidities that may affect the frequency of death during
the acute or subacute phase of the disease, we conducted a univar-
iate ogistic regression analysis, followed by a multivariable logistic
regresgion comtrolling for sex and age. P vahies with a <05 were con-
sidered to be significant. Statistical analyses were performed with the
Stata version 14 software (StataCorp).

Viral G 3= ing amd Phyl ic Analysis

Genome sequencing was performed using a targeted multiplex
PCR scheme that can amplify both CHIKV genotypes circu-
lating in Brazil [26]. This was followed by Manopore genome
sequencing using the MinlON sequencing platform (Oxford
Manopore Technologies) [26]. Preliminary runs showed that
all sequences belonged to the same genotype. To improve con-
sensus sequencing coverage, we selected 36 publicly available
full genome strains and redesigned CHIKV specific sequencing
primers for the genotype identified on preliminary runs by cor-

recting mismatches. Consensus sequences were generated with
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a validated bioinformatics pipeline. considering a minimum
coverage depth of 20 [26].

Mewly generated CHIKV consensus sequences were aligned to
&7 publicly available whole-genome sequences from Brazil using
MAEFT version 7450 [27]. A maximum likelihood (ML) phylo-
genetic tree was estimated with RAxML version 8 [28] using the
GTR+1+y substimtion model [28] Dated phylogenetic trees
were estimated using BEAST version 1.10 under a GTR+I+y
madel [29]. We used a strict molecular clock mode and a Skygrid
tree prior [30] that were previously determined as best-fit models
[29]. Evolutionary analyses were run independently in duplicate
for 50 million steps, and sampling parameters and trees every
10 D00 steps. Maximum dade credibility surnmary trees were gen-
erated using Tree Annotator version 1.10 [29].

Data Availability
Protocolsand the new sequencing primersare publichy availableat
caddecentre.ong/protocols. Epidemiological data, phylogenetic
trees, XMLs, and Ceard CHIKV genome sequences are available
on the DRYAD repository (available on https://datadryad.org’
stash/share/y0poMC_pufbi2 DEAelhcOd]DOjFYlud_DSs56V-
fMC8). New sequences have been deposited in GenBank with
accession numbers MT&77206-MT877211.

RESULTS

In 2017, Ceard state in Brail experienced a major CHIKV outbreak
accounting for 65.7% {n = 105 229/160 166) of suspected cases in all
27 Brazilian federal states in that year. CHIKV incidence in Ceard
state was |1 166 suspected cases per 100 000 inhabitants, the highest
in the country [31]. Within Ceard, the municipality of Fortaleza
{state capital city) accounted for the majority of CHIKY suspected
cases (n = 61 825/105 229 [58.8%]) (Figure LA). Moreover, Ceard
notified a total of 194 CHIKV-related deaths in 2007 [32]. This cor-
responds o a case-fatality rate of 1.8 deaths per 1000 cases in 2017.
Importantly, Fortaleza city reported the highest number of CHIEV-
related deaths (n = 144/194 [74.2%]) in 2017 in Cears [8]. As ex-
pected. CHIKV deaths followed a similar temporal distribution to
that of the suspected cases in Ceard, with most cases reported in
Fortaleza (Figure LA and 1B).

We nsed RT-qPCR. seralogy, and THC to ascertain the cause
of death of 100 suspected arboviros fatal cases. A total of 68%
(68100 of the cases were positive for CHIKV by at least | diag-
nostic method (Figure 1C). Of these, 70.6% (48/68) were pos-
itive by 2 or more methods. We found that 73.5% (50/68) of
deaths were positive for CHIKV only, while 22% (15/68) had
viral co-detection with DENV, 2.9% (2/68) co-detection with
ZIKV, and 1.5% (1/68) with both DENV and ZIKV. Moreover,
CHIKV-RMA was detected in the CSF of 52.9% (36/68) and
in the brain of 11.1% (4/36) of the cases. Notably, no DENY
or ZIKV RMA was detected in the CSF of CHIKY deaths
(Figure 1C).

Figure 2 presents an epidemiological characterization
of the 68 CHIKV-confirmed deaths analyzed in this study.
CHIKY deaths occurred predominantly in adults aged
240 years (n = 42/68 [61.8%]), with 29.4% (20/68) in mid-
dle-aged adults and 32.4% (22/68) in the elderly. The average
age was 47.6 years (median, 51 vears), ranging from 3 days to
85 years. Most CHIKV deaths occurred in females (n = 37/68
[54.4%]). We also report 5 CHIKY deaths in infants and 5 in
children (Figure 24).

The general clinical manifestations presented by CHIKY
deaths were fever (n = 44/68 [64.7%]), arthralgia (n = 29/67
[43.3%]), cardiac symptoms such as cardiac arrest (n = 2367
[343%)]), dyspnea (n = 23/68 [33.8%]), disrrhea (n = 23/68
[33.8%]), neurclogical symptoms such as confusion and syn-
cope (n = 17/67 [25.4%]), headache (n = 13/68 [19.1%]), and
renal failure {n = 4/68 [5.9%]) (Figure 2B). The average time
between the onset of symptoms and death was 12 days (range,
1-90 da!.rs]. Out of the 68 CHIKV deaths, 79.4% (54/68) were
patients with acute infection with fatality occurring op to
18 days from the onset of symptoms. On the other hand, 16.2%
{11/68) of fatal cases were patients with subacute infection. It
was not possible to obtain information on the date of symptom
onset for 3 patients (4.4%). Of the 36 fatal cases with CHIKV
RMA positive in CSF, 3 CHIKV deaths were patients presenting
with up to 20 days of infection.

Subsequently, we amalyzed comorbidity and immuno-
suppression records available for 65% (44/68) of CHIKV
deaths. No comorbidities were reported in 45.5% (20/44) of
the medical records, while 27.3% (12/44) had 1 comorbidity,
25% (11/44) had 2 comorbidities, and on]y 2.3% (1/44) had
3 comorbidities. The most frequent comorbidities were hy-
pertension in 40.9% (18/44) and diabetes in 15.9% (7/44) of
CHIKV deaths (Figure 2. All patients with disbetes also had
hypertension, but only 38.9% (7/18) of patients with hyperten-
sion had diabetes.

The average age of CHIKY gdesthe in pecple with
comorbidities (60 years [range, 31-85 vears)) differs from the
average age of CHIKYV deaths in those without comorbidities
(374 years [range, 3 days-79 vears|) (P= 003, Mann-Whitney
L7 test). Multivariable logistic regression analysis, controlled for
age and sex, suggests that the risk of dying during the subacute
phase of CHIKV infection increases 7 times in cases with dia-
betes when compared to cases without diabetes {odds ratie, 7.7;
P = 033; Table | and Supplementary Table 1). No statistically
significant difference was observed between the days to death
of patients with and without comorbidities (P = 2855, Mann-
Whitney L' test). No immunosuppression by cancer, haman im-
munodeficiency virus, or corticosteroid treatment was reported
in CHIKW deaths.

For 42 (61.8%) autopsied CHIKV deaths, heart and/or respira-
tory failure were the most frequent causes of death (76.2% [32/42]).
Autopsies revealed vascular congestion and ederna in main organs
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of CHIKV deaths {Figure 3). Also, CHIKV deaths were frequently
associated with hepatitis (58.5% [24/41]), preumonitis (52.4%
(2202, spocarditis (36.6% [15641]), wnd encepludiis (214%
[9/42]) (Figure 3 and Supplementary Table 2). Other frequent find-
ings in the lungs were hemorrhage in 57.1% (24/42), 54.8% (23/42)
atelectasis, 313% (14/42) megakaryocytes, and 26.2% (11/42)
hemosiderophages (Supplementary Figure 1).

To elucidate the genetic diversity of CHIKV sirains in Ceard,
we ced the viral g from 7 samples recovered from 6
CHIKY deatles (patients 8, 12, 22, mul 27 (o CSF sunphes pratient
59 from blood; and patient 4 from CSF and blood). ML and Bayesian
phylogenies suggested that sequenced CHIKV strains formed 2 mon-
ophyletic clades {1 and 2) with maximum statistical support within the
ECSA lineage circulating in Bragil (bootstrap score = 100, posterior
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suppart = LOOL Our analyses suggest that CHIKY was introduced
into Ceardi state between early 2015 and mid 2016, with the most
common ancestor for each custer at around eary to mid-2016 (cluster
I: 2016.60 [95% highest posterior density {HPD}, 2016.39-2016.90];
cluster 2 = 201654 [95% HPD, 2015.5-2016.83]) (Figure 4). Based
on the analysis of the genomes obtained in this study compared o
the genonwes available, we did not find mutations associated with en-
hanced infection and transmission in mosquitoes, or increased vir-

Herein, we perform the most comprehensive characterization
with description of clinical, demographic, and laboratory find-
ings of the largest cross-sectional study population of confirmed
CHIKY deaths to date. We confirm CHIKV infection in &8 cases
and exclude co-detection with ZIKV and/or DENV in 73.5% of
them. Although comorbidities and older age play an important
rode in CHIKV deaths, we show that almost half of fatal cases did
not have any comorbidities and that 38 2% (26/68) of them wene

Table 1. Univariate amd Multivariable Logistic Regression Analysis of the Presence of Acwte or Subscute Fatalities by Chikengunya Inlection
Risk: Fatality During Subacute Diseass
Sympioems Unadjusied OR 155% Clp Piake i Adjusted OR H5% CO Pzl
Hypertension
Mo Ref Fed Fiaf Ret Raf At
Yas 7 (58-13.2) il 41 |B2-26. 5 o
Diabetes
o Ref Ret Ref Ref Ref RAef
Ve 8.93 11.2-40.50 o33 P IL2-B00) i =]
Mo Ref Ret Reaf Ref Reef Red
Vs 150 (20=10.8) a7 ] [ 20-73.4} 472

A adjuats by dax (OF, 01.98 P = 956| and aga |OR, 1.00; F= 965

Abbrersiations: €1, condidence imerval; OR, odds rake. Resuls with o< 0.05 am shown in tha Dokd
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aged =40 years, In addition. cur autopsy results point to cardiac
edena as the main death canse in the course of CHIKV infection.

In contrast to other arboviral diseases (eg. DENV and
ZIKV), CHIKV infection is symptomatic in mest individuals,
manifesting as a typical rapid-onset febrile disease, charac-
terized by intense arthralgia, myalgia, headache, and rash [2].
The clinical manifestations described herein for the 68 CHIKY
deaths were consistent with previous case reports of typical

CHIKV infections [2]. However, the detection of CHIKYV RNA
in the CSF of 36 patients and 4 brain samples and the high fre-
quency of nenrological symptoms are strongly indicative of a
neurotropic role of CHIKV associated with a severe central
nervous system infection in more than half of CHIKV-deaths.
CHIKYV deaths have only been reporied as an outcome of
acute infection [15-20]. However, 16.2% of the fatal cases in
our study were subacute CHIKV infection, with symptom
onset within 25-90 days prior to death, showing that subacute
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CHIKV infections may also have a fatal outcome. These find-
ings are consistent with studies that demonstrate that the peak
of excess deaths occurs with a lag of 1 month in relation to
reported cases of chikungunya [33]. Subacute CHIKV deaths
especially may be underreported as their long-term duration
might decrease the idea of an association between a CHIKY
diagnosis and a deadly outcome, while increasing the apparent
importance of comorbidities or even hospital-acquired infec-
tions as the main cause of death [6].

Severe chikungunya infection has been correlated with age
dependency and follows a U-shaped parabolic curve [2]. Here,
we confirmed that middle-aged adults and the elderly consti-
tuted the majority of CHIKV deaths, followed by infants and
children, while no fatal cases in adolescents were identified [2].
However, 23.5% of CHIKYV deaths occurred in young adults,
indicating that deaths by CHIKV infection do occur at young
ages more than previously anticipated. Future clinical and epi-
demiological studies of CHIKY could help to shed light on the
risk of infection and disease severity per age class.

Previously reported risk groups for severe chikungunya in-
fection were patients with comorbidities or those immunocom-
promised [2]. Our results partially support this conclusion, as
54.5% of our cases had at least 1 comorbidity. Notably, we ob-
served that diabetes considerably increases the risk for death in
the subacute phase of CHIKV infection. However, 45.5% did
not have any comorbidity reported in their medical records. In
addition, none of our cases had any medical history of immu-
nosuppression. Collectively, these results suggest that chikun-
gunya infection can lead to patient death even in the absence of
an underlying medical condition.

Our autopsy and histopathological analyses suggest that
multiple organ dysfunction syndrome in CHIKV infection
may occur by hemodynamic disturbance (vascular conges-
tion, edema, and hemorrhage) of main organs, predominately
heart and lungs. Also, the presence of hemosiderophages and
megakaryocytes within the lungs suggests a role for increasing
pressure on alveolar capillaries leading to hemarrhagic compli-
cations, as previously described for DENV [34, 35]. Therefore,
careful monitoring of fluid balance and administration of hypo-
tonic solutions can be required as part of clinical management.

CHIKV has widely spread throughout Ceard state. Our ge-
netic analysis revealed that virus strains circulating in the state
belong to the CHIKV-ECSA genotype introduced in Bahia state
in 2014 [4]. We found no amino acid mutations associated with
enhanced infection and transmission in mosquito vectors [11].

Our results demonstrated that CHIK V-associated deaths are
not a rare event during large outbreaks, and may occur even in
low-risk populations (young age and no comaorbidities). Thus,
the total disease burden must be reevaluated considering these
outcomes. Guidelines and diagnoses need to be improved to
prevent fatal outcomes in CHIKV-infected patients.
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Background: Outbreaks of Chikungunya virus (CHIKV) virus occurred in Brazil between
2015 and 2017. Fortaleza, was one with most cases reported. Methods: A cohort of women
among 15-39 years old collected baseline information from women in Fortaleza, Brazil in
2018 (Zika in Fortaleza — ZIF). We collected sera to detect CHIKV IgG and IgM antibodies.
Risk factors for Chikungunya infection were identified through Poisson regression model.

Results: We evaluated 1,466 serum samples. 13,8% and 37,2% women were found positive
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for CHIKV-IgM and IgG antibodies. Living with more than 4 members in the same
household and having an abandoned house next to the house were found to be a risk factors
for CHIKV. Being currently pregnant was found to be protective for CHIKV infection, which
was related to pregnant women used more repellent, inside and outside the home, than non-
pregnant women. Conclusions: Crowding in household and abandoned houses can increase
the mosquito population around the area where families live. Policies providing better living
conditions and government care of abandoned buildings are necessary to control the
mosquitoes population. Programs addressing free repellant to pregnant women should be

extended to the population in the neighborhoods where mosquito control are more complex.

Keywords: Chikungunya virus; prevalence; IgM antibodies; IgG antibodies; Brazil; Fortaleza



