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RESUMO

Nos Ultimos anos, virus como o Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV)
produziram um grande nimero de surtos epidémicos ocasionando significante incremento nas
taxas de morbidade e mortalidade. A cocirculacdo entre arbovirus constitui um desafio
adicional, ndo apenas para o diagnostico e a assisténcia terapéutica aos pacientes, mas para
vigilancia epidemioldgica. Objetivou-se aqui realizar um estudo soroepidemioldgico e
molecular de chikungunya no estado do Ceard referente ao periodo epidémico de 2017,
identificando possiveis casos de codetec¢éo e/ou coinfeccdo de CHIKV com DENV e/ou ZIKV.
Através de um estudo transversal, 370 amostras foram selecionadas a partir da soroteca do
Laboratdrio Central de Salde Publica do Ceard (LACEN-CE), composta por amostras
encaminhadas para o diagndstico de chikungunya entre abril e setembro de 2017 que tiveram
sorologia reagente para IgM anti CHIKV e que estavam até o 102 dia de sintomas no momento
da coleta. Essas amostras foram testadas por sorologia (ELISA) para IgG anti CHIKV, IgM e
IgG anti DENV e anti ZIKV e antigeno NS1-DENV e por biologia molecular (qQRT-PCR) para
CHIKV, DENV e ZIKV. Os dados sociodemogréficos foram obtidos através das fichas
epidemioldgicas e do sistema de gerenciamento de ambiente laboratorial (GAL) e juntamente
com os resultados laboratoriais foram compilados e analisados em programa estatistico (Stata,
v. 14.0). Das 370 amostras selecionadas, 11 foram excluidas por critérios técnicos e 359
mantidas no estudo. Os resultados apontaram o predominio do sexo feminino (64,9%), da faixa
etaria entre 30-59,9 anos (49,6%) com mediana de 37,9 anos. Amostras com auto-relato de
inicio de sintomas compreendidos entre 6 e 10 dias foram a maioria (76,9%), com mediana de
6 dias, e quanto a origem do encaminhamento, 0 maior nimero de casos foram do municipio
de Fortaleza (18,6%). Em aproximadamente 1 de cada 4 amostras analisadas (24,8%, 89/359)
foi observado codetec¢do de CHIK com as outras arboviroses estudadas, a mais frequente delas
foi entre CHIKV/DENV (88,8%, 79/89), com significancia estatistica quando comparada a
CHIKV/ZIKV (7,8%, 7/89). A tripla detec¢do (CHIKV/DENV/ZIKV) foi demonstrada em
3,4% desse total (3/89). A frequéncia de 1gG anti-CHIKV foi de 29,2%, 1gG anti-DENV 82,6%
e 1gG anti-ZIKV 49,3%; 59,4% tiveram sorologia reativa para ambos (IgG anti-DENV/ZIKV).
O antigeno NS1-DENV foi reagente em 1,76% das amostras, enquanto que a detec¢do por qRT-
PCR para CHIKYV foi confirmada em 14,8% (53/359) destas. A coinfec¢édo foi demonstrada em
3,8% (2/53) das amostras. Os resultados deste estudo confirmam a cocirculagdo arboviral
durante o surto epidémico de chikungunya em 2017 e de forma inédita revelam uma alta taxa

de codeteccéo, particularmente com DENV. A identificacdo da coinfecgdo entre CHIKV e



DENV merece destaque entre os resultados, por comprovar a cocirculacdo desses arbovirus em
um surto epidémico de grande predominancia de chikungunya. Ressalta-se aqui a relevancia da
realizacdo de testes laboratoriais complementares para o diagnostico diferencial em areas de
cocirculacdo de arbovirus, podendo contribuir decisivamente para medidas mais efetivas

vigilancia e de monitoramento de epidemias.

Palavras-chave: Virus Chikungunya, Virus da Dengue, Zika virus, Coinfec¢do, Epidemias
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ABSTRACT

In recent years, viruses such as dengue (DENV), Zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) have
produced a large number of epidemic outbreaks causing a significant increase in morbidity and
mortality rates. Cocirculation between arboviruses is an additional challenge, not only for
diagnosis and assistance to patients, but for epidemiological surveillance. The objective here
was to conduct a seroepidemiological and molecular study of chikungunya in the state of Ceara
during the epidemic season of 2017, identifying possible cases of codetection and / or
coinfection of CHIKV with DENV and / or ZIKV. Through a cross-sectional study, 370 were
selected from the biorepository at the Central Laboratory of Public Health of Ceara (LACEN-
CE), consisting of samples referred for chikungunya diagnosis between April and September
of 2017 that were reactive for IgM anti-CHIKV and that was up to 102 days of symptoms at the
time of collection. These samples were aditionally tested by ELISA for IgG anti-CHIKV, both
IgM and IgG anti-DENV and anti-ZIKV and NS1 antigen of dengue, as well as by molecular
biology (QRT-PCR) for each CHIKV, DENV and ZIKV. Sociodemographic data were obtained
from both epidemiological records and laboratory environment management system (GAL) and
then compiled with laboratory results generated by this study for statistical analyses (Stata, v.
14.0). Of these 370 selected samples, 11 were excluded due to technical issues and 359 kept in
the study. The results showed a predominance of females (64.9%), aged between 30-59.9 years
(49.6%) with a median of 37.9 years. Samples with self-reported onset of symptoms between 6
and 10 days were the majority (76.9%), with a median of 6 days, and regarding the origin of
the referral, the largest number of cases were from the city of Fortaleza (18 , 6%). Remarkably,
in approximately 1 out of 4 samples examined (24.8%, 89/359) codetection of CHIK was
observed with other studied arboviruses, the most frequent of which was between CHIKV /
DENYV (88.8%, 79/89), with statistical significance when compared to CHIKV / ZIKV (7.8%,
7/89). A triple detection (CHIKV / DENV / ZIKV) was demonstrated in 3.4% of that total
(3/89). The frequency of 1gG anti-CHIKV was 29.2%, 1gG anti-DENV (82.6%) and IgG anti-
ZIKV (49.3%); 59.4% had reactive serology for both (anti-DENV / ZIKV 1gG). The NS1-
DENV antigen was reactive in 1.76% of the samples, while the detection by qRT-PCR for
CHIKV was confirmed in 53 of the 359 samples (14.8%), however there was no significant
associations of these parameters with the time of symptoms reported. The results of this study
confirmed that arboviral co-circulation during the chikungunya epidemic period in 2017 and

revealed an elevated co-detection rate, particularly with DENV, in patients with a primary
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diagnosis of chikungunya. It also highlights the importance of undertaking complementary
laboratory tests for establishing differential diagnosis in areas of endemic cocirculation of
arboviruses, thus crucially contributing towards more effective surveillance measures to
monitoring outbreaks.

Keywords: Chikungunya virus, Dengue Virus, Zika Virus, Coinfection, Outbreak
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1. INTRODUCAO

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ARBOVIRUS

Arbovirus, termo que deriva da expressdo inglesa “arthropod born viruses” (Virus
transmitidos por artropodes) sdo assim designados ndo somente pela sua veiculagdo, mas,
principalmente, pelo fato de parte de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos. S&o transmitidos
aos seres humanos e outros animais através da picada de artropodes hematofagos, sendo
causadores importantes de doengas humanas em todo mundo (RUST.R.S, 2012).

Sao estimadas mais de 545 espécies de arbovirus, das quais, mais de 150 relacionam-
se com doencas em seres humanos. Com capacidade de desenvolver estratégias de
sobrevivéncia a longo prazo, esses virus contam, ainda, com grande variedade de espécies de
artrépodes potencialmente capazes de serem infectadas, principalmente mosquitos e carrapatos
(cerca de 300 espécies de mosquito podem transmitir arbovirus). Os mosquitos dos géneros
Aedes e Culex sdo os mais frequentemente associados a transmissao de arbovirus (CALISHER,
1998; GUBLER, 2001; LOPES et al., 2014; LIANG et al., 2015).

Os arbovirus circulam entre animais silvestres, e muitos deles causam doencas (ap6s
transmissdo) em humanos e/ou animais domésticos, que sdo os hospedeiros incidentais ou
terminais (DONALISIO et al., 2017).

Virus como Dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV) que perderam a necessidade
de amplificacdo enzodtica, agora produzem epidemias extensas em centros urbanos tropicais.
Muitos arbovirus que evoluiram e se diversificaram nos tropicos produziram cepas virulentas e
invasivas que causaram grandes surtos em latitudes temperadas. A capacidade desses virus de
causar doencas humanas depende de fatores que variam da epidemiologia, nivel de imunidade
da populacdo a genética viral (WEAVER S.C, REISEN WK., 2009; LOPES et al., 2014;
LIANG et al., 2015).

Os arbovirus incluem uma ampla variedade de virus de RNA, agrupados em diferentes
familias, onde as principais de interesse para a saude publica sdo: Togaviridae (contemplando
o0 alfavirus), Flaviviridae (contemplando os flavivirus), Reoviridae e Bunyaviridae (Go YY,
BALASURIYA UB; LEE CK, 2014). Estes grupos de virus contam com uma variedade de
tipos de genomas de RNA e de estrategias de replicacdo (WEAVER,S.C; REISEN,W.K. 2009).

As infecgdes por arbovirus nem sempre sdo clinicamente evidentes, muitas geram um
guadro assintomatico, e quando se manifestam, geralmente desaparecem espontaneamente apos

1 a 2 semanas com um periodo de viremia relativamente curto. O espectro clinico das
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arboviroses em seres humanos pode variar desde doenca febril indiferenciada, moderada ou
grave, com sintomas de gripe como febre, cefaleia, dor retro-orbital e mialgia; erupcdes
cutaneas como exantema ou rash maculopapular; artralgia; sindrome neuroldgica e sindrome
hemorragica caracterizada por petéquias, hemorragia e choque combinado com uma reducao
intensa de plaquetas, causando assim, um grande 6nus social e econdmico (CLETON et al.,
2012; LIANG et al., 2015; DONALISIO et al., 2017; MANSUY et al., 2018).

Apesar da distribuicdo global, a maioria dos arbovirus tende a ter uma distribuicao
geografica e climatica mais restrita, como parte de um subsistema ecoldgico especial,
representado pelos virus, vetores, hospedeiros amplificadores e reservatérios. A ocorréncia
destes virus associados a doengas humanas e animais ocorre em regides tropicais e subtropicais.
Porém, muitos também circulam entre espécies selvagens nas regides temperadas. O Unico
continente onde o0s arbovirus ndo sdo endémicos é o Antartico (LIANG et al., 2015; LOPES et
al., 2014).

A mudanca no comportamento antropoldgico, mudancas climaticas e a alta frequéncia
de mutages evolutivas sdo fatores determinantes na emergéncia de arboviroses (LIANG et al.,
2015). Arbovirus emergentes ou invasores podem amplificar-se a niveis epidémicos porque 0s
sistemas naturais foram alterados por modificacdes na genética viral, na composicdo ou
dindmica da populacdo hospedeira ou vetorial e /ou na estrutura ambiental (LIANG et al.,
2015).

Assim sendo, os surtos por arboviroses emergentes podem estar relacionados a
mudancas relativamente pequenas na genética viral ou a introdu¢do de novas variantes com
diferentes niveis de viruléncia e viremia, alcancando hospedeiro e aumentando o potencial de
amplificacdo (WEAVER; REISEN, 2010). Além disso, os arbovirus desenvolveram diferentes
estratégias evolutivas (como mutacBes e recombinacdo genética) decorrentes de pressdes
seletivas que aumentaram a competéncia viral de novas variantes com potencial epidémico e
favoreceram sua adaptagédo a novos ambientes e a diferentes vetores e hospedeiros (GUBLER,
2001; COFFEY et al., 2014).

1.2 CENARIO EPIDEMIOLOGICO

Nos ultimos anos os virus Dengue (DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV)
produziram um grande nimero de epidemias em todo o mundo, causando significativa
morbidade e mortalidade em diversas partes do mundo (MERCADO-REYES et al., 2019).
(Figura 01).
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Figura 01 - Mapa da Dengue, Zika e Chikungunya no mundo.

ZIKA VIRUS O CHIKUNGUNYA @ DENGUE

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (CDC)

Esses arbovirus emergentes responsaveis por epidemias recentes cocirculam em regies
geogréficas semelhantes, tropicais e subtropicais, utilizam-se do mesmo vetor e mecanismo de
transmissdo, sdo extremamente adaptados ao ambiente urbano e apresentam similaridade em
seus sinais e sintomas (COFFEY et al., 2014).

Sendo o Brasil um pais de clima tropical com uma vasta area de floresta e outros
ecossistemas naturais, oferece condicdes ideais para a reproducdo de vetores responsaveis pela
disseminacdo arboviral (VASCONCELOS et al., 2001; FIGUEIREDO, 2007). Atualmente,
diferentes arbovirus causadores de doengcas em humanos, como DENV, ZIKV, CHIKV,
Mayaro virus (MAYYV) e Oropouche virus (OROV) cocirculam pelo pais (CASSEB et al.,
2013; FIGUEIREDO, 2015; MOTA et al., 2016; DONALISIO et al., 2017).

1.2.1 Dengue

O DENV, arbovirus da familia Flaviviridae e género Flavivirus, € considerado o
causador da doenga viral transmitida por vetores com a propagacao mais rapida (WHO, 2013).
Medindo cerca de 40-50 nm, é esférico, com o envelope lipidico. O genoma tem
aproximadamente 11.000 bases de comprimento e é composto de trés proteinas estruturais e
sete ndo estruturais (GUBLER, 1998). As trés proteinas estruturais codificadas pelo genoma

sdo a proteina da membrana (M), a proteina do envelope (E) e a proteina da capside (C); as
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proteinas ndo estruturais (NS) sdo NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (GUZMAN
et al., 2016). Apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV1, DENV2, DENV3
e DENV4, que estdo amplamente distribuidos em diversas regides tropicais do mundo, sendo
responsaveis por surtos e epidemias em diferentes paises.

A identificacdo do DENV1 e DENV2 ocorreu por volta de 1940, enquanto o DENV3 e
0 DENV4 foram primeiramente isolados durante epidemias nas Filipinas em 1956
(LINDENBACH, 2007). As primeiras notificacfes de epidemias de dengue ocorreram em 1779
e 1780 na Asia, Africa e América do Norte. As ocorréncias simultaneas e proximas de
epidemias nos trés continentes indicam que o virus e o vetor estao distribuidos nos tropicos ha
mais de 200 anos. As epidemias iniciadas no sudeste Asiatico nas décadas de 1940 e 1950 se
expandiram para o resto do mundo nas décadas subsequentes e apds a Segunda Guerra Mundial,
pareciam estar sob controle na América Central e do Sul por conta da campanha contra febre
amarela iniciada pela Organizacdo Pan-Americana da Saide (OPAS), que foi interrompida em
1970. A partir de entdo, a dengue tornou-se uma das principais causas de internagdo e morte de
criancas em alguns paises (MURRAY; QUAM, 2013).

Grande parte das infeccBes é assintomatica e quando sintomética pode evoluir para a
cura ou para quadros hemorragicos/neurolégicos. A gravidade da doenca esta associada a
diversos fatores, dos quais se destacam: a resposta imunoldgica produzida diante de infeccdes
sequenciais e coinfeccGes por diferentes sorotipos, a viruléncia apresentada por alguns
gendtipos e caracteristicas genéticas do hospedeiro (HALSTEAD, 2007; GUZMAN e
HARRIS, 2015). Atualmente, essa doenca ainda afeta a maioria dos paises da Asia e representa
uma das principais causas de hospitalizacdo e mortalidade infantil (MACIEL; SIQUEIRA
JUNIOR; MARTELLI,2008).

No Brasil, a primeira epidemia de dengue documentada clinica e laboratorialmente
aconteceu em 1981-1982, em Boa Vista-RR, causada pelo DENV-1 e DENV- 4. Em 1986
ocorreram as primeiras epidemias no Rio de Janeiro e em algumas capitais da regido Nordeste.
Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada intercalando-se com
epidemias. No periodo entre 2002 e 2014 consolidou-se como um dos maiores desafios da saude
publica no Brasil (BRASIL ,2017). A doenga afeta principalmente a populagdo adulta, mas os
sistemas de vigilancia detectaram também uma tendéncia crescente a hospitalizacao, gravidade
da doenca e incidéncia em criancas e adolescentes. Hodiernamente no pais circulam os quatro
sorotipos da doenca: DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. Essas variantes apresentam um
complexo pleomorfismo em suas manifestacdes clinicas e epidemioldgicas e a infeccdo por um
sorotipo ndo confere imunidade para outro. (TEIXEIRA, BARRETO; GUERRA, 1999). Desta
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forma, configura-se como um preocupante problema de satde publica tendo em vista elevada
incidéncia anual, o que ocasiona uma acentuada busca aos servicos de salde por parte da
populacdo (MACIEL; SIQUEIRA JUNIOR; MARTELLI,2008).

No Ceara, casos de dengue sdo notificados desde 1986 e os quatro sorotipos ja foram
isolados (DENV-1 1986, DENV-2 1994, DENV-3 2002 e DENV-4 2011). A doenga desde
entdo tem apresentado periodos endémicos e epidémicos com o registro de pelo menos 14
periodos epidémicos nos anos de 1987, 1994, 2001, 2003, 2005, 2006, 2007, 2008, 2011, 2012
2013, 2014, 2015 e 2016; todos com incidéncia superior a 300 casos/100.000 habitantes
(CEARA, 2019; CAVALCANTI, 2018). Um estudo, referente a 2012, revelou a cocirculagéo
dos trés sorotipos (DENV-1, DENV-3 e DENV-4) e a identificacdo do DENV Gendtipo Il pela
primeira vez no estado (RAMALHO, 2018).

Desde 2015 Dengue apresenta circulacdo simultdnea com mais dois arbovirus
importantes, Zika e Chikungunya. (CAVALCANTI, 2018).

Em 2017, foram notificados 80.768 casos de dengue no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (SINAN), correspondendo a uma taxa de incidéncia no Estado de 279,0
casos por 100 mil habitantes, distribuidos nos 184 municipios. (CEARA, 2019) (Figuras 2 e 3).

Em 2018, até a SE 52, foram notificados 14.966 casos suspeitos e 3.698 (24,7%)
confirmados. (CEARA, 2019) (Figura 2).

Em 2020, até a SE 36, foram notificados 34.694 casos suspeitos, com 17.108 (49,3%)
casos confirmados (CEARA, 2020).

1.2.2 Zika

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus da familia Flaviviridae e do género Flavivirus,
causador de uma doenca exantematica aguda que ocorre em &reas tropicais e subtropicais do
mundo. O genoma consiste em uma molécula de RNA, de cadeia simples e de sentido
positivo.Séo reconhecidas duas linhagens, a africana e a asiatica, e trés gendtipos, 0 oeste
africano, o leste africano e o asiatico, sendo este ultimo o responsavel pelo surto ocorrido no
Brasil (LOWE, 2018). A transmissdo, na maioria dos casos, ocorre pela picada de mosquitos
do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti (RIBEIRO 2018).

ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 a partir do sangue de um macaco rhesus
(Macaca mulatta) utilizado como “sentinela” num estudo sobre febre amarela na floresta de
Zika, Uganda. A primeira caracterizacdo da doenca humana apos infeccdo por ZIKV (2 casos

baseados em soroconversao e um caso baseado no isolamento do virus a partir do soro de uma
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menina febril) ocorreu na Nigéria em 1954. De 1952 a 1981, vérias evidéncias soroldgicas de
infeccdo pelo virus foram reportadas em paises da Africa e em regides da Asia (LANCIOTTI,
2017; BRASIL/M.S, 2017; WEAVER et al., 2016). A primeira deteccdo direta de ZIKV na
Asia, bem como a primeira evidéncia de transmissdo por um vetor urbano ocorreu quando o
virus foi isolado de mosquitos A. aegypti coletados na Malésia em 1966. Onze anos depois, as
primeiras infeccdes humanas na Asia foram diagnosticadas na Indonésia, por soroconverso
(WEAVER et al., 2016).

As infeccdes por ZIKV em humanos eram raras até 2007, quando ocorreu a primeira
epidemia por este virus, em Yap, Micronésia (LANCIOTTI, 2017) que atingiu cerca de trés
quartos da populacdo e onde se verificou um curso benigno e autolimitado da infeccdo. Os
diagnosticos iniciais por meio de testes laboratoriais com analises rapidas, se confundiram com
0 DENV, onde este era considerado o provavel agente causador. No entanto, novas analises
imunologicas e moleculares, incluindo o sequenciamento de acidos nucleicos realizadas em
amostras do surto, indicaram aproximadamente 90% de identidade com o ZIKV (CABRAL-
CASTRO, 2016). Em 2013, o ZIKV alcancou a Polinésia Francesa, expandindo-se para varias
outras ilhas da Oceania, incluindo Nova Caledénia, llhas Cook e Ilha de Pascoa. Estima-se que
o surto polinésio francés tenha afetado aproximadamente 11% da popula¢do (HORWOOD et
al., 2013). Coincidentemente, durante esse surto, € descrita pela primeira vez a sindrome de
Guillain-Barré como complicacdo associada a esta infeccdo (CABRAL-CASTRO, 2016).
Durante esse surto, foram documentadas as primeiras evidéncias de risco de transmissdo atraves
dos bancos de sangue e a detec¢do de ZIKV (ou RNA viral) no sémen, saliva e urina (WEAVER
et al, 2016).

De acordo com a Organizagdo Pan-Americana da Salde, a circulacdo autéctone do
ZIKV nas Américas foi confirmada em fevereiro de 2014 . Em fevereiro de 2015, Ministério
da Saude comegou a monitorar o registro de casos de sindrome da erupcéo cutanea indefinida,
nos estados do nordeste do Brasil. O primeiro caso de ZIKV no Brasil foi detectado em abril
de 2015, e posteriormente, em maio do mesmo ano, 0 Ministério da Saude confirmou
laboratorialmente a circulagcdo autoctone do ZIKV. Os primeiros registros ocorreram nos
estados de Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN) e Bahia (BA), posteriormente, em
outros estados das regides Centro-Oeste e Sudeste, atingindo 19 estados brasileiros (CABRAL-
CASTRO, 2016; WEAVER, 2016; ARAUJO, et al., 2016) e afetando mais gravemente a regiio
Nordeste do pais, onde especialistas observaram associa¢do de malformagdes congénitas, o que
até entdo ndo havia sido descrito em outros paises que apresentaram surto da doenca
(BRASIL/M.S, 2017). No final de 2015, foi verificada a associacdo entre microcefalia e a
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infeccdo por virus Zika, cuja relagdo causal, bem como ligagcdo com outras malformacGes que
compdem esta sindrome congénita, ainda estdo sendo elucidadas (BROGUEIRA; MIRANDA,
2017). Isso levou o Brasil a declarar uma emergéncia nacional de satde puablica em novembro
de 2015, seguida por uma decisao semelhante da Organizacdo Mundial da Satude (LOWE et al.,
2018).

No Ceard, a partir de abril de 2015, ocorreu o surto de doenga caracterizada por erupcao
maculopapular, prurido e febre leve, hiperemia conjuntival, dor e incha¢o nos pulsos e
tornozelos. Uma unidade sentinela localizada no Hospital Sdo José, referéncia para doencas
infecciosas, coletou amostras para exames virais de pacientes com essas caracteristicas e as
enviou para 0 LACEN-CE, onde foram testadas e encaminhadas, para testagens
complementares, ao Instituto Evandro Chagas, laboratorio de referéncia em arbovirus, o qual
identificou em algumas das amostras a infeccdo pelo ZIKV (ARAUJO, et al., 2016).

Em 2017, no Ceard, foram registrados 3.495 casos notificados de Zika em 55,4% dos
municipios do Estado. Destes, 581 (16,7%) foram confirmados (CEARA, 2019) (Figuras 2 e
3).

Em 2018, até a SE 52, foram notificados 590 casos suspeitos e 37 (6,3%) confirmados
(CEARA, 2019). Em 2020, até a SE 36, foram notificados 535 casos suspeitos, com 86 (16,1%)
casos confirmados (CEARA, 2020).

1.2.3 Chikungunya

Doenca febril aguda causada pelo virus Chikungunya (CHIKV), um arbovirus
pertencente & familia Togaviridae e género Alphavirus. Originario da Africa, onde circula em
ciclos silvestres envolvendo vetores do género Aedes e primatas ndo humanos (Burt et al.,
2012). De ampla distribui¢cdo mundial e que tem causado grande preocupacao, principalmente
pelas debilitantes e duradouras manifestagdes clinicas que deixam os pacientes impossibilitados
de executarem suas atividades diarias ocasionando sérios impactos econémicos devido a
reducdo da produtividade. (CHIA et al., 2010; MOHAN et al., 2010; DONALISIO; FREITAS,
2015; KRUTIKOV; MANSON, 2016).

A denominagdo “Chikungunya” provém da lingua Makonde do povo Bantu e significa
“Aquele que se curva’’, relacionando-se a postura curvada do paciente devido a poliartralgia
intensa, debilitante e incapacitante relacionada aos que foram acometidos por essa enfermidade
(ROBINSON, 1955; PETTERSEN, 2015).

Em 1823, a chikungunya classica, um exantema viral em humanos, ocorreu em

Zanzibar, Africa Oriental, onde era conhecido como kidengapepo, que significa "febre de
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quebrar 0sso" (CARREY, 1971). A doenca foi descrita pela primeira em 1952 nas Planicies
Makonde, ao longo das fronteiras entre Tanzania e Mogambique (Africa Oriental). Surgiu como
uma doenca febril aguda com exantema e artralgia, mas que se diferenciava dos relatos
anteriores de dengue por se apresentar com uma dor articular intensa (ROBISON, 1955). Em
1953, uma epidemia que ocorreu em Newala, distrito da Tanzénia, permitiu, pela primeira vez,
0 isolamento do virus a partir do soro de um paciente febril e esclareceu também algumas
questdes relacionadas a patogenia viral (ROSS, 1956). A partir de entdo CHIKYV foi responséavel
por surtos emergentes e reemergentes em diversas regides tropicais e temperadas do mundo
(BRASIL /MS, 2014; LO PRESTI et al., 2014).

Na Asia, 0 CHIKV foi relatado pela primeira vez em Bangkok, na Tailandia, em 1958
(YANG et al., 1981). Durante as décadas de 1960 a 1990, foram registrados surtos na Republica
Democratica do Congo, Republica Centro-Africana, Malawi, Uganda, Burundi, Angola, Guiné,
Africa do Sul e Nigéria (RENAULT, 2012).

O virus manteve-se restrito em algumas regibes tropicais do mundo até 2004 e 2005
qguando reemergiu. Um surto na costa do Quénia, onde cerca meio milhdo de casos foram
registrados em 2004 no Atol de Lamu, propagou o virus para Comores, Mauricio, Ilhas Reunido
e outras ilhas do Oceano indico em 2005, chegando em 2006 a india, Sri Lanka, llhas Maldivas,
Cingapura, Malasia e Indonésia. No periodo, foram registrados aproximadamente 1,9 milh&o
de casos, a maioria na india (GONZALEZ-SANCHEZ; RAMIREZ-ARROYO, 2018).

Outras epidemias ocorreram em todas as ilhas do sudoeste do Oceano indico, exceto
Madagascar, no biénio 2005 — 2007 (BORGHERINI, et al., 2007; RAMFUL, et al., 2007;
SERGON et al., 2008).

Em 2006, foi observado aumento significativo no nimero de complica¢Ges neuroldgicas
associadas ao CHIKV, na taxa de mortalidade e em infeccbes fetais (BORGHERINI, et al.,
2007; RAMFUL, et al., 2007; SERGON et al., 2008).

Na Europa, o primeiro surto autoctone foi relatado em Emilia-Romagna, Italia em 2007.
Em 2010, ha relato de casos na india, Indonésia, Mianmar, Tailandia, llhas Maldivas, llhas
Reunido e Taiwan, todos com transmissdo sustentada. Franca e Estados Unidos também
registraram casos em 2010 (GONZALEZ-SANCHEZ; RAMIREZ-ARROYO, 2018). A Franca
relatou um numero significativo de casos autoctones confirmados em laboratorio em 2010,
2013 e 2014. Em 2014, ocorreu um surto de casos autoctones na Franca, Porto Rico, Miami e
Haiti (DELISLE et al., 2015).

Nas Américas, o inicio do CHIKV ocorreu em dezembro de 2013, na ilha caribenha de

Saint Martin, apés investigacao de doenca febril com resultados laboratoriais negativos para a
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dengue (ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016). O CHIKV emergente pertencia ao gendtipo
asiatico e se espalhou para 17 paises da América do Sul até dezembro de 2014. Desde seu
primeiro relatado, a transmissao autdctone foi identificada em 45 paises no Caribe, na América
do Norte, na América do Sul e na Ameérica Central (YACTAYO, S. et al., 2019 e HENRY, M
etal., 2017).

A condicdo de uma populagdo vulneravel ao CHIKYV, a distribuicdo dos vetores
competentes A. aegypti e A. albopictus e o intenso movimento de pessoas dentro e entre as ilhas
foram fatores que provavelmente contribuiram para a rapida disseminacdo do CHIKV nas
Américas (Central, do Sul e do Norte), onde mais de 1,2 milhdo de casos autoctones foram
relatados a Organizacdo Pan-Americana da Satde nas Américas no periodo de 2013 a 2014
(ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016).

No Brasil, em 2010, foram notificados os trés primeiros casos importados de
chikungunya (ALBUQUERQUE et al., 2012) e a transmissdo autoctone foi detectada em
setembro de 2014, na cidade de Oiapoque/AP e posteriormente em Feira de Santana/BA
(NUNES et al., 2015). Ndo houve identificacdo da mutacdo A226V nos casos registrados;
(SILVA et al., 2018b) Andlises filogenéticas e epidemioldgicas identificaram o gendtipo
asiatico como responsavel pela transmissdo autdéctone no Amap4, ja em Feira de Santana foi
isolado o genétipo ECSA, cuja introducdo foi resultante da imigracdo de um paciente
proveniente de Angola, o caso indice que desenvolveu sintomas da doenca na cidade da Bahia
(NUNES et al. 2015). Em 2015 o virus atingiu o Sudeste, sendo identificado o primeiro caso
de transmissao autdctone do virus no estado do Rio de Janeiro. Através de anélises filogenéticas
e caracterizagcdo molecular identificou-se o gen6tipo ECSA como responsavel pela epidemia de
CHIKYV na cidade do Rio de Janeiro em 2016 (SOUZA et al., 2017). No Brasil, a correlacao
entre Chikungunya e o Sistema Nervoso Central também foi observada apds a constatacdo do
CHIKV em amostras de tecido cerebral e liquido cefarraquidiano, coletadas na epidemia de
Chikungunya no estado do Ceard em 2017 (LIMA STS, SOUZA WM, CAVALCANTE JW, et
al., 2020).

No Ceara, foram registrados os primeiros casos importados de Chikungunya em meados
de 2014 e inicio de 2015. Em julho de 2014 foi relatado o primeiro caso de chikungunya
importado no municipio de Brejo Santo. Tratava-se de um seminarista residente em
Pernambuco, cuja provavel fonte de infeccédo foi da Republica Dominicana, para onde ele havia
sido deslocado. No mesmo periodo ocorreram 0s primeiros casos importados de individuos
residentes em municipios do Estado do Ceard. Esses individuos estiveram de férias na

Republica Dominicana. Em setembro foi relatado um caso importado no municipio de
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Aracoiaba e em dezembro um na cidade de Fortaleza (SIMIAO, et al., 2019). A ocorréncia do
primeiro caso autdctone deu-se em novembro de 2015, com a confirmag&o de um caso residente
no municipio de S8o Gong¢alo do Amarante, municipio do principal complexo portuario do
Estado (Pecém). O segundo caso autoctone ocorreu em Fortaleza, em dezembro de 2015, este
associado ao contato com caso confirmado laboratorialmente importado do estado do
Pernambuco. Desde entdo, a doenca apresentou carater explosivo, levando milhares de pessoas
as unidades de satde para tratamento das dores poliarticulares (CEARA, 2017).

Em 2016, houve transmissdo sustentada da chikungunya no Estado do Ceard,
caracterizando um cendrio epidémico, com 44.149 casos suspeitos, sendo que 28.706 (65,02%)
foram confirmados (CEARA, 2017).

Em 2017, foram notificados 139.501 casos suspeitos de chikungunya, destes, 105.232
(75,4%) foram confirmados por critérios clinico epidemioldgicos e/ou laboratoriais e 194
(0,14%) foram obitos. (Figuras 2 e 3). Houve predominio em individuos do sexo feminino, bem
como da faixa etaria compreendida entre 20-59 anos (CEARA, 2019).

O cenario epidemioldgico em 2018 foi bem distinto, com caracteristicas de
endemia. O nimero de casos notificados foi de 5.217, onde 14,4% (1.413/5.217) foram
confirmados, com taxa de incidéncia de 15,8/100.000 habitantes (CEARA/SESA, 2019). Em
2020, até a SE 36, foram notificados 3.014 casos suspeitos, com 19,1% (575/3.014)
confirmados (CEARA, 2020).

Figura 2 - Dados epidemiolégicos de dengue, chikungunya e Zika, até SE 52, Ceara, 2018-2019

ESTADO DO CEARA Até 52/2017 Até 52/2018*
CASOS NOTIFICADOS B0.768 14 966
DENGUE CASOS CONFIRMADOS 25012 3.698
T DE INC.CONF. {por 100 mil) 275,0 41,2
N2 DE OBITOS 26 11
CASOS NOTIFICADOS 1359.501 5.217
CHIKUNGUNYA CASOS CONFIRMADOS 105.232 1.413
T DE INC.CONF. {por 100 mil) 1.174.0 15,8
N2 DE OBITOS 194 1
CASOS NOTIFICADOS 3.495 590
CASOS CONFIRMADOS 581 37
ZIKA ]
T DE INC.CONF. {por 100 mil) 5,3 0,4
M2 DE OBITOS 0 0

Fonte: Sinan. Dados exportados em 15/01/2019.
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Figura 3 - Distribuicdo dos casos confirmados de chikungunya, Zika e dengue, com a introducéo
dos respectivos sorotipos, Ceara, 1986-2019
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Fonte: SESA/COVIG/NUVEP/Sinan. Dados exportados em 22/07/2019.

Desse modo, as arboviroses representam um grave problema de salde publica para o
Brasil. Isto ocorre principalmente porque, dentre outros fatores, o pais apresenta condi¢des
favoraveis para reproducéo dos vetores responsaveis pela dispersdo arboviral no meio urbano.
Atualmente, dentre os diferentes arbovirus em circulagdo, CHIKV vem merecendo maior
destaque pelo relevante aumento da incidéncia em regides nao endémicas e pela debilitante e
duradoura e, muitas vezes incapacitante artralgia e agravos reumaticos relatados pelos pacientes
acometidos (SIMON et al., 2007; FIGUEIREDO, 2015; MOTA et al., 2016; DONALISIO et
al., 2017).

1.3 DINAMICA DA TRANSMISSAO DO CHIKV

1.3.1 Vetor e reservatorio

Aedes aegypti (Ae. aegypti) e Aedes albopictus (Ae. albopictus), sdo 0s principais
vetores associados a transmissdo do CHKV quando se trata do ciclo urbano. Ambos os
mosquitos amplamente distribuidos, habitam principalmente regides tropicais e temperadas do
mundo (BRASIL, 2014). O Ae. aegypti é considerado o vetor primario para transmissdo do
CHIKV. Em 2006 Ae. albopictus foi identificado como o segundo maior vetor do virus em
locais onde o Ae. aegypti é considerado raro (Ilha da Reunido) e em locais onde ambos 0s

mosquitos sdo prevalentes. A emergéncia do Ae. albopictus como vetor do CHIKV se deu por
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uma mutacdo (E1A226V) na proteina E1 CHIKYV, o que facilitou a captacéo, replicacéo e
transmissao do virus pelo vetor (THIBOUTOT et al., 2010; TSETSARKIN et al., 2011).

O Aedes aegypti tem comportamento que propicia a transmissdo epidémica, porque a
fémea adulta se alimenta de sangue humano e durante um ciclo gonotrofico ela faz varios
repastos, deposita seus ovos em reservatérios de agua que sdo locais de preferéncia para
desenvolvimento das larvas e repousa dentro do domicilio com fécil acesso ao homem como
hospedeiro (GALAN-HUERTA et al., 2015). Aedes albopictus € zoofilico e antropofilico,
agressivo, silencioso, ativo durante todo o dia e tem uma vida mais longa que outros mosquitos
(acima de 8 semanas). Presume-se que a maioria das novas introdugdes do Aedes albopictus
seja pela presenca dos ovos em madeiras e pneus que sio exportados da Asia para o resto do
mundo. Os ovos do Aedes albopictus resistem as temperaturas baixas do inverno e eclodem no
verdo, porém as temperaturas baixas sdo desfavoraveis para o mosquito adulto (GALAN-
HUERTA et al., 2015).

No Brasil Ae. aegypti afeta predominantemente regides tropicais do pais (Norte,
Nordeste e CentroOeste) enquanto Ae. albopictus é mais comum nas areas mais frias, como o
Sul. Ambos os vetores combinados colocam cerca de 99% da populacdo do Brasil em risco de
aquisicdo de CHIKV (MADARIAGA; TICONA; RESURRECION, 2016).

Outras espécies de vetores do género Aedes (Ae. furcifer-taylori, Ae. luteocephalus, Ae.
dalzieli, Ae. vittatus, Ae. fulgens, Ae. vigilax, Ae. camptorhynchites, Ae. Neoafricanus)
participam da transmissdo no ciclo silvestre, que, apesar de ndo estar envolvido diretamente na
transmissdo do virus para os humanos, pode promover a infeccao de individuos que vivem nas
proximidades de florestas (JUPP & MCINTOSH, 1990, DIALLO et al., 1999).

A determinacdo da competéncia vetorial das populagdes de mosquitos € um parametro
fundamental na avaliacdo do risco de transmissao e disseminacdo do CHIKV (VEGA-RUA et
al., 2014).

Os humanos servem como o principal reservatorio do CHIKV em periodos epidémicos
(BRASIL, 2014). Durante periodos inter-epidémicos, diversos vertebrados sdo destacados
como reservatorios em potencial para o virus, tais como primatas ndo humanos, roedores,
passaros e outros pequenos mamiferos (GALAN-HUERTA et al., 2015; THIBERVILLE et al.,
2013).
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1.3.2 Transmissao

O CHIKV pode ser transmitido de forma silvestre ou urbana através de vetores
principalmente do género Aedes, distribuidos em diversas partes do mundo (JULIANO e
LOUNIBOS, 2005; CHARREL et al., 2007; HIGGS e VANLANDINGHAM, 2015).

De modo geral, o ciclo de transmissdao humano-mosquito-humano tem inicio quando um
vetor artropode, devido a necessidade de as fémeas realizarem a hematofagia para maturacédo
dos seus ovos, se alimenta de um hospedeiro vertebrado em estado virémico (BRASIL/MS,
2014, ROUGERON et al., 2015). Durante o periodo extrinseco uma gama de mecanismos é
ativada no mosquito para combater a infeccdo viral. Entretanto, os arbovirus possuem
estratégias para superar essas barreiras no mosquito e se multiplicam até atingir as glandulas
salivares do mesmo, onde serdo excretados durante o repasto sanguineo, infectando assim um
novo hospedeiro susceptivel. Nos seres humanos picados por um mosquito infectado, os
sintomas da doenca geralmente ocorrem apds o periodo intrinseco de incubacdo (CONWAY et
al., 2014; LIANG et al., 2015, PALOMARES et al., 2018). Apoés esse periodo, a viremia no
hospedeiro viabiliza a renovacdo do ciclo, a partir de um repasto sanguineo de um vetor
susceptivel (LUM; NG, 2015) (Figura 4).

Figura 4 - Ciclo de transmissdo silvestre e urbana do CHIKV.

Ciclo de Ciclo de

transmissao fransmissao
silvestre do CHIKV urbana do CHIKV
/ Aedes furcit E'J Aedes aagypll,

Aedes alricanus l AwL $ a.ww,a

Primatas nao-humanos |

\ / Humanos,
outros
vertebrados?

Aedes aegypti,
Aedes furcifer, Aedes africanus Aedes albopictus

Fonte: Powers, 2010.
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O periodo de incubacdo extrinseco dura em media 10 dias e, apds este, 0 vetor pode
infectar um hospedeiro susceptivel, como os seres humanos. O periodo de incubacéo intrinseco
pode durar de 1-12 dias, porém mais comumente é observada uma duracdo de 3-7 dias
(BRASIL, 2014) (Figura 5).

Figura 5 - Periodos de incubacéao extrinseca e intrinseca para 0 CHKV

0 mosquito se alimenta/ | O mosquito se realimenta
adquire o virus / transmite o virus
Periodo de Pe :iiudu
incubacdo - e =
extrinseco incubacdo
Intrinseco
Viremia
v
(U 5 8 12 16 20 |
! ey /'J; DIAS l“'\\
Doenca ~  Doenga
Humano 1 Humano 2

Fonte: Centres for Disease Control and Prevention/CDC e Organizagdo Pan-Americana da Salde.

Embora pouco comum, ha relatos na literatura de outros tipos de transmissdo do
CHIKYV, como transmissdo vertical por via transplacentaria e perinatal (LENGLET et al.,
LAOPRASOPWATTANA et al., 2016) e através do transplante de cérnea (COUDERC et al.,
2012). Em contrapartida, ndo ha evidéncias de que o parto cesariano altere o risco de

transmissdo, nem que o virus seja transmitido pelo aleitamento materno (BRASIL, 2014).

1.4 DIVERSIDADE GENETICA DO CHIKV

CHIKYV apresenta um unico sorotipo e, acredita-se, que confere imunidade protetora ao
longo da vida dos individuos recuperados (SAHADEDO et al., 2015).

Estudos de analise filogenética baseados em caracteristicas genotipicas e antigénicas
demonstram a existéncia 3 gendtipos e 1 linhagem, que foram denominados de acordo com o
primeiro local de isolamento: gendtipo Ocidental ou do Oeste Africano (WATf), genotipo
Oriental ou do Leste/Centro/Sul Africano (ECSA), genotipo Asiatico e a Linhagem do Oceano
Indico (IOL), que emergiu a partir do genétipo ECSA (CHOMPOOSRI et al., 2016; NUNES
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et al., 2015; VOLK et al., 2010; SUDEEP e PARASHAR, 2008; ARANKALLE et al., 2007,
POWERS e LOGUE, 2007; TSETSARKIN et al., 2007).

Os geno6tipos Oeste Africano e ECSA tiveram origem na Africa, evoluiram de um
mesmo ancestral selvagem e divergiram ha aproximadamente 350 anos atras (BURT et al.,
2012; COFFEY et al., 2013), estando relacionados aos surtos urbanos ocorridos em toda a
Africa subsaariana (VOLK et al., 2010, NUNES et al., 2015), sendo ECSA a mais prevalente
em diversas regides da Europa, Africa, Oceano indico e Sul da Asia (BURT et al., 2012;
COFFEY etal., 2013).

Anaélises filogenéticas mostraram que o gendtipo Asiatico evoluiu a partir da Linhagem
Africana Oriental entre os anos de 1920 e 1950, encontrando-se amplamente distribuida em
quase todos os continentes (POWERS et al., 2000; VOLK et al., 2010; TSETSARKIN e
WEAVER, 2011), sendo associado a extensas epidemias ocorridas no Sudeste Asiatico (VOLK
etal., 2010, NUNES et al., 2015). .

A linhagem do Oceano Indico (IOL), derivada da ECSA, (PAROLA et al., 2006;
POWERS et al., 2000; VOLK et al., 2010) foi primeiramente relatada entre os anos de 2005-
2006, sendo responsavel por epidemias explosivas nas llhas do Oceano indico e Asia entre
2005 e 2011 (VOLK et al., 2010, NUNES et al., 2015;SCHUFFENECKER et al., 2006),
espalhando-se por diversas regibes do Hemisfério Oriental, causando surtos em mais de 60
paises (REZZA et al., 2007; KUMAR et al., 2008, PULMANAUSAHAKUL et al., 2011;
TSETSARKIN, 2007). Salienta-se aqui uma importante epidemia ocorrida nas llhas Reunido,
territorio francés no Oceano Indico, atingindo uma populacdo previamente "naive" para
CHIKV, estimulando a realizacdo de muitos estudos tanto clinicos como epidemiolégicos
(GERARDIN et al., 2008).

A expansdo dessa linhagem foi atribuida a mutac6es adaptativas na posicdo 226 do gene
que codifica a glicoproteina E1 (com a substituicdo do aminoacido alanina por valina -E1-
A226V) (TSETSARKIN et al.,, 2007; LO PRESTI et al.,2016) que forneceu vantagem de
condicionamento fisico ao Aedes albopictus sem reduzir o condicionamento fisico do Ae.
aegypti, permitindo uma rapida diversificacdo da linhagem (SAHADEO et al., 2015). Alguns
estudos sugerem que esta linhagem pode ser mais virulenta, uma vez que foram observadas
manifestagdes clinicas atipicas como envolvimento neuroldgico, doenga em neonatos e 0bitos
durante uma epidemia nas Ilhas da Reunido, localizada no Oceano indico (BORGHERINI et
al., 2007; ECONOMOPOULOU et al., 2009).

Em 2013, o gen6tipo Asiatico do CHIKYV foi detectado na regido do Caribe e espalhou-
se por 38 paises da América (NUNES et al., 2013). No Brasil, além do gendtipo Asiatico
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detectado no Amapa e provavelmente importado da Guiana Francesa, também foi evidenciada
a circulagdo do genotipo ECSA na Bahia e Rio de Janeiro, proveniente provavelmente de
Angola onde este gendtipo ja eraendémico (VEGA-RUA et al., 2014). Em um estudo realizado
no Rio de Janeiro, identificou-se duas substituicGes de aminoacidos: uma na posicao 211 de
uma lisina (K) por uma Treonina (T) (K211T); e a outra na posi¢do 156 de uma valina (V) por
uma Alanina (A) (V156A (Souzaetal., 2017). Todavia, a mutagdo E1-A226V ndo foi detectada
nas cepas circulantes no Brasil (DA COSTA et al., 2017). No Ceara, o genétipo ECSA foi
identificado como circulando desde 2016 e sendo responsavel pela epidemia em 2017, contudo,
néo foi evidenciada nenhuma mutacdo (LIMA STS, SOUZA WM, CAVALCANTE JW, et al.,
2020).

Deste modo, o Brasil apresenta-se num contexto diferenciado na epidemia do CHIKV
nas Américas, com a cocirculacdo de cepas virais de dois gendtipos distintos. Além disso, a
dispersdo do genotipo ECSA no Brasil cria um ambiente propicio para a ocorréncia de surtos
similares aos observados nas ilhas do Oceano Indico, devido a presenca do Ae. aegypti e Ae.
albopictus, no pais (VEGA-RUA et al., 2014) (Figuras 6 e 7).

Figura 6 - Mapa da propagacao historica do CHIKV para a Asia, Europa e Américas a partir
do ciclo enzo6tico na Africa.
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Fonte: TSETSARKIN et al., 2016 - Adaptado.
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Figura 7- Distribuicdo geografica das linhagens do CHIKYV associadas aos surtos de 1953-2000
e 2001-2018.

CHIKV lineages QAsian QECSA OECSA (mutation E1-A226V)

Fonte: Tanabe, 2018

1.5 ORGANIZACAO DO GENOMA VIRAL

O CHIKV é um membro da familia Togaviridae pertencente ao género Alphavirus
(SCHUFFENECKER et al., 2006, VOLK et al., 2010).

Um total de 29 espécies de arbovirus pertencentes a este género sdo classificados em 7
complexos antigénicos distintos denominados como Barmah Forest, Eastern Equine
Encephalitis, Middelburg, Ndumu, Semliki Forest, Venezuelan Equine Encephalitis e Western
Equine Encephalitis. O CHIKV pertence ao complexo Semliki Forest, que envolve também
outros patdgenos causadores de febre, exantema e artralgia de importancia médica, tais como
os virus O’nyong nyong (ONNV), Mayaro (MAYV) e Ross River (RRV) (SOLIGNAT et al.,
2009).

O CHIKYV é esférico, pequeno e envelopado, sendo composto por um capsideo de
simetria icosaédrica envolvido por um envelope lipidico que mede aproximadamente 60-70 nm

de didmetro em pH neutro, sendo sensivel a dessecacdo e a temperaturas acima de 58° C
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(STRAUSS; STRAUSS, 1994; KHAN et al., 2002, SOLIGNAT et al., 2009, LUM & NG,
2015).

Na superficie do envelope lipidico localizam-se as glicoproteinas virais E1 e E2, as
quais se associam em heterodimeros, formando 80 trimeros, além da presenca na periferia da
glicoproteina E3 (UCHIME et al., 2013). O nucleocapsideo é constituido de uma proteina C do
capsideo viral e de uma molécula de RNA (STRAUSS; STRAUSS, 1986) (Figura.8).

O genoma linear, de sentido positivo, de cadeia simples, possui aproximadamente 11,8
kb de comprimento, sendo composto por uma molécula de RNA, de fita simples, polaridade
positiva que possui dois sentidos de leitura aberta, um na extremidade inicial e outro na cauda,
respectivamente cap 5’ e poly-A 3°. A primeira leitura compreende cerca de dois tercos do
genoma e codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) que participam da
replicacdo, nivelamento do RNA, clivagem poliprotéica, transcricdo e outras funcdes de
replicacéo viral.

A segunda leitura corresponde a uma proteina que sera clivada em cinco proteinas
estruturais (C, E3, E2, 6K e E1), que participam do processo de fusdo e interagem com
receptores celulares (STRAUSS; STRAUSS, 1986; WEAVER et al., 2012). Portanto, o genoma
do CHIKYV esta organizado em: 5 ‘cap_nsP1-nsP2-nsP3-nsP4-26S (regido de juncdo) -C-E3-
E2-6k-E1_poli (A) -3 ' (SOLIGNAT et al., 2009) (Figura 9).

As proteinas estruturais tém suas funcgdes distribuidas do seguinte modo: C funciona
como autoprotease (HARDY et al., 1990), E3 protege a superficie viral do pH durante o
processo de fusdo, E2 e E1 responsaveis pelo reconhecimento do receptor e a entrada do virus
nas células alvo pela fusdo de membrana (UCHIME et al., 2013) e 6K € rica em cisteina e possui
potencial hidrofébico (GAEDIGK-NITSCHKO; SCHLESINGER, 1990).

Figura 8 — Representacdo da estrutura do CHIKV

Estrutura do virus

Fonte: Weaver e Lecuit, 2015 — (Adaptado).
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Figura 9 — Organizagdo do genoma do virus Chikungunya e suas proteinas N&o Estruturais e
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Fonte: Weaver e Lecuit, 2015 — (Adaptado).

1.6 REPLICACAO VIRAL

Ainda que os eventos gerais da replicacdo do CHIKV sejam comparaveis aos de
outros alfavirus ha bastante a descobrir sobre a biologia especifica da replicacdo deste virus
(SILVA e DERMODY, 2017).

O CHIKYV exibe amplo tropismo, replicando-se em muitas células de vertebrados e
invertebrados. Os glicosaminoglicanos, que sdo expressos em muitos tipos de células
suscetiveis, parecem servir como fatores de ligacdo para aumentar a infectividade (SILVA e
DERMODY, 2017).

A replicacdo do genoma viral ocorre apds a ligacdo mediada por E2 as células. As
particulas ligadas ao receptor sdo internalizadas principalmente por endocitose mediada por
clatrina. O ambiente endossomal que apresenta pH &cido, desencadeia um rearranjo
conformacional das glicoproteinas E1 e E2 que recobrem a superficie do virion (BREHIN et
al., 2003, WEAVER et al., 2012). Em seguida, E1 expbe um peptideo hidrofébico que se insere
na membrana endossomal, estimulando a liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma (GAROFF
et al., 2004; KIELIAN et al., 2010, LI et al., 2010). Ap0s esta etapa, 0 nucleocapsideo se
desintegra liberando o0 genoma, que se ligara aos ribossomos como RNAm, dando inicio ao
processo de traducdo da poliproteina p1234, precursora das proteinas nédo estruturais (JOSE et
al., 2009; LEUNG et al., 2011).

A transcricdo do RNA+ e do RNA- é regulada pelo processamento da poliproteina ndo
estrutural p1234. No inicio da infeccdo a p1234 e clivada em nsP4 e p123. A nsP4 junto com a
p123 funciona como replicase para formacdo de RNA negativo. Durante a replicacao, quando
a concentracao de p23 esté elevada, esse precursor é processado em nsP1 e p23 originando um
complexo de polimerase que regula a sintese de RNA genémico positivos e negativos. Em

seguida, a p23 e processada em nsP2 e nsP3 resultando em um complexo da polimerase que
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produz apenas moléculas de RNA genémico positivas usando a fita negativa como molde. O
RNAm serve como molde para tradugdo da poliproteina precursora C-pE2-6k-E1 das proteinas
estruturais. A nsP2 cliva essa proteina em proteina de capsideo C. A poliproteina pE2-6k-E1 é
inserida a membrana do reticulo endoplasmatico e é processada em pE2 e E1 e chegam ao
complexo de Golgi onde séo glicosiladas e transportadas para a membrana plasmatica. Antes
de chegar a superficie da célula, a pE2 e clivada em E2 e E3. Os capsideos e 0 RNA+, formados
no citoplasma, migram para a membrana plasmatica. A montagem do virus ocorre pela ligacéo
eletrostatica do nucleocapsideo ao RNA proximo a membrana citoplasmatica. A particula viral
sai da célula por brotamento pela membrana citoplasmatica adquirindo o envelope lipoproteico
(GAROFF et al., 2004; JOSE et al., 2009; RUPP et al., 2015).

1.7 PATOGENESE

A patogénese da infecgdo por CHIKV em humanos ndo est plenamente definida, porém
as recentes epidemias tém ajudado a fornecer informacdes sobre células e organismos
envolvidos na replicacdo viral (CASTRO; LIMA; NASCIMENTO, 2016).

Durante o repasto sanguineo do mosquito infectado, o CHIKV ¢é inoculado na pele do
hospedeiro susceptivel juntamente com a saliva deste vetor que contém uma série de moléculas
com propriedades anti-hemostaticas e imunomoduladoras, o que induz a uma infiltracdo celular
precoce e 0 aumento de citocinas. Em seguida, ocorre uma fase de intensa reproducéo viral
atingindo primariamente os capilares subcutaneos, infectando e replicando em células
susceptiveis na pele: macrofagos, fibroblastos e células endoteliais (SOURISSEAU et al. 2007,
WIKAN etal., 2012, LUM et al, 2015). Isso efetiva a primeira fase de replicacéo viral e aciona
no organismo do hospedeiro uma resposta imunoldgica inicial para conter o virus na pele
(LUM; NG, 2015; SCHILT et al., 2010).

Apesar da resposta imune, o virus € transportado rapidamente a um 6rgédo linfoide
secundario onde o virus infecta e se multiplica em novas células (RYMAN; KLIMSTRA,
2008). Neste momento, diversas citocinas sdo produzidas, em especial o Interferon (IFN),
visando limitar a propagacdo do virus (TENG et al.,, 2011; LUM; NG, 2015). Uma vez
infectadas, estas celulas atingem a circulacdo sanguinea e se propagam para diferentes tecidos,
atingindo os principais orgdos-alvo como figado, musculos, articulagdes e cérebro. Nestes
tecidos, a infeccéo € associada a uma marcada infiltracdo de células mononucleares (GALLAN-
HUERTA et al. 2015). A inoculacdo direta do virus na circulagdo também pode ocorrer através
de picadas de mosquito. (SOURISSEAU et al., 2007) (Figura 10).



44

A identificacdo de tipos de células suscetiveis é de grande importéncia para a
compreensdo da patogénese da infecgdo pelo CHIKV (LUM; NG, 2015).

Ha relatos de replicacédo ativa do virus em varios 6rgéos e tecidos como pele, cérebro,
figado, musculo, ganglios linfaticos, bacgo e tecidos conjuntivos das articulacBes e de que este
virus possui tropismo por fibroblastos da pele, o que pode facilitar a infeccdo de novos
mosquitos durante o repasto sanguineo (LUM; NG, 2015).

Infeccdo persistente também foi detectada nas articulagdes, musculos e macréfagos
esplénicos, bem como em células em endoteliais que revestem os sinusoides do figado (LUM;
NG, 2015).

Foi demonstrado que a apoptose aumenta a propagacao do virus de células infectadas
para células vizinhas nao infectadas e que o virus também tem habilidade de esconder-se em
bolhas apoptdticas como uma estratégia de evaséao a resposta imune (anticorpos extracelulares).
Posteriormente, a autofagia foi relatada como sendo induzida durante a infeccdo ativa,
aumentando ainda mais a replicagéo viral.(LUM; NG, 2015).

Figura 10 - Mecanismo de infeccdo por CHIKV.
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1.8 RESPOSTA IMUNE

Estudos mostram que individuos desde que ndo tenham sido previamente expostos ao
CHIKYV estdo sob 0 mesmo risco de infeccao e de desenvolver a doenca (PETITDEMANGE et
al., 2015). CHIKV apresenta um Unico sorotipo e, acredita-se que, uma vez exposto ao Vvirus,
individuos desenvolverdo uma imunidade duradoura que 0s protegera contra uma nova infec¢do
(SAHADEQO et al., 2015).

Em geral, a resposta imune inata contra virus consiste em macrofagos, células
dendriticas (DCs) e células Natural Killer (NKs) e € seguida pela ativacdo do sistema adaptativo
mediado por linfécitos B e T. A geracdo subsequente de células de memoria leva a uma resposta
especifica a infeccdo viral e protege da reinfeccdo (TANABE et al.,2018). A primeira linha de
defesa do hospedeiro contra a infeccdo por patdgenos € a resposta imune inata. Dado que o
sistema imunolégico adaptativo requer mais tempo para desenvolver sua resposta. Sendo assim,
a resposta inata seria crucial na defesa contra infec¢des por CHIKV (LUM; NG, 2015).

O resultado das infeccdes virais € determinado por uma série de interacdes complexas
entre 0 patdgeno e o sistema imunoldgico do hospedeiro. Os mecanismos que normalmente
protegem os individuos das infec¢des também sdo capazes de provocar lesdo tecidual e doencas
em algumas situacdes (ABBAS et al., 2012). Assim como muitos outros patdgenos, o CHIKV
evoluiu para escapar das respostas imunes celulares utilizando-se de caminhos estratégicos
antivirais (PETITDEMANGE, WAUQUIER e VIEILLARD,2015). Um exemplo disso é a
proteina nsP2 do CHIKYV, que tem a capacidade de desligar o sinal IFN do tipo | levando a uma
diminuicdo da expressao de mediadores antivirais (AKHRYMUK et al., 2012; FROS et al.,
2010).

As células Natural Killer (NK) incluem-se na primeira linha de defesa contra uma
variedade de infeccBes virais tendo a habilidade de detectar e lisar células-alvo infectadas por
virus, poupando as normais. Evidéncias mostram a importancia desses primeiros respondedores
no controle da infeccdo pelo CHIKV. No decorrer da infeccao, as células NK sdo poupadas da
linfopenia profunda e exibem um perfil ativado (PETITDEMANGE, WAUQUIER,;
VIEILLARD, 2015).

Foi demostrado que os inferferons, as citocinas e quimiocinas tém papel primordial no
sistema de defesa durante infeccdo por CHIKV e apresentam indices elevados durante os
primeiros quatro dias de infeccdo (PETITDEMANGE, WAUQUIER e, VIEILLARD, 2015 et
al., 2015).
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Enquanto a imunidade inata desempenha um papel na fase mais inicial do CHIKV, a
imunidade adaptativa chega um pouco mais tarde, porém ainda no estagio inicial da doenca, e
com prolongadas respostas de memoria especificas para virus (MCCANCE E HUETHER,
2014).

A ativacdo e proliferacdo de células TCD8 + dominam os estdgios iniciais,
envolvendo citocinas antivirais e uma forte resposta inflamatéria, com células TCD4 +
aparecendo posteriormente para auxiliar na producdo de resposta humoral especifica do
CHIKYV, juntamente com a producéo de proteinas antiinflamatdrias com aumento de IFN-y, IL-
7 e IL-12 (WAUQUIER et al., 2011). O numero de células T ativadas e efetoras circulantes
estd aumentado em pacientes com artrite induzida por chikungunya. Estudos demonstram que
as células T desempenham um papel importante na patogénese da artrite induzida por
chikungunya. (BURT et al. 2017).

Anticorpos anti CHIKV IgM e 1gG tém sido detectados nos pacientes em diferentes
estagios da infeccdo. Geralmente, a IgM € detectavel 5-7 dias ap6s o inicio dos sintomas, sendo
este o periodo mais indicado para essa investigacdo soroldgica. Contudo, estudos mostram que
a IgM pode persistir por semanas até meses apds o inicio dos sintomas (SCHWARTS;
ALBERT, 2010; WEAVER e LECUIT, 2015; PETITDEMANGE, 2015; GRIVARD et al.,
2007). IgG especifica para CHIKV aparece logo ap6s, sendo considerada por alguns estudos a
partir do 6% dia e por outros entre 7- 10 dias ap6s a infec¢do, persistindo com altos titulos por
anos (SILVA e DERMODY, 2017). Através de uma rapida e forte soroconversédo a infeccdo
por CHIK parece provocar imunidade protetora duradoura. Os anticorpos anti CHIKV séo
capazes de fornecer precocemente protecdo e controle da disseminacdo do virus através de
neutralizacdo direta e ativacdo do complemento (KAM et al., 2009; GASQUE et al. 2015;
PETITDEMANGE, 2015; BRASIL,2017). Os anticorpos sdo importantes para a depuracdo da
infeccdo viral. (BURT et al. 2017). (Figuras 11 e 12).



Figura 11 — Esquema da Resposta Imune ao CHIKV
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Figura 12 - Viremia e resposta imune seguida a infec¢do por virus Chikungunya
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1.9 MANIFESTACOES CLINICAS

A infeccdo pelo CHIKV foi considerada até recentemente como causadora de uma
doenga benigna. Apesar disso, humerosos relatos contradizem a natureza branda da doenga
(RAJAPAKSE et al., 2010) e por isso merece ser estudada com atencdo (SAM et al., 2015).

Ap0s o periodo de incubacdo, o hospedeiro virémico inicia um quadro clinico agudo,
que pode evoluir para uma fase pds-aguda e/ou crénica da doenca (BRASIL /MS, 2017;
RODRIGUEZ-MORALES; ANAYA, 2016).

A sintomatologia relatada na fase aguda, que pode durar até 14 dias, varia desde um
inicio subito de febre até uma febre alta (>39°C), podendo esta ser continua, intermitente ou
bifasica e de curta duracdo. Presenca ou nao de cefaleia, mal-estar, erup¢des cutaneas, exantema
(macular ou maculopapular) com ou sem prurido do segundo ao quinto dia ap6s o inicio da
febre; mialgias, artralgias e/ou poliartralgias (afetando principalmente as articulagdes distais de
forma simétrica, como os joelhos, tornozelos, médos e pulsos), sendo este mais comumente
relatado, por ser duradouro (GUBLER, 2001; CARMONA et al., 2008; QUEYRIAUX, 2008b;
CLETON et al., 2012; SUHRBIER et al., 2012; ZE-ZE, 2014), edema normalmente associado
a tenossinovite ou dor ligamentar, fadiga e mialgia leve ou moderada. (BANDYOPADHYAY
& GHOSH, 2008, ALI OU ALLA & COMBE, 2011, KUCHARZ & CEBULA-BYRSKA,
2012, BRASIL, 2017).

As manifestacOes articulares podem resultar na incapacidade de realizacdo das
atividades diarias, reducdo da qualidade de vida, astenia, depressdo e ansiedade, sendo menos
relatados ou menos frequentes em criancas (QUEYRIAUX et al., 2008, COUTURIER et al.,
2012, SAM et al., 2015; BANDYOPADHYAY & GHOSH, 2008; ALI OU ALLA & COMBE,
2011; KUCHARZ & CEBULA-BYRSKA, 2012; BRASIL, 2014). Outras manifestacOes
cutédneas também tém sido relatadas como dermatite esfoliativa, lesdes vesicobolhosas,
hiperpigmentagéo, fotossensibilidade, eritema nodoso e Ulceras orais. Em recém-nascidos
(RNs) e lactentes, as lesdes vesicobolhosas sdo as manifestacbes dermatologicas mais
frequentes (MS, SVS. 2017; PAHO/CDC. 2011).

Para os neonatos de maées infectadas ha um risco de transmissdo vertical de
aproximadamente 50% no periodo intraparto. O recém-nascido é assintomatico nos primeiros
dias, com surgimento de sintomas a partir do quarto dia (trés a sete dias), que incluem a presenca
de febre, sindrome &lgica, recusa da mamada, exantemas, descamacdo, hiperpigmentacao
cutanea e edema de extremidades (BRASIL, 2017).
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Além disso, alguns individuos podem apresentar-se assintomaticos, podendo contribuir
para infeccdo de novos mosquitos (BROUA RD et al., 2008; NAKKHARA et al., 2008;
SISSOKO et al., 2008). Formas graves da infec¢do aguda tém sido observadas em diferentes
grupos etarios, ndo somente em pacientes idosos. Essas formas envolvem sistema nervoso
central, respiratorio e urinario. Ocasionalmente, a descompensacdo de doenca cronica pré-
existente, particularmente cardiovascular, respiratoria, renal e doenca autoimune podem ocorrer
(RENAULT et al. 2007).

A fase pds-aguda se inicia a partir do décimo quarto dia de doenca, podendo perdurar
até 3 meses. Esta fase caracteriza-se, na maioria dos casos, pelo desaparecimento da febre e
persisténcia da poliartralgia, que é geralmente acompanhada de edema de intensidade variavel
e tenossinovite hipertrofica subaguda em punhos e tornozelos (BRASIL, 2017). Muitos
pacientes apresentam uma melhora clinica e logo apds apresentam recaida (CUNHA E
TRINTA, 2017). Além disso, € nesta fase que os sintomas depressivos costumam aparecer,
pois, diante das dores incapacitantes, o paciente fica impossibilitado de realizar as suas
atividades diarias e isto atinge gravemente o seu estado emocional, ocasionando em depressado
e ansiedade (SCHILTE et al., 2013). Podem estar presentes também, nesta fase, astenia,
recorréncia do prurido generalizado e exantema maculopapular, além do surgimento de lesdes
purpuricas, vesiculares e bolhosas. Alguns pacientes podem desenvolver doenca vascular
periférica e fadiga (BRASIL, 2017).

A persisténcia dos sintomas por um periodo maior que 3 meses caracteriza a fase crénica
da doenca que é marcada pela presenca de artralgia intensa, acompanhada ou ndo por inchaco
e limitacdo do movimento, que pode persistir por meses ou anos, variando entre periodos
assintomaticos e de recidivas, o que geralmente € mais comum em individuos que possuem
outras comorbidades, em imunodeprimidos e em idosos (SUHRBIER et al., 2012). Estima-se
que isto ocorra em virtude persisténcia viral, especialmente nos macréfagos, em articulacdes
atingidas, e pelo grande numero de células inflamatdrias que migram para o tecido sinovial
afetado (HOARAU et al., 2010; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012; ASSUNCAO-
MIRANDA et al., 2013).

Limitacdo de movimento e deformidade, fadiga, cefaleia, prurido, alopécia, exantema,
bursite, tenossinovite, disestesia, parestesia, dor neuropatica, fendmeno de Raynaud, alteragdes
cerebelares, distdrbios do sono, alteracbes da memoria, déficit de atencdo, alteracdes do humor,
turvacdo visual e depressdo também séo relatados nesta fase da doenca (QUEYRIAUX, 2008;
STAPLES et al., 2009; SCHILTE et al., 2013).
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Em alguns casos da doenca sdo relatadas manifestacGes atipicas, que podem ser:
neuroldgicas, acometendo SNC de modo grave com meningite, encefalite, mielite, paralisia,
ataxia, convulsdes, sindrome de Guillain-Barre, distarbios comportamentais, dentre outros
(ARPINO et al., 2009; CHANDAK et al., 2009; ZACKS; PAESSLER, 2010; RUST, 2012; ZE-
ZE, 2014; BALE, 2015), cardiacas (miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritmia e
instabilidade hemodinamica), renais (nefrite e insuficiéncia renal aguda), dérmicas
(hiperpigmentacédo por fotossensibilidade, dermatoses vesiculobolhosas e ulceragdes aftosas) e
oculares (neurite éptica, iridociclite, episclerite, retinite e uveite). Acredita-se que essas
manifestacdes ocorram devido a uma resposta incomum do hospedeiro para o virus ou devido
a variantes mutantes de CHIKV ainda desconhecidas (RAJAPAKSE et al., 2010). Tais
condicdes podem ser fatais em recém-nascidos e idosos portadores de comorbidades
(MAHENDRADAS et al., 2008, RAJAPAKSE et al., 2010, SAM et al., 2015).

1.10 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Em regibes onde cocirculam arbovirus diferentes, mas com sinais e sintomas
semelhantes, o diagnostico especifico é importante, especialmente nos casos onde a conduta
terapéutica deve ser diferenciada (BRASIL,2017).

O diagnostico laboratorial das arboviroses pode ser realizado através de métodos diretos
e indiretos. Os métodos diretos ou viroldgicos sdo baseados na deteccao do virus, do RNA viral
e do antigeno viral. J& os métodos indiretos ou soroldgicos baseiam-se na deteccdo de
anticorpos especificos IgM ou IgG (POWERS, 2010; DASH, M., 2011). Entretanto, a escolha
para a realizacdo de testes especificos depende basicamente do tempo entre o inicio dos
sintomas e data da coleta, tipo e qualidade da amostra e disponibilidade de insumos (STORCH,
2007). (Figura 13).
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Figura 13 - Métodos de identificacao laboratorial utilizados no diagnéstico das arboviroses.
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Fonte: PEELING et al., 2010 — Adaptado.

O diagnostico viroldgico utiliza-se de alguns métodos para deteccdo da infeccéo viral,
sendo de grande importancia para a salde publica, pois além de elucidar o diagndstico de
pacientes, colabora com a vigilancia e 0 monitoramento das arboviroses nas diferentes regides
do pais (STORCH, 2007). Como método direto de diagnostico temos, o isolamento viral, a
deteccdo do RNA viral utilizando mais comumente a reagdo da transcriptase reversa seguida de
reacdo de polimerase em cadeia (RT-PCR), que pode ser convencional (qualitativa) ou em
tempo real, também conhecida como gRT-PCR (quantitativa) e a detec¢do do antigeno viral,
através da imunohistoquimica ou detec¢do da proteina ndo estrutural (NS1- DENV), que tem
sua performance, na fase aguda da doenca, comparével as técnicas de isolamento viral e
deteccdo do RNA viral (PEELING et al., 2010; BURT et al., 2012; BRASIL, 2017).

J& o diagndstico por método indireto conta com a deteccdo da resposta imune a infeccéo
viral, realizado através da dosagem de imunoglobulinas. Como exemplo temos as técnicas
neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT), imunofluorescéncia indireta (IFI), teste
imunocromatografico do tipo Point-of-Care (POC) e Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimaética
(ELISA), que permitem detectar e diferenciar os anticorpos de fase aguda da classe de
imunoglobulinas M (IgM) e de fase cronica da classe de imunoglobulinas G (1I9G) (MARTIN
etal., 2000; BURT et al., 2012; PRAT et al., 2014; BRASIL, 2017).

No diagnostico do CHIKV a RT-PCR destaca-se como importante ferramenta
diagndstica diferencial por sua excelente sensibilidade e especificidade, sendo capaz de detectar

0 genoma viral nos primeiros dias da infeccdo, até aproximadamente o 8% dia apds o
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aparecimento dos sintomas, sendo que o periodo de maior viremia vai do 1% ao 5¢ dia da
infeccdo, onde a carga viral pode alcangar 10 8 particulas virais por ml de sangue (PEELING et
al., 2010; BURT et al., 2012; BRASIL, 2017). Porém apresenta algumas desvantagens como o
alto custo dos reagentes e a possibilidade de contaminagdes (KUCHARZ, CEBULA-BYRSKA,
2012; BRASIL/MS, 2014).

As amostras coletadas durante a primeira semana apos o inicio dos sintomas devem ser
investigadas por testes sorolégicos. O periodo mais indicado para essa investigacdo € a partir
do 52 dia de sintomas. Ja os anticorpos IgG costumam ser detectados a partir do 6° dia, sendo
mais frequentes a partir do 82 dia (MARTIN et al., 2000; BURT et al., 2012; PRAT et al., 2014;
BRASIL, 2017). Uma estratégia para confirmacéo laboratorial é a sorologia pareada. Neste
caso, duas amostras devem ser coletadas, a primeira na fase aguda da doenca e a segunda,
aproximadamente, 15 dias ap06s a primeira. O aumento de 4 vezes no titulo dos anticorpos
demonstra a reatividade especifica (BRASIL, 2017).

Os imunoensaios sdo bastante utilizados na rotina laboratorial, pois apresentam baixo
custo e facilidade de execucdo e manuseio, contudo, merecem atencdo por causa da
possibilidade da reatividade cruzada entre os arbovirus, como também a possivel ocorréncia de
resultados falso-negativos nos primeiros dias de infeccdo. Este fato €& importante,
principalmente porque os sintomas se assemelham em parte entre as arboviroses. (CASSEB et
al., 2013; MORELI; COSTA, 2013). (Figuras 14 e 15).

Independente da metodologia a ser utilizada para o diagndéstico, a coleta da amostra a
ser testada (sangue, soro, liquido cérebro-espinhal e/ou liquido sinovial) deve ser realizada de
forma correta para evitar contaminacdo ou perda do material genético. Além disso, o
armazenamento correto é essencial, sendo de -70°C para os espécimes destinados as técnicas

viroldgicas e -20°C para as amostras que serdo utilizadas na sorologia (BRASIL, 2014).
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Figura 14 — Aplicabilidade dos diferentes métodos no diagnéstico por CHIKV.
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Figura 15 — Aplicabilidade dos diferentes métodos no diagndstico por DENV
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1.11 COCIRCULAGAO DE ARBOVIRUS

A sinergia epidemioldgica entre surtos de virus transmitidos por mosquitos Aedes
aegypti, tais como DENV, CHIKV e ZIKV, resultou na coinfec¢do de humanos com maltiplos
virus. Apesar do potencial impacto na satde publica, sabemos muito pouco sobre a ocorréncia

e consequéncias de tais coinfecgdes (VOGELS et al., 2019).
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A descoberta marcante de que o ZIKV pode causar microcefalia e outras alteracfes
congénitas durante a gravidez, os efeitos a médio e longo prazo induzidos por CHIKV como
artrite e distarbios cognitivos dentre outros, somados ao potencial do DENV para causar doenca
neuroldgica e hemorragica grave tornam os resultados da coinfeccao alarmantes (VOGELS et
al., 2019).

A ocorréncia de cocirculacdo entre arbovirus no mundo j& foi relatada. H& evidéncias
de uma ampla codistribuicdo e coinfeccdo entre os arbovirus como DENV e CHIKV
(FURUYA-KANAMORI, L. et al., 2016).

A cocirculacéo dos trés arbovirus DENV, CHIKV e ZIKV na Colémbia e diferentes
regides da América Latina também foi relatada. Para tanto, alguns estudos foram desenvolvidos
para estabelecer a prevaléncia de cocirculacdo e coinfec¢do destas arboviroses nestas areas
(CARRILLO-HERNANDEZ et al., 2018) (Quadro 1).

Foi detectado pela primeira vez na Coldmbia e na América Latina uma coinfec¢éo entre
DENV e CHIKYV, e provavelmente, entre os primeiros relatos a nivel global, também com
ZIKV. Coinfeccbes multiplas DENV, CHIKV e maléria foram relatadas anteriormente
(VILLAMII-GOMEZ.WE et al., 2016).

O Brasil, pais endémico para dengue, onde os 4 sorotipos de DENV (DENV1, DENV2,
DENV3 e DENV4) cocirculam desde 2010, passou também por uma rapida disseminacao da
chikungunya a partir de 2014 e Zika, a partir de 2015, o que promoveu o0 estabelecimento da
circulacdo simultanea dessas trés arboviroses no pais. Atualmente, DENV, CHIKV e ZIKV
cocirculam em varias partes do pais (SARDI et al., 2016; VIEIRA et al., 2015; SOUZA COSTA
et al., 2018; SILVA et al., 2018b). A cocirculagdo de infec¢do por DENV, CHIKV e ZIKV no
Brasil dificulta o manejo clinico em razdo de similaridades de sintomas e limitacfes na
realizacdo do diagnostico diferencial.

O impacto da cocirculacdo desses virus ainda é pouco conhecido, contudo, as
implicagdes na transmissdo em idosos, gravidas e criangas séo conhecidas. Como no caso de
reinfeccdo pelos diferentes sorotipos do DENV, a interacdo de arboviroses (DENV sorotipos
1-4, CHIKV e ZIKV) poderia teoricamente resultar em viremias mais intensas ou outras
alterac6es imunologicas que, por sua vez, agiriam como gatilho para doengas autoimunes, como
a sindrome de Guillain-Barré (DONALISIO et al., 2017).

No Ceara existe relato de cocirculagdo entre os sorotipos de dengue, onde em 2006,
predominou 0 DENV-3, em 2008 0 DENV-2, em 2011 o DENV-1 e nesse mesmo ano foi
introduzido o DENV-4. Em todos os anos citados, houve cocirculacdo de pelo menos dois
diferentes sorotipos virais (OLIVEIRA, ARAUJO e CAVALCANTI, 2018).



Quadro 1 - Caracteristicas dos estudos que investigaram CHIKV, DENV e ZIKV

Critério N amostral. Arbovirus. " Coinfecdes  (rt-
f i . Codetecgdes (sorol
Local do Estudo Per|9do U el inclusdo / Confirmado/ | Pesquisados goes ( ) PCR) Testes Laboratoriais Autores-Ano Publicacio
Investigado Estudo . . -
suspeita Suspeitos D z % Tipos %
Brasil (BA) 2014/16 P-Coorte P. febril 247/948 NI 2,4 RT-PCR ELISA (IgM e IgG) Silva et al,2019
Colombia 2015/16 P-Coorte P. febril /Z 23.879 NA 0,14 RT-PCR Mercado-Reyes et al, 2018
India 2011 P-Coorte | P. febril/ D-C 87 - NI ! 10 RT-PCR, NS1, ELISA (IgM e 1gG) Afreen et al, 2014
Brasil (RJ) 2015/16 P-Coorte P. febril/ D 30 NI 3,3 RT-PCR e ELISA (IgM DENV) Cabral-Castro et al, 2016
Nicardgua 2015/16 P-Coorte P. febril 263/346 NA 20 PCR Multiplex (ZDC) Waggoner et al, 2016
Colombia / 2015/16 | P-Coorte P. febril 157 NA 21,1 PCRe RT_PCR Carrilo-Herndndez et al,2018
Venezuela
Tailandia 2016 P-Coorte P. febril 163/182 NI 3,89 PCR, RT-PCR ELISA (IgM e 1gG) Suwanmanee et al, 2018
Brasil (PE) 2015 P-Coorte P. febril 77 NI 2,6 RT-PCR, ELISA (IgM, IgG) Pessoa et al, 2016
India 2014/15 P-Coorte P. febril 326 - NI 23 RT-PCR, NS1, ELISA (IgM e 1gG) Mukherjee et al, 2017
Laos (Asia) 2013 P-Coorte P. hspit. 40 - NA 17,5 RT-PCR Phommanivong et al,2016
Gabdo (Africa) 2007/10 P-Coorte p. febril 4287 - NA 0,9 RT-PCR Caron et al, 2012
India 2015/16 P-Coorte P. febril 648 - NA 2,8 RT-PCR Tanuja Saswat et al, 2019
México 2015/16 P-Coorte P. febril /Z NI NA NI RT-PCR, NS1, PNRT, ELISA Beltran-Silva et al, 2016
Franca 2015/16 P-Coorte p. febril /C 1502 - NA 1,06 . RT-PCR, ELISA IgM e IgG Omarjee et al, 2014
Brasil (PE) 2015/16 P-Coorte P. febril 263 NI 0,8 RT-PCR, ELISA IgM, PNRT Magalhées et al, 2017

Fonte: Elaboragdo da autora.
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.CHIKV [ DENVE| zikv B Fravivirus [ Sorotipos DENV, P= Prospectivo; PF Paciente Febril; P hosp.= Paciente hospitalizado; NI = Ndo Informado NA = Néo

Avaliado.
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2. JUSTIFICATIVA

A circulagdo simultanea dos quatro sorotipos de DENV (DENV1, DENV2, DENV3 e
DENV4), ZIKV e CHIKYV tornou-se um desafio ndo apenas para o diagnostico e a assisténcia
terapéutica aos pacientes, mas para vigilancia epidemiologica. O impacto da cocirculagdo
desses virus ainda € pouco conhecido e, apesar do prévio conhecimento da implicacdo em
idosos, gravidas e criancgas, ainda é necessario desenvolver mais estudos em locais onde os
mesmos circulam simultaneamente, como no estado do Ceara.

A coinfeccgdo por arboviroses tem sido relatada e seu efeito sobre a gravidade da doenca
também precisa ser melhor investigado. Ainda que o manejo terapéutico da dengue no Brasil
esteja bem fundamentado, o diagnostico especifico das infeccbes por arbovirus é
particularmente dificil em areas endémicas de dengue, ou ainda em areas onde outros arbovirus
cocirculam. A similaridade entre a sintomatologia e o compartilhamento do vetor tornam o
diagndstico baseado em evidéncias clinicas e epidemioldgicas pouco preciso, sendo necessario
lancar méo de ferramentas mais objetivas, como um diagnoéstico laboratorial mais integrativo
na confirmacao do seu agente etiolégico.

Com a circulacdo endémica de trés arbovirus DENV, ZIKV e CHIKYV, a chamada
epidemia triplice, um novo cenario epidemioldgico estabeleceu-se no estado do Ceard em 2017.
Assim, a confirmacao laboratorial por meio de testes imunoldgicos e moleculares é fundamental
para o diagnostico diferencial e especifico desses arbovirus.

Desta forma, surgiu a necessidade de investigar, retrospectivamente, na epidemia de
chikungunya no Ceara em 2017, possiveis padrdes de codetec¢bes e/ou coinfecgdes entre
CHIKV, DENV e ZIKV, no intuito de fornecer subsidios para o desenvolvimento de a¢fes mais
especificas em saude publica, corroborando para a notificagdo de casos confirmados com
diagnostico laboratorial, aprimorando medidas de vigilancia no tocante ao monitoramento de
sinais precoces de epidemias por arbovirus e visando um planejamento mais direcionado para

a tomada racional de agdes.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Realizar uma investigacdo soroepidemioldgica da epidemia causada por Chikungunya no
estado do Ceara em 2017, buscando casos de codeteccdo e/ou coinfecgdo com Dengue e

Zika em pacientes com sintomatologia recente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as caracteristicas sociodemograficas da populacéo estudada de acordo com sexo,
faixa etaria e municipio de ocorréncia do caso;

e Determinar a frequéncia de soropositividade de IgM anti DENV e IgM anti ZIKV na
populacdo estudada, identificando as codetec¢des mais frequentes, dentre os trés arbovirus
circulantes e sua associacdo com tempo de sintomas relatado a coleta;

e Correlacionar a deteccao soroldgica de 1gG anti CHIKV com o tempo de sintomas relatados;

e Comparar resultados de IgG anti DENV e 1gG anti ZIKV na populacéo estudada;

e Correlacionar a detec¢éo soroldgica de IgM com a detec¢do molecular do CHIKV por gRT-
PCR na populagdo estudada de acordo com tempo de sintomas e parametros demograficos

coletados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

O estudo foi realizado mediante aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara, sob o parecer de n° 3.066355 e CAAE 03827118.7.0000.5054,
seguindo as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos

estabelecidas na Resolugéo 466/12 do Conselho Nacional de Satude/MS.

4.2 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo observacional, de natureza transversal e retrospectivo.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

O estudo foi composto por uma amostragem dos casos suspeitos de chikungunya que
foram encaminhados ao LACEN-CE pelas unidades publicas de satde do Ceara, no periodo de
abril a setembro de 2017, para confirmacdo laboratorial deste agravo e tiveram resultado
reagente na sorologia IgM anti CHIKV. Das 3000 amostras que compunham a soroteca, foram
selecionadas todas as que se encaixavam nos critérios de inclusdo descritos na secéo 4.5,
totalizando 370 amostras.

As informacdes relacionadas aos dados séciodemograficos dos participantes deste
estudo foram retiradas da base de dados do Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL)
gerenciado pelo LACEN-CE e atraves das fichas de notificacdo do Sistema de Infornacéo de
Agravos de Notificacdo (SINAN).

4.4 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido no setor de Virologia da Divisdo de Biologia Médica do

LACEN-CE, que é referencia no diagnéstico das arboviroses para o estado do Ceara.
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4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

Para inclusdo neste estudo, foram consideradas as amostras de individuos que atendiam
aos seguintes critérios:
a) Apresentaram sorologia IgM anti-CHIKYV reagente,
b) Encontravam-se até o 10° dia do inicio dos sintomas na data da coleta,
¢) Possuiam amostra bioldgica (soro) em conservacdo adequada para as analises do estudo,
d) Apresentavam dados completos como: identificacdo do género, data de nascimento
completa, data do inicio dos sintomas, data da coleta e municipio de procedéncia.

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos da pesquisa amostras que apresentaram inadequacéao para as analises,
como:
a) Volume insuficiente,

b) Hemdlise ou lipemia intensa.

4.7 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E DEFINICOES DIAGNOSTICAS

Foram utilizados métodos diretos e indiretos para confirmar a infeccdo por arbovirus
(CHIKV, DENV e/ou ZIKV).

As amostras foram testadas por gRT-PCR para os trés arbovirus, bem como para o
antigeno da proteina ndo estrutural 1 da Dengue (NS1-ELISA), que é um marcador comumente
utilizado para determinar-se infecgdo aguda. Além da sorologia IgM anti CHIKYV previamente
realizada para o diagndstico dos pacientes, testes de imunoensaios (ELISA) foram
complementariamente conduzidos para IgG anti CHIKV, IgM e IgG anti DENV e anti ZIKV.

A definicdo do diagndstico de infec¢do aguda por DENV, CHIKV e ZIKV foi baseada
na presenca de um resultado positivo por RT-PCR para um dos alvos virais ou combinacéo
entre eles. Adicionalmente, no caso especifio da dengue, um resultado positivo por sorologia
de NS1(ELISA) foi considerado como infeccdo aguda. A presenca de coinfeccao foi definida
pela ocorréncia de infeccdo aguda para mais de um dos arbovirus estudados. Para classificagdo
de infeccdo viral recente (ndo aguda), foram considerados os individuos que apresentaram

resultado soroldgico positivo de IgM contra quaisquer dos arbovirus estudados (DENV,
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CHIKV e ZIKV). Aos que se encaixaram na definicdo de infeccdo recente para mais de um
arbovirus, foram considerados, para fins deste estudo, como codeteccéo.

4.8 DESENHO DO ESTUDO

Apds a definicdo dos critérios de inclusdo, foi iniciada uma busca no banco de dados do
GAL a fim de selecionar os pacientes que se encaixassem no perfil definido. Feito isso, as
amostras dos pacientes previamente selecionados foram retiradas da soroteca e em seguida o
material (soro) selecionado foi aliquotado para a posterior realizacdo das analises como mostra

o fluxo do estudo (Figura 16).

Figura 16 — Fluxo do Estudo
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Fonte: Elaboragdo da autora

4.9 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

As andlises soroldgicas foram realizadas pela técnica ELISA para a deteccdo de
anticorpos da classe 1gG contra CHIKV e IgM e 1gG contra DENV e ZIKV, sendo também por
esta técnica a pesquisa do antigeno especifico da Dengue (NS1). Todas as analises foram

realizadas seguindo os protocolos estabelecidos por cada conjunto diagnadstico.
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Apo6s as andlises finalizadas foram criados perfis para associar 0s resultados

encontrados.

4.9.1 Diagndstico soroldgico para IgG Anti CHIKV

O diagnostico soroldgico para deteccao de anticorpos 1gG de chikungunya foi realizado
utilizando o conjunto de kit diagnostico Anti Virus Chikungunya ELISA-1gG Euroimmun®,
Lubeck, Alemanha. Esse kit fornece um ensaio “in vitro” para anticorpos humanos da classe
IgG especifico para o CHIKV, em amostra de soro ou plasma. Trata-se de um teste por ELISA
baseado em método indireto, composto por microplaca com pogos revestidos com antigenos de
CHIKYV recombinante. No caso de amostra positiva, anticorpos 1gG se ligam aos antigenos e
com a adi¢do de conjugado enzimatico ocorre uma reagdo colorimétrica. As amostras de soro
foram diluidas a 1:101 em diluente de amostra e adicionadas aos pocos de microtitulagdo
revestidos com antigeno CHIKV recombinante.

A placa foi incubada a 37°C por 60 minutos, em seguida foram realizadas 3 lavagens
em lavadora Biotek ELx50. Foi adicionada imunoglobulina IgG anti-humano marcada com
peroxidase. A placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, os pogos foram
lavados novamente e depois disso adicionado uma solucdo substrato-cromdégeno
(tetrametilbenzidina mais peroxido de hidrogénio) deixando por 15 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de acido sulfurico 0,5 M. As densidades
Opticas (DO) foram medidas a 450nm (comprimento de onda de referéncia) para cada pogo
utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instruc@es do fabricante, os resultados foram expressos como valores
de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido pelo kit.
A interpretacdo dos resultados deu-se do seguinte modo: valores de indice <0,8 foram
considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram considerados indeterminados e valores de
>1,1 foram considerados positivos (EUROIMMUN, 2018).

4.9.2 Diagnaéstico soroldgico para IgM Anti DENV

O diagnostico laboratorial da dengue por ELISA IgM foi realizado através do kit
comercial Serion ELISA classic (Brasil), seguindo as recomendac6es do fabricante. Este teste

destina-se a deteccdo qualitativa de anticorpos IgM Anti Dengue em amostras biologicas dos
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pacientes, 0s quais, se presentes, ligam-se a antigenos especificos aderidos a superficie de
poliestireno de cada um dos 96 pocos da placa disponivel nos kits. Um anticorpo secundério,
que foi conjugado com a enzima fosfatase alcalina, detecta e liga-se ao complexo imune.

O substrato incolor p-nitrofenilfosfato é convertido no produto corado p-nitrofenol. A
intensidade do sinal do produto desta reacdo € proporcional a concentracdo do analito na
amostra que é medido por fotometria. Antes do procedimento, todos os reagentes tiveram sua
temperatura equilibrada a temperatura ambiente. As amostras de soro foram diluidas a 1:101
em diluente de amostra, em seguida, 100 pL das amostras diluidas e dos controles (negativo e
calibrador) foram adicionadas aos pocos revestidos com antigeno recombinante.

A placa foi incubada por 1 hora a 37°C, em cadmara Umida, depois foram realizadas 4
lavagens em lavadora Biotek ELx50. Seguida da adicdo de solu¢do do conjugado (anticorpo
policlonal dirigido contra IgA, 1gG ou IgM humanos, conjugado com fosfatase alcalina). Ap6s
30 minutos a 37°C, em camara Umida, os pocos foram lavados novamente e depois foi
adicionada uma solugdo substrato-cromogeno (para-nitrofenilfosfato em tampdo) durante 30
minutos a 37°C, em camara Umida. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de solucdo de parada
(< 0,1N’ hidréxido de sodio, 40 mM EDTA). As densidades Opticas (DO) foram medidas a 405
nm (comprimento de onda de referéncia) para cada po¢o utilizando um leitor fotométrico Biotek
ELx800.

De acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante, o valor do cut.-off foi calculado
pelo valor médio de absorbancia do calibrador com a margem de +/- 10%, onde acima de 10%
foram considerados positivos, abaixo de 10% negativos e entre esta faixa foram indeterminados
(SERION, 2013).

4.9.3 Diagndstico sorologico 1gG Anti DENV

O kit comercial utilizado foi o anti-dengue virus ELISA IgG, Euroimmun®, Lubeck,
Alemanha. O kit contém tiras de microplaca, cada uma com oito pogos revestidos com
antigenos purificados do virus da dengue. Na primeira etapa de rea¢do, amostras diluidas dos
pacientes sdo incubadas nos po¢os. No caso de amostra positiva, anticorpos IgG especificos
(IgA E IgM também) se ligardo aos antigenos. Para detec¢do da ligacdo do anticorpo, uma
segunda incubacdo € realizada usando um conjugado enzimatico anti-lgG humano, a qual
catalisa uma reacdo com producdo de cor. As amostras de soro foram diluidas a 1:101 em

diluente de amostra. As amostras diluidas, o controle positivo, negativo e o calibrador (prontos
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para uso) foram adicionados aos pogos revestidos com antigeno recombinante. A placa foi
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, depois foram realizadas trés lavagens em
lavadora Biotek ELx50. Em seguida houve a adicdo do conjugado enzimatico (Anti-lgG
humano marcado com peroxidase) e apds 30 minutos a temperatura ambiente, 0s pogos foram
lavados novamente e em seguida foi adicionada uma solugdo substrato-cromogeno
(tetrametilbenzidina mais perdxido de hidrogénio), permanecendo a placa durante 15 minutos
a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de &cido sulfarico 0,5 M. As
densidades oOpticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para
cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instrucdes do fabricante, os resultados foram expressos como valores
de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido pelo kit.
Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram considerados

indeterminados e valores de >1,1 foram considerados positivos

4.9.4 Diagndstico sorologico IgM Anti ZIKV

O diagnéstico soroldgico para deteccdo qualitativa de anticorpos IgM anti Zika foi
realizado utilizando o conjunto de kit diagndstico comercial Novagnost® Zika Virus IgM
capture. Neste, as microplacas sdo revestidas com anticorpos da classe IgM anti-humano para
que se liguem os anticorpos correspondentes da amostra. Apds lavagem dos poc¢os, o conjugado
da peroxidase de rabano (HRP) com antigenos do virus Zika, é adicionado. Este antigeno-
conjugado se liga aos anticorpos especificos IgM capturados. O complexo imune formado pelo
conjugado ligado é visualizado ap6s adicdo de substrato de tetrametilbenzidina (TMB),
resultando numa reacdo colorimétrica. As amostras de soro foram diluidas a 1:101 em diluente
de amostra. As amostras diluidas e os controles negativo, positivo e o controle cut-off (prontos
para uso) e foram adicionadas aos poc¢os revestidos com antigeno. A placa foi incubada por 1
hora a 37°C, depois foram realizadas 3 lavagens em lavadora Biotek ELx50. Seguida da adi¢do
da solucdo de conjugado, que foi incubada por 30 minutos a 37°C. Em seguida, 0s pogos foram
lavados novamente e depois adicionou-se uma solu¢do  substrato-cromogeno
(tetrametilbenzidina mais peroxido de hidrogénio), a placa foi incubada durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de &cido sulfurico 0,2 mol/l. As
densidades oOpticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para

cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.
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De acordo com as instrucGes fornecidas pelo fabricante, o valor do cut-off foi calculado
pelo valor médio de absorbéancia das determinagdes do controle de corte. Os resultados foram
expressos como Unidades Novagnost® (U), calculados dividindo o valor da absorbancia de
uma amostra pelo cut-off calculado através do controle cut-off. A interpretacdo dos resultados
deu-se do seguinte modo: valores de Unidades Novagnost® (U) <8,5 foram considerados
negativos, valores de 8,5 a 11,5 foram considerados indeterminados e valores >11,5 foram
considerados positivos (NOVAGNOST, 2016)

4.9.5 Diagnostico soroldgico 1gG Anti ZIKV

Foram utilizados kits anti-Zika virus ELISA IgG, Euroimmun®, Lubeck, Alemanha. O
Kit contém tiras de microplacas, cada uma com oito pogos revestidos com proteina ndo
estruturais recombinantes (NS1) do ZIKV. Na primeira etapa de reacdo, amostras diluidas do
paciente sdo incubadas nos pocos. No caso de amostra positiva, anticorpos 1gG especificos (IgA
E IgM também) se ligardo aos antigenos. Para deteccdo da ligacdo do anticorpo, uma segunda
incubacdo € realizada usando um conjugado enzimatico anti-lgG humano, a qual catalisa uma
reacao de cor. As amostras de soro foram diluidas a 1:101 em diluente de amostra. As amostras
diluidas, os controles positivo, negativo e calibrador (prontos para uso), foram adicionados aos
pocos revestidos com antigeno recombinante. A placa foi incubada por 1 hora a 37°C, depois
foram realizadas trés lavagens em lavadora Biotek ELXx50. Seguida da adi¢do do conjugado
enzimatico (Anti-lgG humano marcado com peroxidase). Apds 30 minutos a temperatura
ambiente, os pocos foram lavados novamente e depois foi adicionada uma solucao substrato-
cromogeno (tetrametilbenzidina mais peréxido de hidrogénio) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adicdo de &cido sulfdrico 0,5 M. As
densidades oOpticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para
cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instruc@es do fabricante, os resultados foram expressos como valores
de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido pelo kit.
Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram considerados

indeterminados e valores de >1,1 foram considerados positivos.
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4.9.6 Determinacdo do antigeno NS1-dengue

O kit comercial utilizado foi 0 Dengue NS1, Euroimmun®, Lubeck, Alemanha. O kit
contém tiras de microplaca, cada uma com oito pogos revestidos com anticorpos anti-DENV
NS1, monoclonais, contra os sorotipos 1,2,3 e 4. Na primeira etapa de reacdo, amostras diluidas
dos pacientes sdo incubadas nos po¢os. No caso de amostra positiva, 0 NS1 do DENV se ligara
aos anticorpos anti-Dengue NS1 especificos. Para deteccdo da ligagdo do antigeno, uma
segunda incubacdo é realizada usando um conjugado enzimatico (anti-DENV NS1 marcado
com uma enzima), o qual catalisa uma reacdo colorimétrica. As amostras de soro foram diluidas
em 1:2 em diluente de amostra. As amostras diluidas, o controle positivo, negativo e o
calibrador (prontos para uso) foram adicionados aos pocos revestidos com anticorpo
monoclonal. A placa foi incubada por 60 minutos a temperatura de 37°C, depois foram
realizadas trés lavagens em lavadora Biotek ELx50. Em seguida houve a adi¢do do conjugado
enzimatico (Anti-virus da dengue marcado com peroxidase) e apds 60 minutos a temperatura
de 37°C, os pocos foram lavados novamente e em seguida foi adicionada uma solugo substrato-
cromégeno (tetrametilbenzidina mais peréxido de hidrogénio), permanecendo a placa durante
15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Areacdo foi interrompida pela adi¢do de
acido sulfarico 0,5 M. As densidades dpticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de
onda de referéncia) para cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instrucGes do fabricante, os resultados foram expressos como valores
de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido pelo kit.
Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram considerados

indeterminados e valores de >1,1 foram considerados positivos.

4.10 DIAGNOSTICO MOLECULAR

O diagnostico molecular foi realizado pela técnica de PCR em tempo real (qQRT-PCR)
para deteccéo de alvos virais especificos de CHIKV, ZIKV e DENV (Quadro 2).

4.10.1 Extracao do RNA viral

A extracdo do RNA viral foi realizada através de kit comercial (Promega®), conforme

instrugdes do fabricante. O kit combina propriedades de ligagéo seletiva de membrana baseado
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em gel de silica com a velocidade de micro centrifugacdo. A amostra é inicialmente submetida
a lise celular sob condigdes altamente desnaturantes para inativacao, inclusive RNases, e assim
garantir a purificacdo de RNA. Condicdes de tampéo sdo ajustadas para se promover uma boa
ligacdo do RNA a membrana localizada na coluna de separacdo. O RNA liga-se entdo a
membrana e os contaminantes sdo removidos por lavagem em multiplos passos utilizando-se
de solucgbes especificas contendo etanol. Ao final desse processo, uma solucao tampao livre de
RNase € aplicada para se eluir RNA de alta qualidade (PROMEGA, 2018).

4.10.2 gRT-PCR para deteccdo de DENV, CHIKV e ZIKV

Para a amplificacdo dos alvos virais e do controle interno, foi utilizado um sistema
padrdo do tipo “one-step” em que a transcrigdo reversa de RNA em cDNA ¢ realizada em
conjunto com reacdo em cadeia pela polimerase de tempo real (QRT-PCR). Os experimentos
foram realizados em microplacas de 96 pocos utilizando-se de ensaios contendo iniciadores e
sondas com dupla marcacdo de fluoroforos e seguindo protocolos descritos para DENV
(Lanciotti et al., 1992) para CHIKV (Lanciotti et al., 2007) e para ZIKV (Lanciotti et al., 2008).
Neste procedimento, 5 pl de RNA foram aplicados em 20 pl de uma mistura contendo H>O
livre de nucleases (Promega, Wisconsin, EUA), mistura reagente com solucdo tampéo
(GoTag®Probe gPCR Master Mix, Promega, Wisconsin, EUA), enzima de transcri¢do reversa
(GoScript™ Reverse Transcription System, Promega, Wisconsin, EUA), além dos ensaios
contendo os iniciadores e sondas especificas para cada alvo e descritos no Quadro 02. As
reacOes e leituras foram realizadas em termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) de acordo com o0s seguintes parametros de termociclagem:
transcricao reversa (1 ciclo de 50°C por 30 min); ativacdo (1 ciclo de 95°C por 2 min); seguido

por 45 ciclos de denaturacédo (95° C por 15 seg.) e anelamento/extenséo (55°C por 35 seg.).

Quadro 2 — Ensaios de Oligonucleotideos contendo iniciadores e sondas especificos para
deteccao molecular de CHIKV, DENV e ZIKV. (Continua)

CHIKV Sequéncia
Primer F 5’-AAA GGG CAA ACT CAG CTT CAC-3’
Primer R 5’-GCC TGG GCT CAT CGT TAT TC-3’

Sonda 6FAM-CGC TGT GAT ACAGTG GTT TCG TGT G-MGB/NFQ



Quadro 2 — Ensaios de Oligonucleotideos contendo iniciadores e sondas especificos para
deteccao molecular de CHIKV, DENV e ZIKV.

DENV-1 Sequéncia
Primer 1F 5’-CAAAAGGAAGTCGYGCAATA 3°
Primer 1R 5’-CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC 3’
Sonda 6FAM-CATGTGGYTGGGAGCRCGC-BHQ1
DENV-2 Sequéncia
Primer 2F 5’ d CAGGCTATGGCACYGTCACGAT 3’
Primer 2R 5> d CCATYTGCAGCARCACCATCTC 3’
Sonda HEX-CTCYCCRAGAACGGGCCTCGACTTCAA-BHQ-1 3’
DENV-3 Sequéncia
Primer 3F 5’ d GGACTRGACACACGCACCCA 3’
Primer 3R 5> d CATGTCTCTACCTTCTCGACTTGYCT 3’
Sonda CFR610-ACCTGGATGTCGGCTGAAGGAGCTTG-BHQ2
DENV-4 Sequéncia
Primer 4F 5> d TTGTCCTAATGATGCTRGTCG 3’
Primer 4R 5 d TCCACCYGAGACTCCTTCCA 3’
Sonda Q670-TYCCTACYCCTACGCATCGCATTCCG-BHQ2
ZIKV Sequéncia
Primer F 5> d AARTACACATACCARAACAAAGTGGT 3’
Primer R 5 d TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG 3’
Sonda 6FAM-CTY AGA CCA +G+C+T+GAA R-3IABKFQ

Fonte: Elaborado pela autora

4.11 ANALISE DE DADOS

Os dados subsequentemente gerados por este estudo foram compilados em planilha
padronizada no programa Excel 2010 (Microsoft Office) e posteriormente integrados e
analisados por meio do programa estatistico Stata, versdo 14.0. Foram realizadas as analises
descritivas e posteriormente testes estatisticos tendo como parametros o coeficiente de
correlagdo de Pearson, teste exato de Fisher, além de testes estatisticos ndo-paramétricos:
Mann-Whitney e Kruskal Wallis. Foi estabelecido um intervalo de confianga de 95% e uma
taxa de erro a de 5% em que os resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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5. RESULTADOS

Da amostragem de 370 participantes selecionados para compor o estudo, 11 foram
excluidos por apresentarem amostras com volume insuficiente para as andlises. Desta forma,
359 participantes tiveram suas amostras testadas e analisadas tanto por sorologia quanto por
biologia molecular para os trés arbovirus: CHIKV, DENV e ZIKV, como mostra o fluxo na

figura 17.

Figura 17 - Fluxo de Resultados.
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selecionadas Excluidas
[ CHIKV/DENV/ZIKV 359 CHIKV/DENV/ZIKV
Testadas
SOROTECA v
3000 amostras " EUSA ) <: qRT_PCR‘>
oM - ‘ IS
lgG NS1- [
. . DENV |
Monodeteccdo Codeteccies (24,3%) |
‘ DENV=0 | EHIKV=53" ‘ ZIKV=0 ‘
268 (74,6%) | 79(88.8%) 105 (29,2%) | lNEigﬁgA
CHIKV CHIKV/DENV CHIKV CHIKYV
7 (7,8%) 285 (82,6%)
CHIKVIZIKV DENV-FLAV p
2 s
3(2.4%) 177 (49,3%) COINFECCOES
‘ CHIKV/DENW/ ‘ ZIKV-FLAV CHIKV/DENV
ZIKV bl ~
("6 (1.7%) CHIKV/NS1-DENV | A\:;:;lzmsstﬂ:i:tg

Fonte Elaborada pela autora

A analise mostrou que 64,9% (233/359) dos participantes eram do sexo feminino. Do

total, 76,9% (276/359) encontravam-se entre 0 62 e 0 102 dia do inicio dos sintomas no momento
da coleta e 49,6% (178/359) estavam na faixa etaria entre 30 e 59,9, sendo a média das idades

de 38,1 anos e a mediana de 37,9 anos. (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemogréficas e epidemioldgicas dos pacientes do estudo,
confirmados laboratorialmente com chikungunya IgM, Ceara, 2017 (N = 359).

VARIAVEL CATEGORIA N (%)
Sexo Masculino 126 (35,1)
Feminino 233 (64,9)
Faixa Etéaria (anos) <6 13 (3,6)
6-12,9 26 (7,2)
13-29,9 94 (26,2)
30-59,9 178 (49,6)
>60 48 (13,4)
Periodo de Sintomas < 6 dias 83(23,1)
6 — 10 dias 276 (76,9)
Total 359 (100)

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 2 - Média e mediana das idades e de tempo de sintomas relatados na coleta dos pacientes
do estudo, confirmados laboratorialmente com chikungunya IgM, Ceard, 2017 (N = 359).

Variavel Média DP P 50 P 25 P75 IQOR Min Max N
Idade 38,1 19,1 37,9 22,9 52,1 29,3 0,2 88,5 359
Sintomas 6,2 1,6 6 6 7 1 1 10 359

Fonte: Elaborada pela autora

Dentre 0s 46 municipios responsaveis pelos encaminhamentos de amostras que fizeram
parte da populacdo do estudo, o municipio de Fortaleza foi responsavel por 18,7% (67/359) das
amostras, seguido por Aracati com 12,3% (44/359), Sobral com 10,3% (37/359) e Itapipoca
com 8,9% (32/359). Dos 42 municipios restantes, merecem destaque: Iguatu, Russas, Santana

do Acarad, Itatira, Jaguaribara, Irauguba, Quixeré e Cratets conforme indicado na figura 18.
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Figura 18 - Municipios responsaveis pelo maior numero de encaminhamentos das amostras do

estudo, Ceard, 2017.

Municipios Ight CHIKY
Freq. (%)
Fortaleza 67 (18,7%)
Aracati 44 (12,3%)
Sabral 37 (10,3%)
ltapipoca 32 (8,9%)
Iguatu 15 (4,2%)
Russas 15 (4,2%)
Santana do Acaral 14 (10,3%)
Itatira 12 (2,8%)
Iraucuba 10 (2,8%)
Jaguaribara 10 (2. 8%)
Cratels 3 (2,2%)
Quixeré 8 (2,2%)

Fonte: Elaborada pela autora

Das 359 amostras testadas por sorologia nos diferentes testes comerciais pela técnica
ELISA, 29,2% (105/359) foram positivas também para IgG anti CHIKV. Na testagem para IgM
anti DENV 22,8% (82/359) foram positivas. Na avaliacdo para IgG anti DENV e para o
antigeno NS1 DENV, 14 amostras ndo foram analisadas por esgotamento de volume, portanto,

345 amostras foram testadas e dessas 82,6% (285/345) foram positivas no 1gG anti DENV e
1,7% (6/345) foram positivas no NS1 DENV. Para ZIKV todas as 359 amostras foram testadas,
2,8% (10/359) tiveram resultado positivo na IgM anti ZIKV e 49,3% (177/359) na IgG anti

ZIKV. (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultado das sorologias por ELISA para DENV, ZIKV e CHIKYV dos pacientes do
estudo, Ceara, 2017 (N = 359/345).

Sorologia N Positivo N (%0) Inconc. N (%) NegativoN (%)
IgM anti CHIKV 359 359 (100,0) - -

IgG anti CHIKV 359 105 (29,2) 20 (5,6) 234 (65,2)

IgM anti DENV 359 82 (22,8) 4(1,1) 273 (76,1)

IgG anti DENV 345 285 (82,6) 1(0,3) 59 (17,1)

NS1 DENV 345 6 (1,7) 4 (0,3) 335 (97,0)

IgM anti ZIKV 359 10 (2,8) 1(0,3) 348 (96,9)

IgG anti ZIKV 359 177 (49,3) 9(2,5) 173 (48,2)

Fonte: Elaborada pela autora. Inconc. = Inconclusivo

Ao relacionar as sorologias IgM/IgG anti CHIKV, foi possivel observar que 29,2%
(105/359) dessas amostras estavam positivas concomitantemente para IgM e 1gG anti CHIKV.
(Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados de sorologia IgM e 1gG anti CHIKV dos pacientes do estudo, Ceara,
2017. (N = 359).

CHIKYV IgM/IgG Frequéncia %
IgM* IgG* anti CHKV 105 29,2
IgM* IgG™ anti CHKV 234 65,2
IgM* IgG*"- anti CHKV 20 5,6
Total 359 100,0

Fonte: Elaborado pela autora. (+) positivo, (-) negativo, (+/-) Inconclusivo

Analisando os resultados positivos para o perfil IgM/IgG anti CHIKV foi possivel
identificar que o sexo feminino foi responsavel por 67,0% (70/105) desse total e a faixa etaria
entre 30-59,9 anos respondeu por 61,0% (64/105), onde a média e mediana das idades foram
respectivamente de 41 e 43 anos. O IgG foi detectado desde o dia 1 apdés inicio dos sintomas
até o dia 10, sendo a maioria 80,0% (84/105) detectada entre o 62 -72 dia do inicio dos sintomas,
apresentando significancia estatistica (P=0,0020). A média e a mediana do periodo de sintomas

foram de 6,4 e 7 dias respectivamente. (Tabelas 5 e 6) (Graficos 1, 2 e 3).
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Tabela 5 - Caracteristicas sociodemograficas e epidemioldgicas de pacientes do estudo para o
perfil IgM/IgG anti CHIKV®, Ceara, 2017 (N = 105).

CHIKV IgM+/1gG+ Frequéncia (%)
Sexo

Masculino 35 33,0
Feminino 70 67,0
Periodo de Sintomas

<6 dias 21 20,0
Entre 6-10 dias 84 80,0
Faixa Etaria (anos)

<6 3 2,9
6-12,9 6 57
13-29,9 19 18,0
30-59,9 64 61,0
> 60 13 12,4
Total 105 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta andlise. (+) positivo

Tabela 6 - Média e mediana das idades e tempo de sintomas relatados na coleta de amostras dos
pacientes do estudo com IgG anti CHIKV™, Ceard, 2017. (N = 105).

Variavel Média DP P 50 P 25 P75 IQR Min Max N
Idade 41,0 18,6 43,0 26,9 54,6 28,1 0,2 81,7 105
Sintomas 6,4 1,9 7 6 8 2 1 10 105

Fonte: Elaborada pela autora.
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Gréfico 1 — Soropositividade 1gM/IgG anti CHIKV de acordo com o periodo de sintomas,

Ceara, 2017. N = 339

Menos que 6 dias

Entre 6 e 10 dias

100

0 20 40 60 80
percent breakdown
P CHKV IgM+ 1gG+

B CHKV IgM+ 19G-

Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta andlise. (+) positivo, (-) negativo. Teste
de Mann Whitney *P< 0,05 e z= -3.084
Grafico 2 — Histograma do perfil IgM/1gG anti CHIKV em relacéo aos dias de sintomas, Cear3,

2017(N=339).
CHKV IgM+ IgG- CHKV IgM+ IgG+

Density
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Sintomas em dias em relagdo a data de coleta
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Fonte: Elaborado pela autora.Os indeterminados foram excluidos desta andlise. (+) positivo, (-) negativo.

Teste de Mann Whitney *P< 0,05.
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Gréfico 3 - Perfil de IgM/1gG anti CHIKYV, de acordo com o sexo e periodo de sintomas, Ceara,
2017. N =339
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Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo, (-) negativo.

Ao relacionar os achados de IgM anti CHIKV e IgM anti DENV, foi observado a

codeteccdo entre esses arbovirus em 22,8% (82/359) das amostras. (Tabela 7).

Tabela 7 — Resultados de codeteccBes entre CHIKV e DENV por sorologia IgM, Ceara,
2017(N=359).

IgM CHIKV/DENV Frequéncia %
IgM anti CHIKV*/DENV* 82 22,8
IgM anti CHIKV*/DENV- 273 76,0
IgM anti CHIKV*/DENV *- 4 11
Total 359 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. (+) positivo, (-) negativo, (+/-) Inconclusivo.

Analisando as codeteccOes entre CHIKV e DENV foi possivel verificar que o sexo
feminino foi responsavel por 65,9% (54/82) delas e a faixa etaria entre 30-59,9 anos respondeu
por 59,8% (49/82). O IgM anti DENV foi detectado entre 0 32 e 0 102 dia ap6s inicio dos
sintomas, sendo que 92,7% (76/82) deles encontravam-se entre 6-10 dias, 0 que apresentou
significancia estatistica (P< 0.001). A média e a mediana do periodo de sintomas foram de 6,9

e 7 dias respectivamente. (Tabelas 8 e 9) (Gréaficos 4 e 5).
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Tabela 8 - Caracteristicas sociodemogréficas e epidemioldgicas de pacientes do estudo com o
perfil IgM anti CHIKV™ e IgM anti DENV*, Ceara, 2017 (N = 82).

IgM CHIKYV +/DENV + Frequéncia (%)
Sexo

Masculino 28 34,1
Feminino 54 65,9
Periodo de Sintomas

<6 dias 6 7,3
Entre 6-10 dias 76 92,7
Faixa Etaria (anos)

<6 2 2,4
6-12,9 9 11,0
13-29,9 16 19,5
30-59,9 49 59,8
>60 6 7,3
Total 82 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo

Tabela 09 - Média e mediana das idades e tempo de sintomas relatados na coleta de amostras
dos pacientes do estudo com codeteccdo IgM anti CHIKV/DENV, Ceara, 2017 (N = 82).

Variavel Média DP P 50 P 25 P75 IQR Min Max N
Idade 36,0 17,1 39,1 243 497 25,4 0,1 71,2 82
Sintomas 6,9 1,2 7 6 8 2 3 10 82

Fonte: Elaborada pela autora.
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Grafico 4 - Soropositividade de IgM anti CHIKV x IgM anti DENV, de acordo com o periodo

de sintomas, Ceara, 2017(N=355).

Menos que 6 dias
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Fonte: Elaborado pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo, (-) negativo.

Teste de Mann Whitney. P< 0,001 e z= -6.164.

Gréfico 5 - Perfil de IgM anti CHIKV/DENV, de acordo com o sexo e periodo de sintomas,

Ceara, 2017(N=355)
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Fonte: Elaborado pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta andlise. (+) positivo. Teste de Mann

Whitney. P< 0,001
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As codeteccdes entre CHIKV/DENYV foram verificadas em amostras oriundas de 24 dos
46 municipios que fizeram parte da populacdo do estudo. O municipio de Fortaleza foi
responsavel por 18,3% (15/82) dessas codeteccBes, seguido por Itapipoca com 14,6% (12/82)
e Aracati com 12,2%(10/82). Destaca-se também os municipios de Iraucuba, Quixeré, Crateus,

Sobral, Russas, Santana do Acarad e ltatira. (Figura 19).

Figura 19 - Municipios com maior frequéncia de codetec¢oes entre CHIKV/DENV que fizeram
parte da populacéo do estudo, Ceard, 2017.

Municipios Codetecgbes | IgM CHIKV
Freq. (%) Freq. (%)
Fortaleza 15 (18,3%) 67 (18.7%)
ltapipoca® 12 (14,6%) 32 (8,9%)
Aracati 10 (12.2%) 44 (12,3%)
Iraucuba* 6 (7 .3%) 10 (2 &%)
Quixerg* 5(6,1%) 3 (2.2%)
Cratens® 5 (6,1%) 8 (2 2%)
Sobral 5(6,1%) 37 (10.3%)
Jaguaribara 4 (4 9%) 10 (2 &%)
| lguatu 3(3,7%) 15 (4,2%)
Russas 2 (2.4%) 15 (4 2%)
Santana do Acarau | 1(1,2%) 14 (3,9%)
Itatira 1{1,2%) 12 (3,3%)

Fonte Elaborado pela autora.* Incremento com relagdo a IgM CHIKV.

De acordo com os resultados de IgG anti DENV foi observado que 82,9% (285/345) das
amostras testadas para este agravo foram positivas, sendo 64,9% (185/285) do sexo feminino,
77,2% (220/285) estavam no periodo entre 6-10 dias de sintomas e 54,7% (156/285) estavam
na faixa etaria entre 30-59,9 anos, o0 que apresentou significancia estatistica (p =0,0417). A
mediana de idade e tempo de sntomas foram respectivamente de 40,9 anos e 6 dias. (Tabelas
10 e 11) (Gréfico 6).
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Tabela 10 - Caracteristicas sociodemograficas e epidemioldgicas de pacientes do estudo
confirmados laboratorialmente com IgG anti DENV*, Ceara, 2017 (N = 285).

IgM CHIK */1gG DENV* Frequéncia (%)
Sexo

Masculino 100 35,1
Feminino 185 64,9
Periodo de Sintomas

<6 dias 65 22,8
Entre 6-10 dias 220 77,2
Faixa Etaria (anos)

<6 6 2,1
6-12,9 18 6,3
13-29,9 64 22,5
30-59,9 156 54,7
> 60 41 14,4
Total 285 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo.

Tabela 11 - Média e mediana das idades e tempo de sintomas relatados na coleta das amostras
dos pacientes do estudo com codeteccdo IgM anti CHIKV/IgG anti DENV, Cear4, 2017 (N =
285).

Variavel Média DP P 50 P 25 P75 IQOR Min Max N
Idade 40,3 18,4 40,9 26,7 53,1 26,3 2,0 88,5 285
Sintomas 6,2 1,6 6 6 7 1 1 10 285

Fonte: Elaborada pela autora.



79

Gréfico 6 - Perfil de 1gG anti DENV, de acordo com o sexo e periodo de sintomas, Cearg,
2017(N=344).
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Fonte: Elaborado pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. Mann Whitney *P<0.05

Ao relacionar IgM e 1gG anti DENV houve significancia estatistica (P=0,0001) e foi
possivel observar que 1,5% (5/341) das amostras foi reagente somente no IgM. Em
contrapartida, 61% (208/341) referem somente o IgG anti DENV positivo. Em ambas as
situacOes houve predominio do sexo feminino. (Tabela 12) (Gréfico 7).

Tabela 12 — Perfil IgM/1gG anti DENV de pacientes do estudo confirmados laboratorialmente
com IgM anti CHIKV, Cearg, 2017 (N = 341).

IgM/1gG DENV+ Frequéncia (%)
IlgM/1gG anti DENV 53 15,5
IlgM*/IgG™ anti DENV 5 1,5
IgM*/1gG™ anti DENV 75 22,0
IgM7/1gG™ anti DENV 208 61,0
Total 341 100,0

Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo, (-) negativo.
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Gréfico7 - Perfil de IgM/1gG anti DENV, de acordo com o sexo e periodo de sintomas, Cearg,
2017(N=341).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo, (-) negativo.
Teste:Kruskal-Wallis.. **P< 0.01 e chi-squared =35.387.

Considerando que 1,7% (6/345) das amostras foram positivas para o antigeno NS1
DENV, é possivel observar que em 1,1% (4/345) delas o IgM anti DENV foi positivo, mas em
0,6% (2/345) o IgM anti DENV estava negativo. Desta forma, podemos entender que mais duas
codetecces entre CHIKV e DENV foram demonstradas (desta vez por causa do NS1 DENV),
perfazendo desta forma, um total de 84 codeteccdes entre esses dois arbovirus. (Tabela 13)
(Grafico 8).

Tabela 13 — Resultados de codeteccdes entre IgM anti CHIKV e DENV NS1.

IgM CHIKV/DENV (NS1e IgM) Frequéncia %
IgM CHIKV+/NS1+ 6 1,7
(IgM CHIKV+/1lgM DENV+/NS1+) 4 1,1
(IgM CHIKV+/IgM DENV-/NS1+) 2 0,6
IgM CHIKV+/NS1 +/- 4 1,2
IgM CHIKV+/NS1 - 335 97,0
Total 345 100,0

Fonte: Elaborado pela autora. (+) positivo, (-) negativo, (+/-) Inconclusivo.
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Gréfico 8 - Perfil de NS1-DENV, de acordo com 0 sexo e periodo de sintomas, Ceara,
2017(N=341).
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Fonte: Elaborado pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. Kendall's tau-b = -0.0891 ASE
P=0.067

Ao relacionar os achados de IgM anti CHIKV e anti ZIKV, foi observado que houve

codeteccdo entre esses arbovirus em 2,8% (10/359) das amostras. (Tabela 14).

Tabela 14 — Resultados de codetecgdes entre CHIKV e ZIKV por sorologia IgM, dos pacientes
do estudo, Ceara, 2017. (N = 359).

IgM anti CHIKV/ZIKV Frequéncia %
IgM anti CHIKV*/ZIKV* 10 2,8
IgM anti CHIKV*/ZIKV- 348 96,9
IgM anti CHIKV*/ZIKV *- 1 0,3
Total 359 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. (+) positivo, (-) negativo, (+/-) Inconclusivo.

Dentre as codetecgdes entre CHIKV e ZIKV o sexo feminino foi responsavel por 60,0%
(6/10) delas, a faixa etaria entre 30-59,9 anos respondeu por 40,0% (4/10) dessas codetec¢des
e 80,0% (8/359) das amostras positivas encontravam-se no periodo compreendido entre o 62 e

0 102 dia apds inicio dos sintomas. (Tabela 15) (Gréfico 9).
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Tabela 15 - Caracteristicas séciodemograficas e epidemioldgicas de pacientes com perfil IgM
anti CHIKV*/ZIKV" do estudo Ceara, 2017. (N =10).

IgM anti CHIK*/ZIKV * Frequéncia (%0)
Sexo

Masculino 4 40,0
Feminino 6 60,0

Periodo de Sintomas
<6 dias 2 20,0

Entre 6-10 dias 8 80,0
Faixa Etaria (anos)

<6 1 10,0
6-12,9 2 20,0
13-29,9 3 30,0
30-59,9 4 40,0
> 60 0

Total 10 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo.

Gréfico 9 - Perfil de IgM anti CHIKV/ZIKV, de acordo com 0 sexo e periodo de sintomas,
Ceara, 2017 (N=358).
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Fonte: Elaborado pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo, (-) negativo.
Kendall's tau-b = 0.0133 ASE P=0.050.
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Analisando os resultados de IgG anti ZIKV foi possivel identificar que 49,3% (177/359)
das amostras estavam positivas; dessas, 65,0% (115/177) eram sexo feminino, 55,4% (98/17)
estavam na faixa etaria entre 30-59,9 anos e 76,3% (135/177) no periodo compreendido entre
6-10 dias do inicio dos sintomas. (Tabela 16) (Graficol0).

Tabela 16 - Caracteristicas séciodemograficas e epidemioldgicas de pacientes do estudo com
perfil IgM CHIK */IgG ZIKV™, Ceara, 2107 (N =177).

IgM CHIK +/1gG ZIKV+ Frequéncia (%)
Sexo

Masculino 62 35,0
Feminino 115 65,0
Periodo de Sintomas

<6 dias 42 23,7
Entre 6-10 dias 135 76,3
Faixa Etaria (anos)

<6 2 1,1
6-12,9 11 6,2
13-29,9 32 18,1
30-59,9 98 55,4
>60 34 19,2
Total 177 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta andlise. (+) positivo.
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Gréfico — 10- Perfil de 1gG anti ZIKV, de acordo com 0 sexo e periodo de sintomas, Ceara,

2017(N=350).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta andlise. (+) positivo.

Analisando as sorologias IgM para os trés arbovirus (CHIKV/DENV/ZIKV), foi

encontrada codeteccdo em 24,8% (89/359) das amostras. Em 3 delas (3,3%) foi observada a

tripla deteccdo (Figura 20). As referidas amostras eram todas de pacientes do sexo masculino,

estavam compreendidas entre 0 62 e 72 dias do inicio dos sintomas e pertenciam a duas faixas

etarias distintas. Nenhuma delas foi positiva para o antigeno NS1 da dengue. Todas variaram

guanto ao resultado IgG anti CHIKV e foram negativas para 1gG anti DENV e anti ZIKV.

(Quadro 3) (Grafico 11).
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Figura 20 - Diagrama evidenciando as codetec¢des de IgM anti CHIKV, DENV e ZIKV,
Ceara, 2017(N=89).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quadro 3 — Resultados de testes ELISA apontando tripla deteccéo entre IgM anti CHIKV/
DENV/ZIKV, relatando 1gG anti CHIKV/DENV/ZIKV e NS1, de acordo com o sexo, idade e
dias de sintomas na populacdo em estudo, Ceara, 2017. N=3

CcOD. ID. IgM IgM IgM IgG IgG 1gG NS1 Idade  Sint. Sexo
CHIKV DENV ZIKV CHIKV DENV ZIKV DENV (anos) (dias)

MDB4384 + + + - = - = 9,3 6 M
MDB3932 + + + +/- - - - 24,3 7 M
MDB46 + + + + - - - 23,6 7 M

Fonte: Elaborado pela autora. Legenda: (cod.id) cédigo de identificacdo, sint. (sintomas) (+/-) Inconclusivo; (M)
Masculino
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Gréfico 11 - Resultado das sorologias evidenciando as codeteccBes entre IgM anti CHIKYV,
anto DENV e anti ZIKV, de acordo com o sexo e periodo de sintomas, Ceard, 2017(N=359).
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Fonte: Elaborado pela autora. *Os indeterminados foram excluidos desta analise (+) positivo. Teste:Kruskal-
Wallis. **P< 0.01

Avaliando os resultados de NS1-DENV juntamente com codeteccGes entre sorologias
IgM anti CHIKV/DENV/ZIKV de acordo com periodo de sintomas e com o sexo, identificou-
se 0 predominio do sexo feminino em todos 0s grupos, exceto na tripla deteccdo. Quanto aos
dias de sintomas, a mediana de todos os perfis manteve-se no intervalo entre o 5° e 7° dias,

apresentando variacdo na média. (Tabela 17) e (Gréfico 12).

Tabela 17 - Distribuicio dos resultados de NS1-DENV e sorologias IgM anti
CHIKV/DENV/ZIKYV dos pacientes do estudo, Ceara, 2017. (N= 91).

Codeteccdes Frequéncia (%)
IgM anti CHIKV*/DENV*/DENV NS1* 81 89,0
IgM CHIKV"/ZIKV* 7 7,7
IgM CHIKV*/DENV*/ZIKV* 3 33
Total 91 100,0

Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo
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Grafico 12 - Perfil de NS1-DENV e IgM anti CHIKV/DENV/ZIKV, de acordo com 0 sexo e
periodo de sintomas, Ceara, 2017(N=359).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) positivo

Teste: Kruskal-Wallis.** P< 0.01.

A amplificagdo por qRT-PCR foi observada exclusivamente para o CHIKV, em 14,8%

(53/359) das amostras. Ao analisar essas deteccdes, foi possivel observar que o sexo feminino

foi responsavel por 66,0% (35/53) e a faixa etaria entre 30-59,9 anos predominou em 49,0%

(26/53) delas. A infeccéo foi detectada desde o dia 1 (ap6s inicio da doenca) até o dia 9, sendo

que 68,0% desses (36/53) estavam no periodo compreendido entre 6 -10 dias de sintomas. A

mediana das idades foi de 41,7 anos e a do periodo de sintomas foi de 6 dias. (Tabelas 18 e 19)

(Grafico 13).
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Tabela 18 - Caracteristicas séciodemograficas e epidemiologicas de pacientes do estudo com
CHIKV* por qRT PCR, Ceara, 2017 (N = 53).

qRT-PCR CHIK* Frequéncia (%)
Sexo

Masculino 18 34,0
Feminino 35 66,0
Periodo de Sintomas

<6 dias 17 32,1
Entre 6-10 dias 36 67,9
Faixa Etaria (anos)

<6 2 3,8
6-12,9 1 1,9
13-29,9 15 28,3
30-59,9 26 49,0
>60 9 17,0
Total 53 100,0

Fonte: Elaborada pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. (+) detectavel.

Tabela 19- Média e mediana das idades e tempo de sintomas relatados na coleta dos pacientes
do estudo com CHIKV™ por gqRT PCR, Ceard, 2107 (N = 53).

Variavel Média DP P 50 P 25 P75 IOR Min Max N
Idade 40,0 18,4 41,7 22,4 55,2 32,8 52 76,7 53
Sintomas 5,9 1,7 6 5 7 2 1 9 53

Fonte: Elaborada pela autora
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Gréfico 13 — Resultados de qRT-PCR CHIKV de acordo com o sexo e periodo de sintomas,
Ceara, 2017(N=359).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise. Mann-Whitney p= 0.4256

Os resultados de qRT-PCR CHIKV e comparandos ao perfil IgM/IgG anti CHIKV
mostrou que a maioria das amostras com gRT-PCR CHIKYV detectadas ainda nédo tinham o Ac

IgG presente. E que houve variacdo na média e na mediana de dias de sintomas nos dois perfis.
(Gréfico 14).

Grafico 14 — Resultados de gRT-PCR CHIKV™ e IgM/1gG anti CHIKV, de acordo com o sexo
e periodo de sintomas, Ceard, 2017 (N=53).
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Fonte: Elaborado pela autora. Os indeterminados foram excluidos desta analise.
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Comparando os resultados da deteccdo molecular com os demais resultados de
sorologia, identificou-se que tanto nas monodetec¢Oes quanto nas codeteccdes houve a
ocorréncia de positividade na gRT-PCR, porém com frequéncias variadas. A deteccdo na qRT-
PCR foi observada em 77,3% (41/53) pacientes com monodeteccdo sorologica e em 22,7%
(12/53) nas codetecgdes entre CHIKV/DENV e CHIKV/ZIKV, néo sendo observado na tripla
deteccdo. (Tabela 20) (Gréfico 15).

Tabela 20 — Resultado de qRT-PCR CHIKV* e deteccbes IgM anti CHIKV/DENV/ZIKV,
NS1-DENV, pacientes do estudo, Ceard, 2107 (N=53).

RT-PCR CHIKYV + Frequéncia (%)
IgM anti CHIKV* 41 77,3
IgM anti CHIKV*/DENV*/NS1 DENV- 8 18,9
IgM anti CHIKV*/ZIKV* 2 3,8
IgM anti CHIKV*/DENV*/ZIKV* 0 0
IgM CHIKV*/ DENV-/ NS1 DENV* 2 0
Total 53 100,0

Fonte: Elaborada pela autora

Gréfico 15 - Perfil de codeteccBes entre IgM CHIKV, DENV e ZIKV com detec¢do de RT-
PCT CHIKYV, de acordo com o periodo de sintomas, Ceard, 2017(N=359).
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Resultados positivos por gRT-PCR para CHIKV e por NS1-DENV foram observados
que 3,8% (2/53) dessas, o que demonstrou a coinfec¢do entre CHIKV e DENV. Ambos 0s
pacientes com a coinfec¢do eram do sexo feminino, estavam no 62 e 79 dias do inicio dos

sintomas e pertenciam a faixas etarias distintas. (Figura 21) (Quadro 4).

Figura 21 — Intersecdo dos resultados de gqRT-PCR CHIKV* e NS1-DENV* evidenciando a
coinfeccdo CHIKV/DENYV, Ceard, 2107.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Quadro 4 — Resultados de testes apontando coinfeccéo entre CHIKV e DENV, relatando IgM
e 1gG Anti CHIKV/DENV/ZIKV, NS1 e RT-PCR para CHIKYV, de acordo com o sexo e dias
de sintomas na populacdo em estudo, Ceara, 2017.N=2

COD. IgM IgM IgM 1gG IgG 1gG NS1 PCR Sint. Idade  Sexo

ID. C D z C D z D C dias anos
MDB + + - - - - + + 6 55 F
4699
MDB  + + - - - - + + 7 17,8 F
4701

Fonte: Elaborada pela autora.

Legenda: COD ID (identificacdo da amostra); sint (sintomas); (C) CHIKV; (D) DENV;(Z) ZIKV; (F) Feminino.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo realizou uma investigagdo conduzida com o “N” amostral final de
359 participantes, o que é relevante quando se compara a outros estudos nacionais e
internacionais, que envolvem analises soroldgicas e moleculares em todas as amostras como 0s
estudos de Suwanmanee et al. (2018), Pessoa et al. (2016) e Cabral-Castro et al. (2016).
Contudo, este estudo se diferencia dos demais por ter amostras recrutadas de uma soroteca, com
um diagndstico primario j& estabelecido, enquanto a maioria dos outros estudos avaliam
pacientes com doenca febril, com suspeita arboviral, como foram os estudos de Mercado-Reyes
et al, (2018), Waggoner et al. (2016); Carrilo-Hernandez et al. (2018); Pessoa et al. (2016) e
Silva et al. (2019) que investigaram 0s mesmos trés arbovirus aqui pesquisados.

Neste estudo foi evidenciado o predominio do sexo feminino (64,9%) e de adultos na
faixa etéria entre 30 e 59,9 anos (49,6%). Esses resultados corroboram com os dados gerais da
epidemia de 2017 no Ceara, apresentados pela Secretaria de Satde do Estado, onde 62,0% dos
casos confirmados de chikungunya eram do sexo feminino e 66,0% estavam distribuidos na
faixa etaria entre 20-59 anos. O estudo também corrobora com os achados de Beltran-Silva et
al, (2016) em um estudo no México onde pesquisou 0s mesmos 3 arbovirus. Suwanmanee et al.
(2018) na Tailandia, Mercado-Reyes et al. (2018) na Colombia e Waggoner et al. (2016) na
Nicaragua também avaliaram os mesmos trés arbovirus e tiveram como resultado em seus
estudos o predominio do sexo feminino e de faixa etaria semelhante a apresentadas neste estudo,
assim como Caron Mélanie et al. (2012) na Africa que avaliou CHIKV e DENV. No Brasil,
Silva et al. (2019) estudando a cocirculacao desses arbovirus também relataram o predominio
do sexo feminino e faixa etaria compativel, mas com pequena variacdo. No Ceara estudos
recentes apontam para achados similares no tocante a sexo e faixa etaria, segundo Simido et al.
(2019).

QOutros estudos também referem predominio do sexo feminino na infecgdo pelo
CHIKV, ndo que o organismo feminino apresente diferencas imunolégicas que o torne mais
propenso, mas sim devido aos tipos de atividades e diferentes comportamentos de vestuario
feminino, permitindo assim uma maior acessibilidade aos vetores. Por outro lado, um estudo
transversal em Mayotte constatou a soroprevaléncia de CHIKV maior em individuos do sexo
masculino (SISSOKO et al., 2008). Anténio et al. (2019) também referiram em sua populagédo

de estudo uma pequena divergéncia, com predominio do sexo masculino. Relatos semelhantes
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foram descritos com o virus da dengue, que compartilha vetores comuns e mostra uma dinamica
de transmissdo relativamente semelhante a infec¢do por CHIKV (SISSOKO et al., 2008).

Alguns estudos indicam que, apesar do CHIKV afetar ambos 0s sexos, 0 sexo
feminino é um fator de risco para o agravamento e persisténcia das dores articulares
(ESSACKJEE et al., 2013, BRASIL/MS, 2014). A inconsisténcia no predominio de um
determinado sexo como fator de exposi¢do a infeccdo viral pode estar relacionada a diferentes
estilos de vida e comportamentos em diferentes paises ou comunidades (VAN GENDEREN et
al., 2016); todavia, outros estudos que apontam a diferenca percebida entre 0s sexos com
predominio quase que geral do sexo feminino, fazem referéncia aos cuidados com a saude
associados a prevencdo, levando a crer que os servicos de salde costumam ser mais procurados
por mulheres, pela percepcdo que estas possuem de seu papel no processo saude/doenca.
(LEVORATO et al., 2014).

Estudos realizados por Sissoko, et al. (2008) e Kajeguka, et al. (2016) néo
demonstraram diferencas na frequéncia de anticorpos anti CHIKV nas diversas faixas etérias.
Entretanto, Manimunda et al. (2010) e Taraphdar et al. (2012), ambos na India e Garay-Moran
et al. (2017) e Méndez et al. (2017) no México demonstraram que a chikungunya era mais
prevalente em adultos do que em pessoas mais jovens. Estes dados corroboram com estudos
anteriores de Borgherini et al. (2008) que indicam predominancia de adultos na populagéo
afetada por CHIKV durante a epidemia da Ilha da Reunido em 2006.

Uma das maiores preocupac¢des da chikungunya nessa faixa de idade é o impacto social
e econdmico significativo que ela acarreta, levando em conta que os individuos incluidos nessa
faixa etdria estdo na idade produtiva e economicamente ativa e que por conta das complicagdes,
muitas vezes incapacitantes, da chikungunya podem diminuir ou perder a capacidade de
producdo individual ou ainda ter um alto indice de absenteismo laboral (SILVA et al., 2018).
Todavia, apesar da faixa etaria entre 30-59,9 anos ter sido a mais frequente, a soropositividade
para IgM anti CHIKV esteve presente em todas as faixas etarias desse estudo. Esse achado
apoia a hipotese de que a imunidade de base para a infeccdo por CHIKV estava ausente nesta
populagéo.

Quanto a distribuicdo geogréfica, esse estudo contemplou amostras oriundas de 46
municipios cearenses, sendo o municipio de Fortaleza responsavel pela maioria dos casos de
IgM anti CHIKV. Foi possivel observar um padréo de soropositividade compativel com os
dados fornecidos pela Secretaria do Estado do Ceara (CEARA, 2017), que apontou 0 municipio
de Fortaleza como apresentando incidéncia maior que 1000 casos por 100 mil habitantes.

(CEARA, 2017). O fato da amostragem estudada néo ter comtemplado todos os 184 municipios
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que compdem o estado do Ceara pode ser justificado em virtude da descentralizagdo do
diagnédstico de alguns agravos (incluindo a sorologia para as arboviroses) para a rede de
laboratdrios regionais do estado. Desta forma, alguns municipios cearenses encaminhavam suas
amostras destinadas ao diagndstico arboviral, para os Laboratorios Regionais situados nos
minicipios de Juazeiro do Norte, Ico, Taud, Crato e Senador Pompeu.

CHIKV, DENV e ZIKV compartilham do mesmo vetor, podendo assim deflagrar a
cocirculacdo em uma regido. Alem disso, esses virus cocirculantes também causam sintomas
clinicos semelhantes em hospedeiros humanos. Sendo este o cenario apresentado, €
fundamental testar os pacientes suspeitos de qualquer uma dessas infeccbes para os trés
arbovirus, objetivando o manejo adequado do paciente. Dessa forma, os dados desse estudo
demonstraram valores marcantes de soropositividade para os trés arbovirus pesquisados na
populacdo testada, refletindo o contexto epidemioldgico no qual esta inserida.

Levando em conta a positividade de IgM anti CHIKV em toda a populacgéo do estudo,
foi observado uma maior frequéncia desta nas amostras que estavam entre o 5° e 0 7° dia de
sintomas. Este achado encontra consisténcia na literatura, de acordo com o preconizado no
Manejo Clinico para CHIK publicado pelo Ministério da Sadde em 2017 que, embora
considerando o aparecimento da IgM anti CHIKYV a partir do 2° dia do inicio dos sintomas,
sugere que para essa investigagdo soroldgica a coleta seja realizada a partir do 52 dia (BRASIL,
2017).

Foi evidenciado que 29,2% (105/359) dos pacientes desse estudo mostraram
positividade concomitante para IgM e IgG anti CHIKV. O IgG foi detectado precocemente,
aparecendo em 20% (21/105) das amostras com menos de 6 dias de sintomas, constituindo uma
janela de oportunidade para deteccéo deste anticorpo, contudo, a maior frequéncia foi observada
nas amostras entre 0 62 e 72 dia de sintomas. Esse achado corrobora com os de Antonio et al.,
2019, que em um estudo realizado em Mocambique, entre 2009-2015, demonstraram a
frequéncia de 17,9% (152/895) de anticorpos IgG do CHIKYV encontrado na populacéo de seu
estudo, porém, foi superior aos relatados em outros dois estudos realizados na Tanzania, um em
2013 com frequéncia de 1,6% (CHIPWAZA B, et al., 2018) e outro 2013-2014, com frequéncia
de 3,7% (KAJEGUKA, D.C et al., 2016). As possiveis razdes para essas diferencas podem ser
devido a variacdes geograficas, diferencas na amostragem e na sazonalidade (ANTONIO et al.,
2019).

Esse estudo também encontra apoio em um outro desenvolvido na Malésia por Chua CL
etal. (2017), onde foi demonstrado que entre os dias 4 e 10 do inicio da infecgdo houve variacdo

individual nos achados de IgM e 1gG, com alguns pacientes exibindo IgM predominante e outra
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parte deles tendo predominio de IgG. Esses achados encontram fundamentagdo nos dados do
CDC e OPAS, que apontam para o aparecimento de IgG Anti CHIKV entre 62 e 7° dia do inicio
dos sintomas. Fato observado pelo Ministério da Saude no Brasil, que preconiza a realizagdo
da sorologia para deteccéo de Ac IgG contra CHIKYV a partir do 6° dia do inicio dos sintomas
(BRASIL, 2017). Levando-se em conta a natureza desse estudo, que contou com amostras “de
conveniéncia”, a maior quantidade de amostras analisadas estava de acordo com essa condigao.

As codeteccdes foram achados relativamente comuns. Em aproximadamente 1 a cada 4
amostras analisadas (24,8%, 89/359) foi observado codeteccdo de IgM anti CHIKV com as
outras arboviroses estudadas. Dentre as codeteccOes, as ocorridas entre CHIKV/DENV
apresentaram a maior frequéncia, sendo responsaveis por 88,8% (79/89) do total. Codeteccbes
entre esses arbovirus (CHIKV/DENV) ja foram descritas anteriormente. Mukherjee et al.
(2017) avaliaram pacientes para entender a dindmica da transmissdo entre CHIKV-DENV em
surtos ocorridos em Bengala Ocidental (india), observando um padréo de infeccdo para esses
dois arbovirus; Omarjee et al, (2014) na Franca estudaram uma populacdo submetida a surto
concomitante de dengue e chikungunya, mais especificamente em Saint Martin. Afreen et al.
(2014) estudando a caracterizacdo molecular de CHIKV e DENV numa popula¢do em Nova
Delhi também observaram a codetec¢do entre esses dois arbovirus e Suwanmanee et al. (2018)
na Tailandia, monitorando os mesmaos trés arbovirus aqui estudados, encontraram na populacédo
investigada 3,89% de codetec¢éo entre CHIKV e DENV, uma propor¢do menor em relacéo a
este estudo. Magalhaes et al. (2017), em Recife-PE (Brasil) também identificaram coinfeccéo
entre CHIKV e DENV.

Sendo o Ceard um estado endémico para dengue, possuindo vetor competente e
populacéo suscetivel, era provavel que, com a introducéo do CHIKYV, casos de codeteccao entre
esses arbovirus fossem encontrados no cenario epidemioldgico de 2017, que contou com 25.012
casos confirmados de dengue e 105.232 de chikungunya, segundo boletim epidemioldgico da
SESA-CE. Todavia uma hipdtese a ser também considerada € a de infec¢do subsequente, ou
seja, do individuo ter sido infectado primeiramente por um desses arbovirus e posteriormente
pelo outro.

Os municipios que apresentaram maior frequéncia de codetecgdes entre CHIKV/DENV
foram os mesmos que apresentaram maior frequéncia na sorologia IgM anti CHIKYV reagente,
0 que corrobora com dados da epidemia (CEARA, 2019). Porém, em 4 municipios (ltapipoca,
Irauguba, Quixeré e Crateus) foi observado um incremento quando comparamos os resultados

das sorologias IgM anti CHIKYV reagente com a codeteccdo entre CHIKV/DENV.
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Avaliando os resultados encontrados na investigacéo soroldgica para o perfil IgM/1gG
anti DENV, observamos que 15,5% (53/341) ndo apresentaram nenhuma imunidade a este
arbovirus, estando essa populacdo extremamente vulneravel a doenga. Em contrapartida, 1,5%
(5/341) apresentaram positividade somente no IgM anti DENV, sugerindo uma infeccédo
primaria por este virus. Esse achado pode ser validado se levarmos em conta os 25.012 casos
confirmados de dengue no estado em 2017 (CEARA, 2018). Por outro lado, a maioria, 61%
(208/341), apresentou somente o IgG reagente, apontando uma infeccdo prévia por DENV e
22% (75/341) apresentaram positividade tanto para IgM como para IgG, sugerindo uma
infecgdo secundéria por este arbovirus. No total, a IgG Anti DENV foi identificada em 82,6%
(285/345) das amostras investigadas. Inquéritos realizados sobre dengue demonstram variadas
soroprevaléncias. Teixeira et al. (2002) em Salvador-BA demonstraram 68,7%, Vasconcelos et
al., (1998) e Pires et al., (2015) demonstraram 44,0% e 67,4% respectivamente em Fortaleza-
CE, Vasconcelos et al. (1999) encontraram 41,5% em S&o Luis-MA. Ganeshkumar et al. (2018)
em um estudo de metanalise na India, identificaram entre os pacientes confirmados
laboratorialmente 56,9% de positividade no IgG anti DENV.

Os resultados desse estudo encontram apoio em Cavalcanti et al. (2018), que, na sua
pesquisa sobre os trinta anos de dengue no Cearéd relatam a notificacdo de casos dessa
arbovirose no estado desde 1986 e referem a alternancia entre periodos endémicos e epidémicos
da doenca, registrando um histérico de 14 epidemias, sendo a ultima em 2016. Leva-se em
conta ainda que no Ceara os 4 sorotipos da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4)
ja foram identificados, que a infec¢do por um sorotipo ndo confere imunidade ao outro e que
entre 2011 e 2012 o DENV-4 foi o responsavel por epidemias na maioria dos estados,
coincidindo com a circulagdo simultanea dos quatro sorotipos no territdrio brasileiro, sendo este
isolado pela primeira vez no Ceara em 2011 durante uma epidemia de DENV-1 (RAMALHO
etal., 2018).

As codeteccOes entre CHIKV/ZIKV foram verificadas em 7,9% (7/89) dentre todas as
do estudo. As associacdes entre esses arbovirus também foram evidenciadas nos estudos
publicados por Cabral-Castro et al. (2016), porém ndo utilizaram ensaios sorolégicos.
Magalhées et al. (2017) investigando populacédo febril em Recife, identificaram a codeteccéo
entre CHIKV e ZIKV. Mercado-Reyes et al. (2018) na Coldmbia, Waggoner et al, (2016) na
Nicaragua, Suwanmanee et al, (2018) na Tailandia e outros encontraram associagao entre esses
dois arbovirus, contudo, a maioria deles ndo refere o teste soroldgico, utilizando quase
exclusivamente a deteccdo molecular (PCR ou RT-PCR). No Brasil, no periodo de epidemia de

Zika, o diagndstico era restrito a testes moleculares e aplicados a casos suspeitos de gestantes



97

e neonatos. Os testes soroldgicos IgM anti ZIKV sé foram disponibilizados pelo M.S em 2017
(BRASIL, 2017).

Em 2017, o Ceara notificou 3.495 casos de Zika, dos quais 581 foram confirmados
clinico epidemioldgico e/ou laboratorialmente e a confirmacdo laboratorial se deu em sete
municipios do estado (Ceard, 2017). Esse dado refor¢a o indice da codetecgdo encontrado nesse
estudo.

A IgG anti ZIKV foi identificada em 49,3% (177/359) de todas as amostras investigadas.
Percebe-se aqui uma diferenca entre a soroprevaléncia de Zika aqui reportada e os 2.343 de
casos confirmados com taxa de incidéncia (por 100 mil habitantes) de 26,1 no ano de 2016 e
571 casos confirmados com taxa de incidéncia (por 100 mil habitantes) de 6,4 em 2017
(CEARA, 2018). Inquéritos com ZIKV também demonstram oscilacdes de soroprevaléncia.
Um estudo realizado na Polinésia Francesa entre 2014-2015 demonstrou soroprevaléncia de
49% (AUBRY et al., 2017), Zambrana et al. (2018) encontraram uma soroprevaléncia de 36%
em criancas e 56% em adultos, em inquérito realizado na Nicardgua, apds epidemia ocorrida
em 2016. No Brasil, em Salvador, foi observada uma soroprevaléncia de 63,3% em 2016, uma
prevaléncia considerada bastante elevada (NETTO et al., 2017).

Provavelmente este fato se deva ndo s6 a proporcdo de casos assintomaticos, mas
também a subnotificacdo de casos sintomaticos principalmente pela auséncia de testes
sorol6gicos que ndo eram disponibilizados durante a epidemia de Zika no Ceara, ficando o
diagnostico laboratorial a cargo dos testes moleculares e em um grupo especifico. Contudo nédo
se deve excluir a possibilidade de reacdo cruzada entre ZIKV e DENV nos testes soroldgicos,
devido a semelhanca estrutural e sequencial entre esses flavivirus (PRI'YAMVADA et al. 2016).
Porém, Steinhagen et al. (2016), em um estudo para avaliacdo de teste comercial para
diagnostico soroldgico de Zika (EURIMUNN), encontrou dentre as amostras confirmadas para
ZIKV e coletadas apds 6 dias do inicio dos sintomas, a sensibilidade de 88,2% (95% IC: 64,4
a 98,0) para ELISA IgG. Entre todas as amostras testadas referentes a outros patdgenos,
possivel reacdo-cruzada ocorreu em 0,4% (95% CI: 0 a 2,4) para IgG. Néo foi detectada reacéo-
cruzada em amostras com altos titulos de anticorpos para DENV.

A tripla deteccdo foi constatada em 3,4% (3/89) dentre as codeteccOes encontradas,
entretanto, em nenhuma delas houve a deteccdo viral. A triplice circulagdo viral
(CHIKV/DENV/ZIKV) é mencionada em varios estudos, como os de Magalhaes et al. (2017)
no Brasil, Suwanmanee et al. (2018) naTailandia, Carrilo-Hernandez et al. (2018) na Colémbia-
Venezuela, Mercado-Reyes et al. (2018) na Colémbia e Silva et al. (2019) no Brasil, onde os

trés arbovirus sdo pesquisados por meios moleculares e/ou sorologicos, porém, a detecgédo
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soroldgica dos trés virus na mesma amostra “pouco é documentada, talvez pelo fato de muitos
n&o utilizarem a sorologia IgM anti ZIKV em seus estudos ou por ndo conseguirem detectar os
trés anticorpos IgM simultaneamente devido ao momento (precoce) que habitualmente coletam
as amostras. Porém, ndo devemos desconsiderar fatores complicadores do diagnostico, como,
pacientes com infeccdo recente por dengue ainda com anticorpos IgM circulantes e acometidos
por uma infeccdo por ZIKV ou, pacientes que tenham tido infec¢do prévia por dengue e a
infeccdo posterior por ZIKV estimulando a producdo de anticorpos IgM contra DENV (DE
FILIPS,2016) e ainda as possiveis reacdes-cruzadas entre DENV e ZIKV.

O Ag NS1- DENYV foi detectado em 1,7% (6/345) das amostras analisadas. A detecgéo
de NS1 possibilita o diagnostico precoce da dengue, podendo este ser detectado em amostras
(soro, liquor e tecidos) em até 9 dias apos o inicio dos sintomas. Este fato faz do NS1-DENV
uma alternativa potencial para a sorologia e a PCR com relacédo ao diagnostico desta arboviroses
(SIMMONS, 2012) A cocirculagdo do Zika virus e do virus Dengue nas Américas vem
causando uma emergéncia sanitaria. Matheus et al. (2016) em seus resultados mostram que 0s
ensaios do antigeno NS1 da dengue ainda sdo inteiramente apropriados para a vigilancia desse
virus, mesmo durante a circulacdo epidémica do ZIKV, pois nenhum resultado falso-positivo
do teste NS-DENV ocorreu entre as amostras com infec¢éo pelo ZIKV em fase aguda. Lima et
al (2019) em estudo na populagdo brasileira verificou que o teste NS1-Dengue foi muito
especifico para o diagnéstico desta, mesmo na cocirculacdo com ZIKV, e exibiu uma alta
precisdo em ndo detectar infeccdes por Zika agudo.

Alguns estudos também demonstraram a alta sensibilidade e limitada reatividade
cruzada, sugerindo que NS1 pode representar um ensaio diferencial eficiente entre infeccoes
por DENV e ZIKV (STETTLER et al., 2016) pois possuem epitopos especificos de grupo que
potencialmente diferenciam esses virus. O DENV NS1 é um marcador diagndstico exclusivo
para o diagndstico precoce da dengue em compara¢do com outros testes, como o0 MAC-ELISA,
por ser detectado no soro do paciente logo apds o inicio dos sintomas (GELANEW, T. &
HUNSPERGER, E., 2018; LIMA et al.,2010; LIMA et al.,2019). NS1-DENYV foi instrumento
de avaliagdo nos estudos de Afreen et al. (2014) e Mukherjee et al. (2017), ambos na India,
onde a coinfeccdo entre CHIKV-DENV foi observada.

Neste estudo, a confirmacdo molecular para CHIKV, foi demonstrada em 14,8%
(53/359) da populacédo analisada. Esses achados corroboram com os de Waggoner et al. (2016)
na Nicaragua, que confirmaram 23,3% dos suspeitos de chikungunya, numa populacéo febril
com até 6 dias de sintomas; Afreen et al. (2014), na india, confirmaram 28,7% de CHIKV por

PCR na coorte de pacientes febris. No Brasil, mediante a cocirculagéo arboviral, Cabral-Castro
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et al. (2016) detectaram por PCR 3,3% de CHIKV na populagéo investigada e Silva et al.
(2019), confirmou a infeccdo por CHIKV (PCR) em 16,0% de sua populacéo.

Entretanto, Mercado-Reyes et al. (2018) na Colémbia identificaram 1,7% de CHIKV
numa coorte de pacientes febris investigada para 0s mesmos trés arbovirus aqui pesquisados.
Nesta populacdo de individuos sabidamente positivos para IgM anti-CHIKYV, foi fundamental
comprovar a infeccdo viral. Importante ainda foi observar que a deteccdo molecular de CHIKV
ocorreu ndo somente nas amostras com monodetecccdo, mas também foi observada em
pacientes com codeteccdo entre CHIKV-DENV e CHIKV-ZIKV.

Embora a literatura preconize o periodo de 1-8 dias da infec¢do como o indicado e o de
2-5 dias como o ideal para a detec¢do molecular do CHIKV por PCR (PEELING et al., 2010;
BURT et al.,2012; BRASIL, 2017), este estudo, que contou com amostras compreendidas entre
1-10 dias de sintomas (destinadas ao diagndstico sorolégico), identificou 67,9% (36/53) de
CHIKYV por gRT-PCR nas amostras que estavam no periodo entre 6-10 dias de sintomas. Tal
resultado pode ser atribuido ao quantitativo de amostras que que estavam no periodo maior que
5 dias de sintomas (critério adotado para a pesquisa soroldgica); por outro lado, esse dado
reforca a persisténcia da carga viral desse arbovirus em individuos que se encontram em um
periodo mais estendido de sintomatologia, como o citado por Souza, 2016, que identificou o
RNA viral do CHIKV em pacientes com mais de 10 dias ap6s o inicio dos sintomas. A
persisténcia do RNA viral e/ou produtos gendmicos ja foi evidenciada em amostras coletadas
apos 17 dias de doenca (APPASSAKIJ et al., 2013).

Estudos demonstram que a persisténcia viral esta diretamente associada a ineficacia
imunolégica do hospedeiro e ao escape viral eficiente (HOARAU et al., 2010). Desta forma,
estes achados fortalecem ainda a necessidade de uma combinacdo de testes soroldgicos e
moleculares no diagnéstico da fase aguda do CHIKV.

Este estudo demonstrou ainda a coinfeccdo entre CHIKV e DENV em 3,8% (2/53) das amostras
detectadas por métodos diretos. A deteccdo do CHIKYV foi demonstrada através do qRT-PCR
enquanto o DENV foi evidenciado através da deteccdo do NS1. CoinfecgGes entre CHIKV e
DENV sdo descritas em outras regides do mundo. Afreen et al. (2014) e Mukherjee et al. (2017),
ambos na india, demonstraram a codeteccio entre CHIKV e DENV em 10% e 23%
respectivamente dentre as populacdes estudadas. Caron et al. (2012) no Gabdo (Africa)
demonstraram 0,9% de codeteccdo entre CHIKV e DENV. Mercado-Reyes et al. (2018) na
Colémbia identificaram 8,8% de codeteccdo entre CHIKV e DENV. Esta codeteccdo foi
também observada por Omarjee et al. (2014) na Franca, por Phommanivong et al. (2016) em

Laos (Asia) e por Carrilo-Hernandez et al. (2018) num estudo com pacientes da Colémbia e
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Venezuela. No Brasil, essa codetecgéo foi descrita por Cabral-Castro et al. (2016) no Rio de
Janeiro e por Silva et al. (2019) na Bahia.

A introducdo do ZIKV e do CHIKYV neste estado que ja era endémico para dengue,
acarretou o surgimento de um panorama de triplice epidemia arboviral. Com este estudo foi
possivel demonstrar que na epidemia de chikungunya em 2017 neste estado, outros dois
arbovirus também circulavam, comprovando assim a cocirculagdo entre CHIKV, DENV e
ZIKV.

Esta situacdo representa um grave problema de saude puablica, uma vez que a
cocirculagdo dos arbovirus CHIKV, DENV e ZIKV em uma dada regido apresenta uma série
de desafios, podendo dificultar o atendimento clinico e o diagndstico laboratorial dos pacientes
em razdo da sobreposicao dos sinais clinicos, principalmente em areas endémicas, onde as
codetecgdes e coinfecgbes podem ser bastante comuns, impactando ainda nas agdes da
vigilancia epidemioldgica.

A decisdo sobre a escolha e/ou combinacéo de testes para o diagnostico entre os trés
arbovirus (BRASIL etal., 2016, GAUTRE & SIMON, 2016) nos leva a sugerir como protocolo,
o diagnostico diferencial nos pacientes com sindrome febril aguda.

Além disso, estudos sugerem que a rapida propagacdo de arbovirus em uma populacéo
sem imunizagdo pode resultar em uma maior ocorréncia de coinfecgdes, que favorecem a
evolucdo da genética, infectividade e patogenicidade viral (CARON et al., 2012).

As evidéncias de codeteccdo entre CHIKV-ZIKV e principalmente entre CHIKV-
DENV neste estudo foram de grande relevancia, todavia, a identificacdo da coinfeccdo entre
CHIKV-DENV merece destaque entre os resultados, pela comprovagéo da circulacdo desses
arbovirus na epidemia considerada de chikungunya.

Sendo assim, outras pesquisas devem ser conduzidas para avaliar a gravidade da doenca
em pacientes coinfectados, para melhor compreender o impacto potencial na satde publica e as
consequéncias das coinfec¢bes encontradas durante a cocirculacdo dos trés arbovirus, bem
como para aprimorar o desenho de melhores estratégias de prevencao e controle de epidemias
iminentes e de novas agdes de vigilancia epidemiologica em regides endémicas/epidémicas para
estes virus.

Por se tratar de um estudo baseado em amostras de conveniéncia, este trabalho
apresentou como limitacao a falha nas informacoes clinicas detalhadas dos pacientes, muitas
vezes por fragilidade no preenchimento das fichas de notificacdo. Essa é uma limitagdo comum

nos estudos que utilizam dados secundarios, fato que ndo pode deixar de ser mencionado.
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Contudo, néo interfere na importancia dos achados apresentados, principalmente diante da
magnitude dos nimeros avaliados.

Ressalta-se que as amostras que compuseram este estudo foram bem documentadas e
acondicionadas durante todo este periodo, constituindo assim um valioso acervo cientifico para
estudos retrospectivos, sendo representativa da primeira grande epidemia de chikungunya
registrada no Ceard, onde a grande maioria da populacéo era imunologicamente “naive” para
CHIKV. Este fato aliado ao tamanho do “N” amostral, as diferentes sorologias realizadas e aos
testes moleculares executados em todas as amostras para os trés virus contituem os pontos fortes

deste estudo.
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7. CONCLUSAO

e Os resultados do estudo confirmaram a cocirculacdo de CHIKV, DENV e ZIKV na
epidemia de chikungunya no Ceard em 2017, sendo demonstrada a ocorréncia de
coinfeccdo entre CHIKV e DENV e codetecgéo entre CHIKV, DENV e ZIKV;

e O perfil sécio demogréafico desse estudo foi caracterizado com predominio de casos
provenientes do municipio de Fortaleza, do sexo feminino e da faixa etéria
compreendida entre 30 a 59,9 anos, com media de idade de 38,1 anos;

e As frequéncias calculadas para a positividade de IgM anti DENV e IgM anti ZIKV
foram respectivamente de 22,8% e 2,8%. Em ambas a maior frequéncia foi encontrada
nas amostras que estavam entre 62 e 10° dias de sintomas;

e CodeteccBes entre os trés arbovirus foram comprovadas, sendo a maior frequéncia
encontrada entre CHIKV e DENV com 88,8%. A codeteccdo entre CHIKV e ZIKV foi
confirmada em 7,8% e a tripla detecgdo (CHIKV, DENV e ZIKV) em 3,4% dentre
todas.

e A positividade para o 1gG anti CHIKV foi demonstrada em 29,9% das amostras
analisadas, sendo detectadas precocemente em 20% das que estavam com menos de 6
dias do inicio dos sintomas

e A positividade demonstrada para o IgG anti DENV e IgG anti ZIKV foi de 82,9% e
50,6% respectivamente;

e A deteccdo molecular por gqRT-PCR para CHIKV se deu em 14,8% das amostras
positivas por sorologia IgM;

e Dasamostras com a carga viral detectada para o CHIKV 67,9% estavam compreendidas
no periodo entre 0 62 e 0 102 dia de sintomas, 66% eram do sexo feminino e 49%

estavam na faixa etaria compreendida entre 30 e 60 anos incompletos.
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