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RESUMO

Arbovirus sdo virus transmitidos por vetores artropodes hematofagos que podem
causar doengas em animais e seres humanos. Dengue virus (DENV) € um arbovirus
que encontra-se mundiamente distribuido e no Brasil, circula de forma endémica
desde a década de 80. A ocorréncia de surtos anuais tem sido facilitada pela co-
circulacdo dos quatro sorotipos (DENV1-4) em varios municipios. Mais preocupante
ainda, € que grande parte das infeccfes sdo assintomaticas e quando sintomaticas,
podem evoluir com manifestacbes hemorrdgicas ou neurolégicas fatais.
Adicionalmente, outros arbovirus como Chikungunya virus (CHIKV) e Mayaro virus
(MAYV) estdao emergindo de forma alarmante em diversas regides brasileiras. O
primeiro, foi inserido no Brasil em 2014 e desde entdo disseminou-se rapidamente
por varios estados, causando surtos e epidemias de uma doenca debilitante que
cursa com intensa e prolongada artralgia. JA& MAYV, apresenta-se prevalente na
regido Norte e vem se destacando pelo aumento da incidéncia em areas nédo
endémicas, com sintomas semelhantes aos ocasionados por CHIKV. Estas
arboviroses representam um sério desafio a saude publica, pois podem ser
transmitidas por mosquitos antropofilicos do género Aedes, que estdo amplamente
distribuidos em areas urbanas e peri-urbanas. Além disso, as manifestacdes clinicas
apresentadas pelos pacientes podem ser agravadas em casos de co-infeccdes
(entre arbovirus) ou na presenca de outras comorbidades, dificultando tanto o
diagnéstico diferencial como as acdes de vigilancia em salde associadas ao
monitoramento e controle dos surtos. Diante do aumento no nimero de casos, este
estudo objetivou investigar a dindmica de circulacdo dos arbovirus Dengue virus,
Chikungunya virus e Mayaro virus no Estado do Piaui nos anos de 2016 e 2017.
Foram coletadas 578 amostras de soro de pacientes com suspeita de infec¢do por
arbovirus. Destas, 115 foram extraidas e analisadas através da técnica de RT-PCR,
utilizando iniciadores que amplificam a regido dos genes que codificam as
glicoproteinas NS5 de DENV, E1 e E2 de CHIKV e E1, E2 e E3 de MAYV. Do total
de amostras testadas, trés foram positivas para deteccdo de DENV, sendo possivel
identificar os sorotipos DENV-2 e DENV-4. Um paciente apresentou-se co-infectado
por DENV-1 e CHIKV. Por outro lado, 32 amostras foram positivas para deteccéo de
CHIKV, indicando a circulacdo e disseminacdo crescente deste virus no estado.
Uma amostra foi positiva para MAYV, sugerindo possivel infeccdo por este
arbovirus. A partir destes resultados, treze amostras foram enviadas para o
sequenciamento parcial dos genes E1 e E2 de CHIKV para confirmacdo da
circulacdo. A analise filogenética revelou que a linhagem circulante no Piaui
pertence ao gendtipo do Oeste-Central-Sul Africano (ECSA), que foi introduzido no
Brasil em 2014 através do estado da Bahia. Adicionalmente, observamos que 0s
virus isolados neste estudo agruparam-se com outros isolados brasileiros da regido
Nordeste. O monitoramento clinico de pacientes acometidos por CHIKV mostrou que
14 dos 32 pacientes positivos evoluiram para a fase crénica, apresentando sintomas
cuja duracéo variou de 4 a 12 meses. Em conjunto, estes dados poderao auxiliar a
vigilancia epidemiologica a tracar estratégias eficazes de monitoramento da
circulacado viral e controle vetorial, na tentativa de prevenir futuras epidemias
arbovirais na populagéo piauiense.

Palavras-chave: Arbovirus, Diagnostico Molecular, Vigilancia Epidemiolégica.



ABSTRACT

Arboviruses are viruses transmitted by hematophagous arthropod vectors that can
cause diseases in animals and humans. Dengue virus (DENV) is an arbovirus that is
globally distributed and, it has been endemic since the 1980’s in Brazil. The
occurrence of annual outbreaks has been facilitated by the co-circulation of the four
serotypes (DENV1-4) in several municipalities. Another worrying issue is the fact that
most infections are asymptomatic and, when symptomatic, they can develop fatal
haemorrhagic or neurological manifestations. In addition, others arboviruses such as
Chikungunya virus (CHIKV) and Mayaro virus (MAYV) are emerging alarmingly in
several Brazilian regions. The first one was introduced in Brazil in 2014, and it has
been spread rapidly through several states, causing outbreaks and epidemics of a
debilitating disease which occurs with intense and persitent arthralgia. In contrast,
MAYYV is prevalent in the North region and it has been highlighted by the increase in
the incidence in non-endemic areas, with effects similar to those caused by CHIKV.
These arboviruses represent a serious challenge to public health as they can be
transmitted by anthropophilic mosquitoes of the genus Aedes, which are widely
distributed in urban and peri-urban areas. In addition, clinical manifestations
presented by patients may be exarcebated in cases of co-infections (among
arboviruses) or in the presence of other comorbidities, making both differential
diagnosis and health surveillance actions associated with the monitoring and control
of outbreaks difficult. Considering the increased number of cases, this study aimed to
investigate the circulation dynamics of the arboviruses Dengue virus, Chikungunya
virus and Mayaro virus in the Piaui State between 2016 and 2017. 578 serum
samples from patients with suspected arbovirus infection were collected. From these,
115 samples were extracted and analyzed by the RT-PCR technique, using primers
that amplify the encoding genes region of E1 and E2 glycoproteins for CHIKV and
NS5 for DENV. From the total of samples tested, three of them were positive for
DENV detection, and they were identified as DENV-2 and DENV-4 serotypes. One
patient was co-infected with DENV-1 and CHIKV. On the other hand, 32 samples
were positive for CHIKV detection, indicating an increasing circulation and
dissemination of this virus in the Piaui State. One sample was positive for MAYV,
suggesting a possible infection by this arbovirus. From these results, thirteen
samples were sent for partial sequencing of the CHIKV genome. A phylogenetic
analysis revealed that the Piaui circulating lineage belongs to the West-Central-
South African genotype (ECSA), which was introduced in Brazil through the Bahia
State. Clinical monitoring of patients with CHIKV showed that 14 of the 32 positive
patients evolved to chronic phase, presenting symptoms ranging from 4 to 12
months. Together, these data can help the epidemiological surveillance to devise
effective monitoring viral circulation strategies and vector control in order to prevent
future arboviral epidemics in the Piaui population.

Keywords: Arbovirus, Molecular Diagnosis, Epidemiological Surveillance.
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1. INTRODUCAO

As doencgas transmitidas por vetores artropodes hematéfagos (arboviroses)
sao zoonoses que acometem milhdes de pessoas em todo o mundo, implicando em
sérios problemas econdmicos e sociais. De um modo geral, os arbovirus sao
capazes de causar grandes surtos e epidemias, refletindo no aumento dos indices
de morbidade e mortalidade (WEAVER e REISEN, 2010; DONALISIO et al., 2017).
Estes virus apresentam uma rapida e extensiva capacidade de disseminacao, sendo
isto facilitado por diversos fatores, dos quais destacam-se o desmatamento,
mudancas climéticas, deslocamento de pessoas, o aumento da urbanizacdo e a
adaptacdo de vetores ao meio urbano (MURPHY, 1998, VASCONCELOS et al.,
2001; RUST, 2012). A emergéncia e reemergéncia de determinados arbovirus em
regides ndo endémicas tem se tornado um desafio preocupante, especialmente em
regioes de clima tropical e subtropical (LIANG et al., 2015).

No Brasil, as arboviroses representam um grave problema de saude publica.
Isto ocorre principalmente porque este pais apresenta condi¢cdes favoraveis para
reproducdo dos vetores responsaveis pela dispersdo arboviral no meio urbano.
Atualmente, diferentes arbovirus estdo em circulacdo em todo o pais,
principalmente, aqueles pertencentes a familia Flaviviridae, tais como Dengue virus
(DENV), Zika virus (ZIKV) e West Nile virus (WNV) (SARDI et al., 2016; VIEIRA et
al., 2015). No entanto, Mayaro virus (MAYV) e Chikungunya virus (CHIKV), ambos
membros da familia Togaviridae, vem se destacando pelo aumento da incidéncia em
regides ndo endémicas e pela debilitante e duradoura artralgia relatada pelos
pacientes acometidos (CASSEB et al., 2013; FIGUEIREDO, 2015; MOTA et al.,
2016; DONALISIO et al., 2017).

O DENV apresenta quatro sorotipos (DENV1-DENV4) que estdo
amplamente distribuidos em diversas regides tropicais do mundo. Este virus tem
sido o responsavel por surtos em diferentes paises das Américas e no Brasil, tornou-
se um preocupante problema de saude publica devido a elevada incidéncia anual,
que leva grande parte da populacdo a procura por atendimento aos servicos de
saude. Grande parte das infec¢cdes sdo assintomaticas e quando sintomaticas
podem evoluir para a cura ou para quadros hemorragicos/neuroldgicos. A gravidade
da doenca estad associada a diversos fatores, dos quais se destacam: a resposta

imunoldgica produzida diante de infec¢des sequenciais e co-infecgbes por diferentes



sorotipos, a viruléncia apresentada por alguns genétipos e caracteristicas genéticas
do hospedeiro (HALSTEAD, 2007; GUZMAN e HARRIS, 2015).

O MAYV é um arbovirus endémico nas Ameéricas e no Brasil, tem causado
surtos esporadicos especialmente nas regides Norte e Centro-Oeste (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017). J4 o CHIKV ¢ implicado como responsavel por provocar grandes
epidemias, principalmente em paises de clima tropical e subdesenvolvidos. Sua
introducdo no Brasil aconteceu no ano de 2014 e desde entdo, varios surtos
ocorreram em diferentes estados (COLUCCI, 2016). Ambos os virus exibem
potencial epidémico, pois podem ser transmitidos por mosquitos do género Aedes.
As manifestacdes clinicas (em especial a artralgia intensa) geralmente evoluem de
forma duradoura e debilitante, podendo ser agravadas na presenca de outras co-
morbidades pré-existentes, tornando-se um desafio para a saude publica.

O estudo da epidemiologia baseado na genética viral é de extrema
relevancia para o entendimento da doenca, pois fornece informacdes sobre a
dindmica de surtos e epidemias, permitindo conhecer tanto a viruléncia das
linhagens circulantes como a diversidade e gravidade das manifestacdes clinicas
dos individuos acometidos (GUBLER, 1998, GUZMAN e KOURI, 2002,
MIAGOSTOVICH, et al. 2003; OHAINLE, et al. 2011; GUZMAN e HARRIS,
2015).Além disso, o estudo da epidemiologia molecular € importante para o
entendimento das interacfes entre o virus e a resposta imune do hospedeiro, bem
como na resposta do hospedeiro a tratamentos com farmacos antivirais.

O Piaui é um estado da regido Nordeste que tem se mostrado endémico
para a circulacdo de diferentes arbovirus (FIGUEIREDO et al., 2014; VIEIRA et al.,
2015). Além de apresentar condicdes climaticas e ambientais favoraveis para a
reproducdo dos vetores (MONTEIRO et al., 2009), faz fronteira com outros estados
(como Ceara, Maranhdo, Pernambuco e Bahia) em que a circulacdo de diferentes
arbovirus é crescente (CASTRO et al., 2003). Sabe-se que esta regido € endémica
para o DENV desde a década de 90 e recentemente, Santos (2013), Vale (2015) e
Garcés (2016) identificaram a circulagdo dos quatro sorotipos no Piaui. Esta
situacdo associada ao aumento da circulacdo de CHIKV pela regido Nordeste vem
preocupando as autoridades de saude publica, principalmente diante de uma

possivel circulacdo de MAYV.



Diante das informacdes apresentadas e do pouco conhecimento sobre a real
situacdo epidemiologica dos casos de arboviroses no estado do Piaui, torna-se
necessaria uma investigacdo molecular sobre a dindmica de circulacdo de DENV,
CHIKV e MAYV. O acompanhamento das manifestacdes clinicas permitira ter uma
estimativa sobre a morbidade ocasionada por estas enfermidades. Estudos de
filogenia poderdo fornecer informacdes a respeito da diversidade genética viral,
evidenciando os possiveis genoétipos que possam circular no Estado. Os resultados
do presente estudo poderdo auxiliar a vigilancia epidemiolégica no mapeamento das
areas de risco endémicas, bem como na adocdo de estratégias mais eficazes de
monitoramento da circulagdo viral e controle vetorial, a fim de evitar tanto a
disseminacao arboviral para outras regides, como futuras epidemias na populacdo

piauiense.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arbovirus

O termo arbovirus deriva da expressédo inglesa “arthropod born viruses”, &
usado para designar um grupo de virus causadores de doencas, transmitidos por
insetos vetores artropodes hematofagos (em especial mosquitos e carrapatos). A
manutencdo do ciclo biolégico normalmente ocorre entre hospedeiros vertebrados
susceptiveis (peixes, equideos, aves, anfibios, répteis, roedores, suinos, humanos, e
primatas ndo humanos) e invertebrados (CALISHER, 1998; GUBLER, 2001; LOPES
et al., 2014; LIANG et al., 2015). Estes virus estdo agrupados em diferentes familias
virais, no entanto, as principais familias de interesse para a saude publica sao:
Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae e Reoviridae (HOLLIDGE et al., 2010; RUST,
2012; WEAVER e REISEN, 2010).

Os arbovirus estdo geograficamente dispersos em todo o mundo, havendo
relatos da circulagdo em todos os continentes, exceto na Antartida (FORRESTER et
al., 2012; LOPES et al., 2014). Sua ocorréncia se da principalmente em regides de
clima tropical e subtropical, em que o ciclo de transmissdo se mantém constante
durante o ano inteiro. Contudo, estes virus também estdo presentes em paises de
clima temperado, embora, a reproducdo de insetos vetores seja interrompida
durante o inverno e reiniciada durante o verdo (WEAVER e REISEN, 2010; CASSEB
et al., 2013; LIANG et al., 2015).

Nas ultimas décadas, diversos fatores provocados pelo homem tais como
desmatamento, mudancas climéaticas, aumento da urbanizagdo, intercambio
internacional, precariedade das condi¢cBes sanitarias (principalmente em paises
subdesenvolvidos), facilitaram o surgimento de grandes surtos e epidemias de
doencas em diversas partes do mundo (MURPHY, 1998, VASCONCELOS et al.,
2001; RUST, 2012; MOTA et al., 2016; DONALISIO et al., 2017). Além disso, 0s
arbovirus desenvolveram diferentes estratégias evolutivas (como mutacdes e
recombinacdo genética) que aumentaram a viruléncia de novas estirpes com
potencial epidémico e favoreceram sua adaptacédo a novos ambientes e a diferentes
vetores e hospedeiros (GUBLER, 2001; KUNO e CHANG, 2005; FIGUEIREDO,
2007; COFFEY et al., 2013).

Vale destacar que a falha no controle vetorial efetivo e a deterioragédo da

infraestrutura de salde publica sédo fatores adicionais que contribuiram



significativamente para a emergéncia e reemergéncia das arboviroses em diferentes
paises das Américas (VASCONCELOS, 2001; GUBLER, 2002; PFEFFER e
DOBLER, 2010; WEAVER, 2013; LOPES et al., 2014; LIMA-CAMARA, 2016).

O Brasil € um pais de clima tropical com grande numero de florestas e
outros ecossistemas naturais que em conjunto criam condigbes ideais para a
reproducdo de vetores responsaveis pela disseminacao arboviral (VASCONCELOS
et al., 2001; FIGUEIREDO, 2007). Atualmente, diferentes arbovirus que causam
doencas em humanos, principalmente aqueles pertencentes as familias Flaviviridae
(Dengue virus — DENV, Zika virus — ZIKV e West Nile virus - WNV), Togaviridae
(Chikungunya virus — CHIKV e Mayaro virus - MAYV) e Bunyaviridae (Oropouche
virus - OROV) estdo em circulacdo em todo o pais (CASSEB et al.,, 2013;
FIGUEIREDO, 2015; MOTA et al., 2016; DONALISIO et al., 2017).

DENV é o arbovirus mais estudado no mundo (STANAWAY et al., 2016), e
no Brasil tem sido o responsavel por causar grandes surtos e epidemias desde a
década de 80 (OSANAI et al., 1983; FARES et al., 2015). O virus apresenta quatro
sorotipos distintos (DENV1 a 4), que estdo amplamente distribuidos em quase todos
os estados brasileiros (FARES et al.,, 2015). Os altos indices de morbidade e
mortalidade resultantes da Dengue correlacionam-se com diversos fatores, em
especial com o estado de imunidade do hospedeiro no momento da infecgcdo e com
o amplo espectro de sintomas clinicos manifestados pelos pacientes, que podem
variar de uma sindrome febril aguda até formas graves, com presenca ou ndao de
sinais hemorragicos e manifestacdes neurologicas (GUZMAN et al., 2016).

Embora a distribuicdo geogréafica de arborvirus ocorra de forma bastante
diversificada, a regido Nordeste tem sido alvo da introducdo e consequente co-
circulacao de diferentes arbovirus. Diante disto, vale destacar que o ZIKV e o CHIKV
foram introduzidos no Brasil no ano de 2014, disseminando-se rapidamente por
varias regidoes (GAUTRET e SIMON, 2016). Os primeiros casos de infeccdo por
ZIKV ocorreram no estado da Bahia, e, posteriormente, relatos clinicos de
microcefalia em recém-nascidos foram associados a infec¢cdo previa de maes por
este virus (ZANLUCA et al., 2015; CALVET et al., 2016). Em seguida, foram
descritos episodios de infec¢cdo por CHIKV, um Alphavirus conhecido por causar
intensa e duradoura artralgia nos pacientes acometidos (FARIA et al., 2016). Ainda

no ano de 2014, o estado do Piaui notificou o primeiro caso humano de doenca



neuroinvasiva causada por West Nile virus (WNV) que até entdo, s6 havia sido
identificado em aves e equinos (VIEIRA et al., 2015).

MAYV e ORQV sédo endémicos na regido amazoénica e tem sido 0s principais
responsaveis por causar surtos esporadicos de doenca febril aguda em diversas
regibes brasileiras (CASSEB et al.,, 2013; LOPES et al., 2014). MAYV é bem
distribuido nas Américas, e no Brasil apresenta-se endémico principalmente nas
regides Norte e Centro-Oeste. Embora seu principal vetor seja 0 Haemagogus
janthinomys, exibe grande potencial de urbanizacdo, pois também pode ser
transmitido por mosquitos do género Aedes (LONG et al., 2011). Por outro lado,
OROV ficou conhecido pelas grandes epidemias ocorridas em paises da América do
Sul e Central (TESH et al., 1994; NUNES et al., 2005). No Brasil, exibe elevada taxa
de incidéncia principalmente na regido Norte, local em que o principal vetor
(Culicoides Paranaensis) se apresenta endémico (VASCONCELOS et al., 2009).
Além dos sintomas inespecificos (febre, cefaleia, mialgia e fotofobia) pode causar
esporadicamente meningite asséptica de curso benigno (BASTOS et al., 2012)

Adicionalmente, outros arbovirus que estdo associados a pequenos surtos e
que apresentam grande potencial de expansdo no territério brasileiro incluem o
Yellow Fever virus (YFV) e o Encefalite de Saint Louis virus (SLEV). O primeiro é
causador de febre hemorragica grave, e no Brasil ocasionou grandes epidemias que
foram combatidas apdés ampla cobertura vacinal (BENCHIMOL, 1994; MONATH,
2008). Entretanto, no final do ano de 2016, reemergiu no estado de Minas Gerais
apos longo periodo de quiescéncia, ocasionado varias mortes (DYER, 2017; ORTIZ-
MARTINEZ et al., 2017; MIR et al., 2017). O SLEV é conhecido por causar encefalite
em equinos, pequenos mamiferos e aves e até o momento, casos isolados foram
detectados em humanos, embora alguns estudos tenham mostrado evidéncias
sorolégicas de sua circulacdo em varias regides brasileiras (MONDINI et al., 2007;
RODRIGUES et al., 2009).

O ciclo de transmissao dos arbovirus pode ocorrer de forma enzodtica (entre
animais silvestres e vetores artropodes) ou epizodtica (entre vetores, humanos e
animais domeésticos, que servem como amplificadores de transmissao) (Figura 1)
(WEAVER e BARRET, 2004; COFFEY et al., 2014; CONWAY et al., 2014). A
manutencao do ciclo entre vetores e seres humanos aconteceu como consequéncia

da adaptacdo vetorial ao meio urbano, sendo este ciclo o responsavel por causar



grandes surtos e epidemias (WEAVER e BARRET, 2004; CLETON et al., 2012). De
modo geral, o ciclo se inicia quando um vetor artrépode se alimenta de um
hospedeiro vertebrado em estado virémico. Durante o periodo de incubacao, o virus
se multiplica no inseto até atingir as glandulas salivares, onde sera excretado
durante o repasto sanguineo, infectando assim um novo hospedeiro susceptivel
(KUNO e CHANG, 2005; CONWAY et al., 2014; LIANG et al., 2015).
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Figura 1. Representacdo dos ciclos de transmissdo dos arbovirus (Fonte: WEAVER e BARRET,
2004 - Adaptado).

As infeccdes arboviricas podem ocorrer de forma assintomatica, tornando-se
um problema durante as doacfes de 6rgaos ou tecidos (PETERSEN et al., 2010).
No entanto a grande maioria dos casos apresenta manifestacfes clinicas com
caracteristicas inespecificas, muitas vezes semelhante a uma sindrome gripal. Os
sintomas mais comuns sdo febre, cefaleia, mal, estar, nduseas, vomitos, mialgias,
dentre outros, tornando dificil sua identificacdo imediata e diferenciacdo de outras
patologias (MOHAN et al., 2010; RAJAPAKSE et al., 2010). Em alguns casos podem
acometer o sistema nervoso (causando encefalite e outras manifestagdes
neurolégicas com graves sequelas) ou causar febre hemorragica, podendo levar o
individuo a 6bito (GUBLER, 2001; RUST, 2012).



Até o momento, ndo existe nenhum medicamento antiviral especifico para o
tratamento de pacientes infectados. Os cuidados como repouso, hidratagéo intensa,
uso de analgésicos e antipiréticos (para reducdo da febre e das dores) sdo apenas
paliativos para o alivio dos sintomas (RUST, 2015). A prevencdo geralmente é
realizada através do controle dos vetores em &reas urbanas, uso de repelentes,
implementacdo de campanhas de educacdo em areas endémicas e vacinacao
(quando disponivel) (WEAVER, 2013; LIANG et al.,, 2015). Outra estratégia
importante consiste na constante capacitacdo de profissionais para a correta
identificacdo e diferenciacdo das manifestacbes ocasionadas por arboviroses de
outras doengas comuns (WEAVER, 2014).

2.2 Flavivirus

A familia Flaviviridae compreende os géneros Pestivirus, Hepacivirus e
Flavivirus, sendo este Ultimo o Unico transmitido por arbovirus (MURPHY, 1995;
ZHANG et al., 2003). O género Flavivirus é um dos mais estudados, pois engloba
mais de 70 espécies virais que estdo amplamente distribuidas em todo o mundo,
principalmente em paises de clima tropical e subtropical (HUANG et al., 2013).
Grande parte dos virus deste género apresentam importancia médica, pois sao
capazes de causar doencas em animais e seres humanos (BLITVICH et al., 2015).
Os principais representantes deste género associados ao acometimento humano
incluem o Dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV), Yellow Fever virus (YFV),
Encefalite de Saint Louis virus (SLEV) e o West Nile virus (WNV) (GOULD e
SOLOMON, 2008; DAEP et al., 2014).

Os Flavivirus séo virus pequenos e esféricos, gue medem aproximadamente
40-60 nm de diametro (CHAMBERS et al., 1990; FERREIRA et al., 2010).
Estruturalmente, os virions apresentam o genoma inserido em um capsideo proteico
de simetria icosaédrica, envolvido por um envelope lipidico recoberto por proteinas
de membrana e de envelope (CHAMBERS et al., 1990; WEAVER et al., 2012).

O genoma é constituido por uma fita simples de RNA senso positivo, com
aproximadamente 11 Kilobases (kb) de comprimento (PRESTI et al., 2014).
Apresenta apenas uma fase de leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading
Frame), flanqueada por duas regibes nao traduzidas (untranslated region — UTR)
presentes na extremidade 5’ e 3, respectivamente (LINDENBACH e RICE, 2003). A

ORF codifica uma unica poliproteina precursora, que sofre sucessivas clivagens por



proteases virais e do hospedeiro, resultando em proteinas estruturais e nao
estruturais (Figura 2) (PIERSON e DIAMOND, 2012; BECK et al., 2013).
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Figura 2. Organizagdo do genoma do Flavivirus e suas proteinas Estruturais e Nao Estruturais
resultantes (Fonte: BECK et al., 2013 - Adaptado).

As proteinas estruturais sdo denominadas Capsideo (C), Precursora de
Membrana ou de Membrana (prM/M) e Envelope (E), e estdo envolvidas nos
processos de fusédo, maturagcdo, montagem e brotamento viral (MUKHOPADHYAY et
al., 2005; HEINZ e STIASNY, 2012). J4& as proteinas ndo estruturais (NS) séo
denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5, estando envolvidas
principalmente na regulacdo da replicacéo, viruléncia e patogenicidade (Figura 2)
(PIERSON e DIAMON, 2012). As principais funcdes destas proteinas estdo descritas

resumidamente na Tabela 1.

Tabela 1. Principais fungBes das proteinas Estruturais e Nao-Estruturais do genoma dos Flavivirus.

Proteina Funcdes
c Envolvida no transporte da proteina prM ao reticulo endoplasmatico para ser

glicosilada (PIERSON e DIAMON, 2012).

Funciona como uma chaperona e impede a reorganizacéo e autofusdo prematura
prM/M de proteinas E durante a maturacdo dos virions (KUHN et al., 2002; ZHANG et
al., 2003).

Responsével pela ligagcao do virus ao receptor celular, fusdo com a membrana e
montagem dos virions (CHAMBERS et al.,, 1990). Além disto, atua como um
antigeno, pois interage diretamente com o sistema imune do hospedeiro
estimulando a producdo de anticorpos neutralizantes (PIERSON e DIAMON,
2012). No entanto, possui a mais alta taxa de mutacéo entre os Flavivirus (LAl et
al., 2008).

Pode estar presente na superficie celular (modulando vias de ativacdo do
complemento) interagindo com proteinas do hospedeiro produzindo forte
NS1 imunogenicidade (AVIRUTNAN et al, 2010; SCHLESINGER et al, 1987;
SCATURRO et al., 2015). Participa de processos envolvidos na replicacdo viral
(LAl et al., 2008; PIERSON e DIAMON, 2012).

NS2A esta relacionada ao processamento da NS1 e NS2B estd envolvida na
ativacao da funcdo serina protease da NS3 (LINDENBACH et al., 2007)

Envolvida na replicacédo e clivagem pés-traducional da poliproteina. A porcao N-
terminal apresenta atividade de serina protease na clivagem da poliproteina,

NS2A e NS2B

NS3
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enquanto a porcdo C-terminal possui atividade de nucleotideo trifosfatase
(NTPase), RNA trifosfatase (RTPase) e de helicase (CHAMBERS et al., 1990; )
Estdo associadas aos complexos de replicacdo, funcionando como co-fatores
(LINDENBACH et al., 2007).

Possui atividade de metiltransferase e RNA polimerase RNA dependente (RpRd),
necessaria para iniciar a replicacdo (EGLOFF et al., 2003; LINDENBACH e
RICE, 2003). E a maior e mais conservada entre os Flavivirus (BOLLATI et al.,
2010; LUO, 2015).

NS4A e NS4B

NS5

2.2.1 Dengue virus

A Dengue € uma doenca global, de carater emergente, cujo agente etioldégico
€ denominado Dengue virus. Este virus apresenta quatro sorotipos distintos
(DENV1-4) que sao transmitidos por mosquitos antropofilicos do género Aedes (em
especial o Aedes aegypti) (GUBLER, 1998). A ampla distribuicdo do vetor favoreceu
a disseminacao e co-circulacdo destes sorotipos em uma mesma area geografica,
tendo como consequéncia o aumento da frequéncia de surtos e epidemias em
regides ndo endémicas bem como o surgimento de formas graves da doenca,
tornando esta enfermidade um problema de saude publica mundial (KYLE e
HARRIS, 2008; MESSINA et al., 2014).

2.2.1.1 Diversidade Genética

Conforme comentado anteriormente, DENV apresenta quatro sorotipos que
estdo antigenicamente relacionados (compartilham epitopos antigénicos que
apresentam uma similaridade de 60-75% em nivel de aminoéacido), porém,
geneticamente distintos (TWIDDY et al., 2003; GUZMAN & HARRIS, 2015). Cada
sorotipo € subdividido em genétipos (que variam cerca de 3% ao nivel de
aminoacidos e 6% ao nivel de nucleotideos) e linhagens (RICO-HESSE, 2003;
WEAVER e VASILAKIS, 2009).

Os gendtipos sédo estudados com base em regides dos genes que codificam
as proteinas M, E, NS1 e as linhagens sao identificadas de acordo com a localizacao
geografica em que estes virus foram inicialmente isoladas (WEAVER e VASILAKIS,
2009). Atualmente sao conhecidos cinco genétipos para o DENV-1 (RICO-HESSE,
1990), seis gendtipos para 0 DENV-2 (LEWIS et al., 1993; ANEZ et al., 2011), cinco
para DENV-3 (LANCIOTTI et al., 1994; GUZMAN & KOURI, 2002; FARES et al.,
2015) e quatro genotipos para o DENV-4 (CHUNGUE, et al. 1995; LANCIOTTI, et al.
1997; RICO-HESSE, 2003).
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Alguns estudos tém demonstrado a associacdo de determinados genaétipos
com a gravidade das manifestacfes clinicas (VAUNGHN et al., 2000; KYLE e
HARRIS, 2008; WEAVER e VASILAKIS, 2009). O gendtipo Asiatico do DENV-2 é o
mais associado ao risco no desenvolvimento de manifestacbes hemorragicas (RICO-
HESSE et al., 1997; LEITMEYER et al., 1999; GUZMAN et al., 2002; BALMASEDA
et al., 2006). Entretanto, os gendtipos Il de DENV-3 e o | do DENV-4 também tem
sido relatados como virulentos, pois também estdo relacionados a casos de Dengue
Hemorragica (NISALAK et al., 2003; PATIL et al., 2012). Um estudo realizado em
animais infectados com DENV-3 mostrou que o gendtipo | apresentou maior
capacidade em causar doenga neuroinvasiva quando comparado com o gendétipo |ll,

gue evoluiu de forma assintomatica (FERREIRA et al., 2010).

2.2.1.2 Epidemiologia

Nos ultimos 70 anos, este arbovirus tem emergido gradativamente em quase
todos os continentes, tornando-se endémico em mais de 100 paises do Sudeste
Asiatico, Africa, Pacifico Ocidental, Oriente Médio, Europa e Américas (WHO, 2009;
DEEP et al., 2014; GUZMAN e HARRIS, 2015). Dados da literatura mostram que
aproximadamente 390 milhdes de infec¢bes ocorram anualmente em todo o mundo,
sendo que a maioria dos casos sao assintomaticos (BHATT et al.,, 2013). Estes
nameros podem ser ainda maiores, pois estima-se que sua incidéncia tenha
aumentado 30 vezes nas ultimas décadas (BHATT et al., 2013). Aproximadamente
3,6 bilhdes de pessoas residem em regides endémicas e estdo susceptiveis a
adquirir esta doenca em diferentes momentos da vida, pois a infeccdo por um
sorotipo ndo confere imunidade aos demais sorotipos (GUBLER, 2002; MESSINA et
al., 2014; GUZMAN e HARRIS, 2015).

Nas Américas, DENV reemergiu na década de 70, ap0s a descontinuacéo de
um programa de controle vetorial implantado em 1947, que conseguiu combater o
mosquito Aedes aegypti por 33 anos (DICK et al., 2012). Grande parte das
epidemias ocorreram em regides do Caribe e da América Latina, que tornaram-se
endémicas devido a co-circulagéo dos quatro sorotipos e do vetor (DICK et al., 2012;
MARTIN et al., 2010; CAFERATTA et al., 2013).

No Brasil, esta doenca sO foi cientificamente registrada no ano de 1981
qgquando uma grande epidemia ocorreu em Boa Vista, estado de Roraima, ocasiao
em que também foi verificada a presenca dos sorotipos DENV-1 e DENV-4
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(OSANAI, 1983). Subsequentemente entre os anos de 1990 e 2000, os sorotipos
DENV-2 e DENV-3 foram, respectivamente, identificados no Rio de Janeiro, e de
2010 a 2016 varios surtos e epidemias ocorreram devido a circulacdo simultanea
dos quatro sorotipos em diferentes regibes do pais (FIGUEIREDO, 2003;
NOGUEIRA et al., 2007; CAMARA et al., 2007; FARES et al., 2015; ROMANO et al.,
2010; GARCES, 2016).

Nesse cenario de grandes epidemias, vale destacar que a regido Nordeste do
pais tem sido acometida por esta doenca desde a década de 90 (NOGUEIRA et al.,
2007). Esta situacdo ganhou destaque no ano de 1994, quando um surto de Febre
Hemorrégica ocorreu no estado do Ceara, ocasido em que foi identificada a co-
circulacao dos sorotipos DENV-1 e DENV-2 (VASCONCELOS et al., 1995; CUNHA
et al., 1998).

No Piaui, DENV-2 foi o responsavel pela primeira epidemia do Estado, que
ocorreu no ano de 1996, na cidade de Teresina (CASTRO et al.,, 2003). Pouco
tempo depois, entre os anos de 2000 e 2001, foi confirmada a presenca de DENV-1
e DENV-3, respectivamente neste municipio (CASTRO et al., 2003; MONTEIRO et
al., 2009). Entre os anos de 2011 e 2013, foi identificada a circulagdo de DENV-4 no
estado (SIQUEIRA JR, et al. 2011; SANTOS, 2013). Andlises moleculares
subsequentes, realizadas durante os anos de 2013 a 2015 refletem uma situacéo de
hiperendemicidade no estado, pois mostraram a co-circulagdo dos quatro sorotipos a
partir de amostras provenientes de varios municipios piauienses (VALE, 2015;
GARCES, 2016).

2.2.1.3 Ciclos de Transmissao

Os principais vetores do DENV s&o mosquitos do género Aedes, em especial
0 Aedes aegypti, que se adaptou ao meio urbano e a ambientes intradomiciliares
(KRAEMER et al., 2015). As fémeas desta espécie podem transmitir o virus (via
transovariana) para sua prole, o que contribui para a disseminacéo da doenca (KHIN
e THAN., 1983; JHOSI et al., 2002; WEAVER e VASILAKIS, 2009). DENV apresenta
dois ciclos de transmissdo: um silvestre (enzodtico) e outro urbano (epidémico)
(KYLE e HARRIS, 2008; WEAVER e VASILAKIS, 2013). Este ultimo € o mais
importante e comum, pois 0 virus circula de forma constante entre humanos
(hospedeiro amplificador) e o mosquito (DEEP et al., 2014; GUZMAN et al., 2016).
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2.2.1.4 Patogénese e Aspectos Clinicos

Durante o repasto sanguineo do mosquito (fémea) infectado, o DENV é
inoculado na derme e atinge o tecido conjuntivo, infectando as principais células
presente neste local (células dendriticas, macréfagos, mondcitos e
polimorfonucleares) (JOHN et al., 2013). Estas migram para os linfonodos (para
apresentar os antigenos do virus ao sistema imunol6gico) onde o virus infecta e se
multiplica em novas células, que atingem a circulagdo sanguinea e se propagam
para diferentes tecidos, atingindo os principais o6rgdos-alvo (figado, tecidos
musculares, articulacbes e cérebro) (MARTINA et al., 2009; JOHN et al., 2013).

O periodo de incubacdo do virus em humanos geralmente é de 2 a 7 dias e
coincide com a fase virémica, que pode variar de 4 a 5 dias, coincidindo com o
periodo de febre (FIGUEIREDO, 1998; GUZMAN e HARRIS, 2015). Durante este
periodo, ocorre a producdo de anticorpos de fase aguda da classe de
Imunogloblulinas (Ig) M (geralmente entre o quarto e sétimo dia) (FIGUEIREDO,
1997; PEELING et al., 2010). Entre 0 8° e 10° dia de infeccéo ja € possivel detectar
anticorpos de memoaria da classe IgG em baixos niveis que se elevam gradualmente,
conferindo imunidade ao sorotipo infectante por toda a vida (PEELING et al., 2010;
GUZMAN e HARRIS, 2015).

As infecgOes causadas pelo DENV exibem uma gama de manifestagbes
clinicas com caracteristicas inespecificas, podendo apresentar-se de forma
assintomatica ou sintomatica. Os principais sintomas sdo mostrados na Figura 3. E
importante destacar que infec¢cbes secundarias por outro sorotipo podem ser
agravadas em um fendmeno denominado Resposta Exacerbada Dependente de
Anticorpo (do inglés, Antibody Dependent Enhancement - ADE), na qual anticorpos
produzidos na infeccdo primaria podem facilitar a entrada do virus nas células de
defesa, potencializando a viremia e a resposta inflamatéria (HALSTEAD, 2007,
WHITEHORN e SIMMONS, 2011). Entretanto, outro fendbmeno associado a doenca
severa é referido como “Pecado Antigénico Original”. Segundo esta teoria, células T
de memoéria produzidas durante uma infeccdo primaria sdo mais eficientemente
ativadas que as produzidas em uma infeccdo secundaria pelo DENV. Tais células
ativadas teriam baixa afinidade pelo sorotipo da segunda infec¢cdo, gerando uma

resposta imune alterada e nao eficiente, resultando na exacerbacao da producéo de
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citocinas pro-inflamatérias e consequente aumento da permeabilidade vascular
(MONGKOLSAPAYA et al., 2003; MARTINA et al., 2009; RIVINO e LIM, 2017).

De acordo com a antiga categorizacao definida pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), a dengue era classificada em: Febre da Dengue (FD) e Febre
Hemorragica da Dengue (FHD), sendo que esta ultima poderia ou ndo ser
acompanhada da Sindrome do Choque de Dengue (FHD/SCD). Entretanto, em
2009, uma nova classificacédo foi proposta pela OMS, que categorizou as infeccbes
sintomaticas de acordo com os niveis de gravidade em: Dengue Sem Sinais de
Alarme (DSSA), Dengue Com Sinais de Alarme (DCSA) - dor abdominal, vomitos,
acumulo de liquidos, sangramento de mucosas, letargia, aumento do hematdcrito
com plaquetopenia - e Dengue Grave ou Severa (DS), caracterizada por

extravasamento plasmatico, sangramento grave ou faléncia de 6rgaos (WHO, 2009).

Febre, cefaleia

Sangramento por mucosas

(gengivas, nariz e olhos) Sintomas Vasculares:

Hipovolemia,
Sintomas Vasculares: Pressdo baixa,
Leucopenia, Choque
Trombocitopenis,

Neutropenia, Les3o hepatica
Eosinofilia, 3 Actimulo de fluidos nas
Coagulagio reduzida J . cavidades corporais,
Espessamento da
Sintomas de Pele: I8 vesicula biliar,
Exantemas (com ou iy Hemorragia interna
sem pruridos),
Hematomas, Dor abdominal
Petéquias, - Vomitos,
Pldrpuras A Sangramento intestinal

Mialgia

Artralgia

Hematopoese alterada

Figura 3. Principais manifestagcdes clinicas da dengue. De acordo com a classificacdo antiga
proposta pela OMS (1997), as caixas azuis representam as manifestacdes classicas da FD, as caixas
vermelhas representam as manifestacbes da FHD, e as caixas verdes representam complicacfes
raras. (Fonte: JOHN et al, 2013 — Adaptado).
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2.3 Alfavirus

O género Alphavirus pertence a familia Togaviridae (STRAUSS e
STRAUSS, 1994; CLETON et al., 2012), sendo composto por mais de 30 espécies
de virus agrupadas em 8 complexos baseados nas similaridades genéticas e ou
antigénicas (FORRESTER et al., 2012, POWERS et al., 2001, WEAVER et al., 2012,
GOULD et al., 2010, ATKINS, 2013). No entanto, também podem ser categorizados
em dois grandes grupos de acordo com a distribuicdo geogréfica e sintomatologia
clinica apresentada: alfaviroses do velho mundo e do novo mundo.

Os alfavirus do velho mundo encontram-se inclusos nos complexos Floresta
Barmah, Ndumu, Middelburg, Floresta Semliki (SOLIGNAT et al., 2009), estando
associados a sintomas artritogénicos acompanhados de febre e rash cuténeo
(GARMASHOVA et al., 2007; JOSE et al., 2009; ASSUNCAO-MIRANDA et al.,
2013). O complexo da Floresta de Semliki que inclui os virus O’nyong-nyong, Ross
River, Mayaro e Chikungunya vem se destacando por estar relacionado ao
acometimento de grandes epidemias em diferentes regidées do mundo (PARDIGON,
2009). Ja os alfavirus do novo mundo compreendem os complexos: Trocara,
Encefalite Equina Venezuelana (VEE), Encefalite Equina Ocidental (WEE) e
Encefalite Equina Oriental (EEE), e que geralmente causam epidemias em cavalos,
mas também podem infectar seres humanos, causando encefalite com graves
consequéncias (POWERS et al., 2001; SCHWARTZ e ALBERT, 2010; ZACKS e
PAESSLER, 2010; NASAR et al., 2012).

Os alfavirus séo virus pequenos e esféricos, que medem aproximadamente
65-70 nm de diametro (STRAUSS e STRAUSS., 1994; GAROFF et al., 2004; JOSE
et al., 2009). Possuem um envelope lipidico que projeta 80 particulas proteicas, na
qual sdo agrupadas em trimeros compostos por heterodimeros de glicoproteinas E1
e E2, formando uma estrutura quaternaria (CHENG et al., 1995). O capsideo exibe
uma simetria icosaédrica, sendo composto por 240 mondmeros de proteinas do
capsideo, servindo também como sitio de ancoragem para as proteinas do envelope
(STRAUSS e STRAUSS., 1994; WEAVER et al., 2012).

Seu genoma é constituido por uma fita simples de RNA senso positivo, com
aproximadamente 12 kb de comprimento. A extremidade 5 'esta limitada com uma 7-
metilguanosina enquanto a extremidade 3' é poliadenilada (STRAUSS e STRAUSS.,

1994, PRESTI et al., 2014). Apresenta também uma matriz com duas fases de
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leitura aberta (ORF, do inglés Open Reading Frame) que codificam poliproteinas nao
estruturais e estruturais (STRAUSS e STRAUSS., 1994; WEAVER et al., 2012).
Dependendo do virus, a ORF nédo estrutural pode codificar uma ou duas
poliproteinas precursoras, a nsP123 e/ou a nsP1234, necessarias para formacéo do
complexo de replicacdo viral (STRAUSS e STRAUSS., 1994, ZHANG et al., 2009,
RUPP et al., 2015). Estas poliproteinas séo clivadas por proteases virais ou do
hospedeiro em quatro proteinas ndo estruturais denominadas nsP1, nsP2, nsP3 e
nsP4 (Figura 4) (KHAN et al.,, 2002; LEUNG et al., 2011; FIGUEIREDO e
FIGUEIREDO, 2014). Estas proteinas desempenham um importante papel na
transcricdo e replicagdo do RNA viral e em conjunto formam o complexo de
replicacdo viral (SOLIGNAT et al.,, 2009). As principais funcbes conhecidas estao

descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Principais funcdes das proteinas Nao Estruturais e Estruturais do genoma dos Alfavirus.

Proteina Funcbes

Atividade enzimética metiltransferase e guaniltransferase, necessaria para o

encapamento do RNA viral (RUPP et al., 2015; KUMAR et al., 2015; DELANG, 2016).

Pode associar-se com proteinas de membrana e ancorar complexos de replicagéo na

membrana celular (PERANEN et al., 1995; FROLOVA et al., 2010)

Atividade enzimética, exibindo 3 dominios com diferentes fun¢des. O dominio N-

terminal possui atividade de RNA helicase, GTPase e ATPase e RNA 5'-trifosfatase

(GOMEZ de CEDRON et al., 1999; RIKKONEN, 1994; VASILJEVA et al., 2003). O

nsP2 dominio C-terminal possui atividade protease, atua na clivagem das poliproteinas ndo
estruturais (STRAUSS e STRAUSS., 1994; VASILJEVA et al. 2003; RUSSO et al.,

2006). Um terceiro dominio enzimaticamente inativo, possui atividade semelhante a

metiltransferase (MTase) (RUSSO et al., 2006).

Necessaria para a sintese de RNA (RUPP et al., 2015). Possui uma regiao N-terminal
nsP3 (macrodominio). O dominio carboxi-terminal pode estar relacionado a viruléncia dos
alfavirus (TUITTILA et al., 2000; SUTHAR et al., 2005).

Atividade RNA polimerase dependente de RNA (RUBACH et al., 2009) que auxilia na
replicacdo do RNA gendmico e na transcricdo do RNAm subgendmico 26S (SAWICKI
et al., 1981; STRAUSS e STRAUSS., 1994; TOMAR et al., 2006). Também pode inibir
algumas vias antivirais do hospedeiro (RATHORE et al., 2013).
Formacao do nucleocapsideo icosaédrico que envolve o genoma viral (WEISS et al.,
PC 1989; STRAUS, 1994; GAROFF et al., 2004, JOSE et al., 2009, LEUNG et al., 2011;
RUIZ-GUILLEN et al., 2016).
Necesséaria para a montagem eficiente das particulas virais (LOBIGS e GAROFF,
1990; JOSE et al., 2009). Atua também como uma sequéncia sinal para a insercéo e
processamento da poliproteina estrutural no reticulo endoplasmético (LOBIGS e
GAROFF, 1990).
Liga-se ao receptor da célula hospedeira e e sofre endocitose (KUHN, 2007; JOSE et
al., 2009). Durante a evolucdo viral, esta proteina tornou-se a responsavel pela
E2 diversidade de estirpes virais entre os alfavirus, pois interage diretamente com o
sistema imune do hospedeiro (atuando como um antigeno) estimulando a producgéo
de anticorpos neutralizantes essenciais para indugéo da resposta imune (BELL et al.,

nsP1

nsP4

E3




17

1984; KHAN et al., 2014; VOSS et al.,, 2010). Mutac¢des nesta proteina podem ter
efeitos na entrada do virus na célula do hospedeiro bem como na montagem e
maturacédo das espiculas virais (Q. ASHTON ACTON, 2012).
Relacionada a montagem de particulas virais, pois normalmente € incorporada
durante o brotamento viral (LUSA et al.,, 1991; LOEWY et al., 1995; SANZ et al.,
6k 2003). MutagcbBes nesta proteina podem reduzir a capacidade de infecgdo viral
(GAEDIGK-NITSCHKO et al., 1990; LILJESTROM et al., 1990; SANZ e CARRASCO,
2001; McINERNEY et al., 2004; JOSE et al., 2009)
Localiza-se abaixo da proteina E2 (BELL et al., 1984, WEAVER et al., 2012; COFFEY
et al., 2013). Promove a fusdo entre as membranas de células virais e do hospedeiro
El (STRAUSS e STRAUSS., 1994). MutacBes nesta proteina podem facilitar ou inibir a
entrada viral na célula, aumentando a viruléncia em algumas espécies virais
(MUKHOPADHYAY et al., 2006; LIU e KIELIAN, 2009).

A ORF estrutural codifica uma poliproteina precursora (sintetizada a partir de
um terco do genoma) que é processada e clivada em cinco proteinas estruturais
denominadas: proteina do capsideo (PC) e proteinas E3, E2, E1 e 6K (GAROFF et
al., 1974; STRAUSS e STRAUSS., 1994; CHENG et al., 1995; JOSE et al., 2009,
NASAR et al., 2012) (Figura 4). Estas proteinas sédo responsaveis pela montagem
de novas particulas virais e infeccdo de novas células (STRAUSS e STRAUSS,

1994). As principais fun¢des conhecidas estédo descritas na Tabela 2.

Estrutura do Genoma Proteinas Estruturais
2685

5'cap nsP1 | nsP2 | nsP3 | nsP4 || c || E2 || B |Pa|_um]3'
|

E3 Bk
Proteinas Nao Estruturais

Glicoproteinas do envelope

Figura 4. Organizagdo do genoma dos Alfavirus e suas proteinas N&o Estruturais e Estruturais
resultantes. (Fonte: WEAVER e LECUIT, 2015 - Adaptado).

A replicagdo do genoma viral na célula hospedeira ocorre através da
endocitose mediada pela interacdo entre receptores. O ambiente endossomal que
apresenta pH éacido, desencadeia um rearranjo conformacional das glicoproteinas
El e E2 que recobrem a superficie do virion (BREHIN et al., 2003, WEAVER et al.,
2012). Em seguida, E1 expde um peptidio hidrofébico que se insere na membrana
endossomal, estimulando a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma (GAROFF et
al., 2004; KIELIAN et al., 2010, LI et al., 2010). ApGs esta etapa, 0 nucleocapsideo
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se desintegra liberando o genoma, que se ligard aos ribossomos como RNAm,
dando inicio ao processo de traducao de proteinas (JOSE et al., 2009; LEUNG et al.,
2011). Estas, por sua vez, formardo uma fita de RNA senso negativo que servira
como molde para posterior transcricdo do RNA senso positivo, sendo este processo
finalizado com a montagem de novas particulas virais (GAROFF et al., 2004; JOSE
et al., 2009; RUPP et al., 2015).

2.3.1 Chikungunya virus

O CHIKV é um arbovirus zoonoético, com ampla distribuicdo mundial e que
tem causado grande preocupacdo, principalmente pelas debilitantes e duradouras
manifestacfes clinicas que deixam os pacientes impossibilitados de executarem
suas atividades diarias e pelos altos custos com tratamento (KAM et al., 2009; CHIA
et al., 2010; MOHAN et al., 2010; THIMBERVILLE et al., 2013; DONALISIO e
FREITAS, 2015; KRUTIKOV e MANSON, 2016). Na lingua Makonde, o nome
Chikungunya significa “aquele que se curva ou se inclina”, em decorréncia da
postura adquirida por pacientes que relatavam artralgias intensas quando infectados
pelo virus (ROBINSON, 1955; PETTERSEN, 2015). Tem sido o responsavel por
causar grandes surtos e epidemias, principalmente em paises de clima tropical e
subdesenvolvidos, ocasionando sérios impactos econdmicos devido a reducdo da
produtividade, representando assim um problema emergente dentro do cenario de
salde publica atual (HONORIO et al., 2015).

2.3.1.1 Diversidade Genética

CHIKV apresenta um uanico sorotipo que confere imunidade protetora ao
longo da vida dos individuos recuperados (SAHADEO et al., 2015). Estudos de
andlise filogenética baseados nas caracteristicas geograficas, genotipicas e
antigénicas mostram que atualmente existem 3 gendétipos e 1 linhagem conhecida,
gue foram denominados de acordo com o primeiro local de isolamento: gendtipo
Ocidental ou do Oeste Africano (WATf), gendtipo Oriental ou do Leste/Centro/Sul
Africano (ECSA), genotipo Asiatico e a Linhagem do Oceano Indico (IOL)
(ARANKALLE et al., 2007; POWERS e LOGUE, 2007; TSETSARKIN et al.,
2007SUDEEP e PARASHAR, 2008; CHOMPOOSRI et al., 2016).

Os gendétipos WAf e ECSA tiveram origem na Africa, evoluiram de um

mesmo ancestral selvagem e divergiram ha aproximadamente 350 anos atras,
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sendo esta Gltima a mais prevalente em diversas regibes da Europa, Africa, Oceano
indico e Sul da Asia (BURT et al., 2012; COFFEY et al., 2013). A disseminagéo do
genodtipo ECSA foi mantida na Africa como consequéncia da manutencdo de um
ciclo de transmissédo enzooético entre primatas ndo humanos e mosquitos selvagens
do género Aedes. Andlises filogenéticas mais recentes mostraram que o genotipo
Asiatico evoluiu a partir da Linhagem Africana Oriental entre os anos de 1920 e
1950, encontrando-se amplamente distribuida em quase todos o0s continentes
(POWERS et al., 2000; VOLK et al., 2010; TSETSARKIN e WEAVER, 2011).

A linhagem do Oceano Indico (IOL) é derivada da ECSA (PAROLA et al.,
2006; POWERS et al., 2000; VOLK et al., 2010), e foi primeiramente relatada entre
0s anos de 2005-2006, quando causou epidemias nas ilhas do Oceano Indico na
india (SCHUFFENECKER et al., 2006). Em seguida, esta linhagem se espalhou
para diversas regifes do Hemisfério Oriental, causando surtos em mais de 60 paises
(REZZA et al., 2007; KUMAR et al., 2008, PULMANAUSAHAKUL et al., 2011). A

Figura 5 ilustra a disseminacado das linhagens virais de CHIKV entre os continentes.

Figura 5. Mapa mostrgndo a propagacao histérica do CHIKV para a Asia, Europa e Américas a partir
do ciclo enzodtico na Africa (TSETSARKIN et al., 2016 - Adaptado).

A intensa disseminacdo ocorreu em virtude de uma mutacdo pontual na
posi¢cdo 226 do gene que codifica a glicoproteina E1, onde houve a substituicdo do
aminoacido alanina por uma valina (E1-A226V) (TSETSARKIN et al., 2007; LO
PRESTI et al., 2016) que favoreceu a infectividade, capacidade de transmissao e
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disseminacao do virus por mosquitos A. albopictus (SCHUFFENECKER et al., 2006;
TSETSARKIN e WEAVER, 2011; COFFEY et al., 2013; THIBERVILLE et al., 2013).
Estudos apontam que esta linhagem pode ser mais virulenta, uma vez que foram
observadas manifestacfes clinicas atipicas tais como envolvimento neurologico,
doenca em neonatos e Obitos durante uma epidemia nas Ilhas da Reunido,
localizada no Oceano Indico (BORGHERINI et al., 2007; LEMANT et al., 2008;
ECONOMOPOULOU et al., 2009).

2.3.1.2 Epidemiologia

Os primeiros surtos urbanos da Febre do Chikungunya foram reportados na
Asia (em Bangkok, na Tailandia), no ano de 1960 (NIMMANNITYA, 1969; STAPLES
et al., 2009) e na india (nas cidades de Calcuta e Vellore) entre 1963 e 1973 (SHAH
et al., 1964; CAREY et al., 1969; HALSTEAD, 2015). Posteriormente, pequenos
surtos ocorreram periodicamente nos 30 anos seguintes até 2004, quando uma
grande epidemia comecou ha costa do Quénia (SERGON et al., 2008). Desde entéo,
0 CHIKV se dispersou por numerosas ilhas do Oceano indico, india e Sudeste
Asiatico (NJENGA, 2008; SERGON et al., 2007; RAVI, 2006; PULMANAUSAHAKUL
et al., 2011) e mais recentemente na Europa e nas Américas (REZZA, 2007,
QUEYRIAUX, 2008a; CAUCHEMEZ et al., 2014; NASCI, 2014; HALSTEAD, 2015;
AMRAOUI e FAILLOUX, 2016).

Estima-se que até o ano de 2015, aproximadamente 94 paises tenham sido
acometidos por esta doenca (NSOEISIE, 2016), com milhdes de casos registrados
em todo o mundo (JOHANSSON, 2015). Este niumero pode ser ainda maior em
virtude da grande quantidade de individuos assintométicos e pela grande
subnotificacdo de casos, tendendo a aumentar principalmente em paises endémicos
e subdesenvolvidos (STAPLES et al., 2009). Outro fator importante € que a ampla
distribuicdo de mosquitos A. aegypti e A. albopictus, na maioria dos paises
endémicos, tem facilitado a dispersdo desta doenca (CHARREL et al., 2007;
COFFEY et al., 2014).

A introducdo do gendtipo asidtico de CHIKV (LANCIOTTI e VALADERE,
2014) no continente americano foi relatada no final ano de 2013, quando ocorreu um
surto na llha de Saint Martin, no Caribe (NOEL e RIZZO, 2013; GAY et al., 2016). No
ano seguinte, varias ilhas e territorios vizinhos relataram surtos que se iniciaram a
partir de casos autoctones (LEPARK-GOFFART et al., 2014; JOHANSSON, 2015).
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Desde entdo, sua disseminagdo pelas Américas tornou-se inevitavel (NASCI, 2014).
Acredita-se que o grande fluxo de viajantes entre paises endémicos e néo
endémicos associada a ampla distribuicdo de mosquitos vetores nestas regides
tenha facilitado a dispersdo deste virus (CAUCHEMEZ et al., 2014; NASCI, 2014;
TSETSARKIN et al., 2016).

Ainda no ano de 2014, este virus foi introduzido no Brasil, embora casos
importados de viajantes provenientes da Indonésia e india ja fossem relatados
desde 2010 (ALBUQUERQUE et al, 2012; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O
primeiro caso autoctone foi relatado em setembro de 2014, na regido Norte, no
municipio de Oiapoque, estado do Amapé. Esta regido foi alvo de um grande surto,
ocasido em que foi verificada a presenca do genétipo asiatico (NUNES et al., 2015).
No mesmo periodo, ocorreu um surto na regido Nordeste, em Feira de Santana, na
Bahia, quando foi identificado o gendtipo do Leste-Centro-Sul Africano que ainda
ndo havia sido detectado nas Américas (PARREIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al.,
2015; FARIA et al., 2016). Desde entdo, CHIKV vem causando grandes surtos em
diferentes estados, sendo o Brasil considerado um dos paises da América do Sul
com a mais alta taxa de morbidade e letalidade (COLUCCI, 2016).

2.3.1.3 Ciclos de Transmisséao

O CHIKV é transmitido vetorialmente (de forma enzoodtica ou epizootica),
principalmente por mosquitos do género Aedes, que estdo amplamente distribuidos
em diversas partes do mundo (JULIANO e LOUNIBOS, 2005; CHARREL et al.,
2007; HIGGS e VANLANDINGHAM, 2015). O A. aegypti € um mosquito presente em
areas urbanas, sendo considerado o principal vetor na transmissao viral em muitos
paises. No entanto, o mosquito A. albopictus que esta normalmente presente em
ambientes peri-urbanos, tem sido implicado como o vetor competente na
transmissdo desta doenca (REITER, 2006; PRESTI et al., 2014; HIGS e
VANLANDINGHAM, 2015).

2.3.1.4 Patogénese e Aspectos Clinicos
Durante o repasto sanguineo do mosquito infectado, o CHIKV é inoculado na
derme e atinge o tecido conjuntivo, infectando as principais células presente neste
local - células dendriticas, macrofagos, mondcitos e polimorfonucleares (Figura 6)
(FIGUEIREDO e FIGUEIREDO, 2014). Estas migram para os linfonodos (para
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apresentar os antigenos do virus ao sistema imunolégico) onde o virus infecta e se
multiplica em novas células (RYMAN e KLIMSTRA, 2008). Neste momento, diversas
citocinas sao produzidas, em especial o Interferon (IFN), visando limitar a
propagacédo do virus (TENG et al., 2011; LUM e NG, 2015). Uma vez infectadas,
estas células atingem a circulacdo sanguinea e se propagam para diferentes
tecidos, atingindo os principais Orgdos-alvo - figado, tecidos musculares,
articulacdes e cérebro (KAM et al., 2009; SCHWARTS e ALBERT; 2010). E relatado
gue o virus possui tropismo por fibroblastos da pele, o que pode facilitar a infeccéo

de novos mosquitos durante o repasto sanguineo (SOURISSEAU et al., 2007).
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Figura 6. Representacdo esquemaética da disseminacdo do CHIKV apds a picada do mosquito (KAM
et al., 2009 - Adaptado).

O periodo de incubacédo do virus geralmente € de 3 a 7 dias, podendo variar
de 3 a 12 dias (POWERS e LOGUE, 2007; SUDEEP e PARASHAR, 2008; MOHAN
et al., 2010). Durante a fase virémica, que pode perdurar até 10 dias apos a infec¢cao
inicial, ocorre a producdo de anticorpos de fase aguda da classe IgM (entre o
terceiro e quinto dia), ocasido esta que coincide com o inicio dos sintomas
(SCHWARTS e ALBERT, 2010; WEAVER e LECUIT, 2015). A partir do 8° dia de
infeccdo ja é possivel detectar anticorpos de memaria da classe 1gG, desenvolvendo
assim protecao contra reinfeccéo (KAM et al., 2009; GASQUE et al., 2015).
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A evolucdo clinica desta enfermidade apresenta 3 fases: aguda (primeiras 3
semanas), subaguda (3-12 semanas) e cronica (12 semanas em diante)
(RODRIGUEZ-MORALES e ANAYA, 2016). A sintomatologia relatada na fase aguda
pode variar desde uma sindrome febril inespecifica até uma febre alta (>39°C) com
ou sem cefaléia, mal-estar, erup¢des cutaneas, exantema (com ou sem prurido),
mialgias, artralgias ou poliartralgias (com ou sem edema), sendo este Ultimo o
sintoma 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). Além disso, alguns individuos podem apresentar-se assintomaticos,
podendo contribuir para infeccdo de novos mosquitos (BROUARD et al., 2008;
NAKKHARA et al., 2008; SISSOKO et al., 2008).

A fase cronica da doenca é caracterizada pela presenca de artralgia intensa,
(acompanhada ou néo por inchacgo e limitagdo do movimento), que pode persistir por
meses ou anos, variando entre periodos assintomaticos e de recidivas
(QUEYRIAUX, 2008b; STAPLES et al., 2009; SCHILTE et al., 2013). Acredita-se que
isto ocorra em virtude persisténcia viral (especialmente nos macréfagos) em
articulacdes atingidas, e pelo grande numero de células inflamatérias que migram
para o tecido sinovial afetado (HOARAU et al., 2010; DUPUIS-MAGUIRAGA et al.,
2012; ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2013). Geralmente é mais comum em
individuos que possuem outras co-morbidades, em imunodeprimidos e em idosos
(SUHRBIER et al., 2012).

Em alguns casos, CHIKV pode acometer o SNC manifestando sintomas
neurologicos graves tais como meningite, encefalite, mielite, paralisia, ataxia,
convulsdes, disturbios comportamentais, dentre outros (ARPINO et al., 2009;
CHANDAK et al.,, 2009; ZACKS e PAESSLER, 2010; RUST, 2012; ZE-ZE, 2014;
BALE, 2015). A evolucdo clinica pode ser benigna ou acompanhada de
complicacOes tardias tais como paralisia flacida (SINGH et al., 2008) e a sindrome
de Guillain-Barré, uma doenca autoimune caracterizada por polineuropatia aguda
inflamatoria que cursa com progressiva fraqueza muscular, podendo levar o paciente
a tetraplegia e ao comprometimento das funcdes vitais (WIELANEK et al., 2007;
LEBRUN et al., 2009; WALLING e DICKSON, 2017). Outras manifestacdes clinicas

atipicas incluem conjuntivite, uveite, retinite, miocardite, hepatite, nefrite e
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pneumonia, petéquias, hemorragia e choque, embora sejam menos relatadas
(MOHAN et al., 2010; RAJAPAKSE et al., 2010).

A transmisséao vertical em neonatos foi reportada em alguns estudos durante
o periodo perinatal e intraparto, com graves consequéncias neurolégicas (atrasos no
desenvolvimento mental, paralisias cerebrais e microcefalia), e em alguns casos,
houve evolugdo para abortos ou O6bitos pos-parto (LENGLET et al., 2006;
ROBILLARD et al., 2006; GERARDIN et al., 2014, BANDEIRA et al., 2016; TORRES
et al.,, 2016). Recentemente, foi relatada a presenca de CHIKV no leite materno,

sugerindo nova rota de transmisséo viral para lactentes (CAMPOS et al., 2017).

2.3.2 Mayaro virus
O MAYV é um arbovirus amplamente distribuido no continente americano e
tem causado surtos esporadicos e pequenas epidemias de uma doenca febril

exantematica denominada Febre do Mayaro.

2.3.2.1 Diversidade Genética

Estudos de analise filogenética do MAYV baseados nas caracteristicas
geograficas e genotipicas mostram que atualmente existem 3 clados (genétipos)
conhecidos: o D (Disperso), o L (Limitado) e o N (Novo) (POWERS et al., 2006;
AUGUSTE et al., 2015; MACKAY e ARDEN, 2016). O gendtipo D agrupa varios
isolados de 1954 a 2003 e inclui paises da América do Sul tais como Trinidad, Brasil,
Guiana Francesa, Suriname, Peru e Bolivia. (POWERS et al., 2006; TERZIAN et al.,
2015). Ja o gendtipo L agrupa apenas 6 isolados de 1955-1991, estando estes
limitados a regido norte do Brasil (POWERS et al.,, 2006). Em 2010, houve a
descricdo do terceiro gendtipo e, até 0 momento, este apresenta uma Unica estirpe

isolada a partir de uma regiao peruana (AUGUSTE et al., 2015).

2.3.2.2 Epidemiologia

O MAYYV foi inicialmente isolado a partir do sangue de trabalhadores rurais no
ano de 1954 em uma regido denominada Mayaro, localizada em Trinidad e Tobago
(ANDERSON et al.,, 1957). Desde entdo, espalhou-se por diversos paises da
América Central (CALISHER et al., 1974) e do Sul (AITKEN et al., 1960; GROOT et
al., 1961; KARBAAT et al., 1964; TALARMIN et al., 1998; TESH et al., 1999; DE
THOISY et al., 2003; IZURIETA et al., 2011; LEDNICKY et al., 2014; TERZIAN et al.,
2015) (Figura 7).
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al., 2015 - Adaptado).

No Brasil, a Febre do Mayaro foi descrita inicialmente no estado do Par4 em
1955 quando causou um surto em numa comunidade rural préxima ao Rio Guaméa
(CAUSEY e MAROJA, 1957). Em 1978, causou a primeira epidemia em Belterra, no
Pard, ocasido em que o virus foi isolado de humanos, saguis e do mosquito
Haemagogus janthinomys que ficou conhecido como o principal vetor (PINHEIRO et
al., 1981; HOCH et al.,, 1981). Desde entdo, esta doenca tornou-se endémica
principalmente na regido Amazénica (AZEVEDO et al., 2009; ABAD-FRANCH et al.,
2012; HALSEY et al., 2013). Subsequentemente, evidéncias sorologicas da
circulacdo deste virus em humanos e animais foram reportadas nas regides Norte
(Amazonas, Para e Acre) (MOURAO et al., 2012; TERZIAN et al., 2015) e Centro-
Oeste (Tocantins, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul) (VASCONCELOS et
al., 1998; PAUVOLID-CORREA et al., 2015; SERRA et al., 2016), e, em 2007, 3
casos importados foram relatados no Estado de Sao Paulo (COIMBRA et al., 2007).

Assim como outros arbovirus, MAYV tem emergido em diversas regides
brasileiras causando surtos esporadicos. Isto pode ser visualizado através de dados

divulgados pelo Ministério da Saude que registrou, entre os anos 2014 a 2016, cerca
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de 343 casos suspeitos de infeccdo por este virus nas regides Norte e Centro-Oeste
e aproximadamente 50% destes ocorreram no estado de Goias (MINISTERIO DA
SAUDE, 2017). No mesmo periodo, um caso suspeito de infeccdo foi notificado na
regido Nordeste, no estado da Bahia, indicando que a circulagdo deste virus possa
ocorrer em outras regides do pais. No cenario atual de co-circulacdo de diferentes
arbovirus em vérios estados, MAYV vem preocupando as autoridades de saude
publica, pois muitos profissionais da saude nao estdo familiarizados com a doenca
ocasionada e cada vez mais, casos estdo sendo relatados em areas ndo endémicas
(ESPOSITO e FONSECA, 2017).

2.3.2.3 Ciclos de Transmisséo

Naturalmente, o MAYV mantem sua circulacdo constante em ciclos
enzodticos e epizodticos, cujos principais hospedeiros sdo animais silvestres
(primatas ndo humanos, pequenos mamiferos, aves e répteis) (CALISHER et al.,
1974; HOCH et al.,, 1981; PAUVOLID-CORREA et al., 2015). Normalmente a
transmissao ocorre de forma vetorial, por mosquitos do género Haemagogus, em
especial Haemagogus janthinomys, um mosquito silvestre encontrado em areas
rurais e que no Brasil, tem sido implicado como principal vetor. Entretanto, outras
espécies de mosquitos que possuem habitos urbanos tais como Culex sp., Sabethes
sp. € Mansonia sp. podem funcionar como vetores secundarios (HOCH et al., 1981;
SERRA, et al., 2016). Além disso, estudos laboratoriais demonstraram que o virus
pode ser transmitido de forma eficaz por mosquitos antropofilicos do género Aedes,
sobretudo pelo Aedes aegypti, que possui distribuicdo mundial (LONG et al., 2011).

2.3.2.4 Patogénese e Aspectos Clinicos

Este virus faz parte dos alfavirus do velho mundo (artritogénicos) e pouco
ainda foi explorado sobre a patogénese. Esta enfermidade apresenta manifestacdes
clinicas semelhantes aquelas relatadas por pacientes acometidos por CHIKV, o que
dificulta seu reconhecimento imediato e notificacdo. Clinicamente, tem sido
classificada como doenca febril exantematica que cursa com artralgia intensa
(principalmente em pequenas articulagdes dos membros superiores e inferiores) e
edema articular (PINHEIRO et al.,, 1981; SLEGERS et al., 2014). Estes sintomas
podem ou n&o estar acompanhados de cefaleia, mialgia, dor retro-orbital, calafrios,
vomito e diarreia (PINHEIRO et al., 1981; TESH et al., 1999).
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O periodo de incubacéo viral varia de 7 a 12 dias e os sintomas geralmente
perduram por até 7 dias (PINHEIRO e LeDUC, 1998; MOTA et al., 2015), podendo
evoluir para cura ou progredir para uma fase crénica, sendo esta demarcada por
intensa artralgia que pode persistir por meses ou anos (PINHEIRO e LeDUC, 1998;
TESH et al., 1999; HASSING et al., 2010; THEILACKER et al., 2013). Tal fato limita
os individuos acometidos de executarem atividades cotidianas e eleva anualmente
os indices de morbidade (apesar de ndo haver relatos de casos fatais associados a

esta doenca), tornando-se assim um grave problema de saude publica.

2.4 Diagnostico Clinico e Laboratorial das Arboviroses

A circulacao de diferentes arbovirus em uma mesma area geogréafica pode
causar surtos e epidemias, resultando em uma maior incidéncia de casos e
consequente aumento da procura por servicos de saude. Logo, é de suma
importancia que seja realizado um diagndstico clinico-laboratorial correto e confiavel
a fim de auxiliar no monitoramento preciso destes patdégenos. Neste contexto, vale
destacar que o diagndstico clinico das arboviroses apresenta dificuldades, pois estas
exibem uma gama de manifestacfes clinicas com caracteristicas inespecificas
passiveis de serem confundidas com outras doencas (BRONZONI et al., 2005;
MORELI e COSTA, 2013). Contudo, o diagnéstico laboratorial apresenta extrema
relevancia na correta identificacdo da infeccdo, pois além de monitorar a evolucao
clinica, permite estabelecer um manejo adequado do paciente (CHARREL, 2016).

A identificacdo laboratorial do agente infeccioso baseia-se na utilizacdo de
métodos diretos ou indiretos, e varia de acordo com o periodo das manifestacdes
clinicas apresentadas pelo paciente (Figura 8). Os métodos diretos visam detectar o
genoma viral ou seus componentes na amostra, sendo Uteis na fase aguda (periodo
de viremia). JA os métodos indiretos buscam por componentes produzidos pelo
individuo infectado, tais como 0s anticorpos, sendo Uteis apos o periodo de viremia,

na fase sub aguda e crénica da doenca (PEELING et al., 2010).



28

Métodos Diretos
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Figura 8 — Métodos de identificacdo laboratorial utilizados no diagndstico de infecgcéo por arbovirus
(Fonte: PEELING et al., 2010 — Adaptado).

Atualmente, varias técnicas tém sido utilizadas na investigacdo de arbovirus,
dos quais destacam-se 0s imunoensaios e as técnicas moleculares (MORELI e
COSTA, 2013). Os imunoensaios séo bastante utilizados na rotina laboratorial, pois
apresentam baixo custo, facilidade de execucdo e manuseio. Dentre as diferentes
técnicas, destacam-se o ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e
os testes rapidos imunocromatograficos, que permitem detectar e diferenciar os
anticorpos de fase aguda da classe de imunoglobulinas M (IgM) e de fase cronica da
classe imunoglobulinas G (IgG) (MARTIN et al., 2000; BURT et al., 2012; PRAT et
al., 2014). Entretanto, estas técnicas possuem limitagcdes, das quais destacam-se a
possibilidade de: 1. reatividade cruzada entre virus do mesmo género; 2. ocorréncia
de resultados falso-negativos (nos primeiros dias de infec¢cdo) (CASSEB et al., 2013;
MORELI e COSTA, 2013).

No contexto de surtos e epidemias, 0s testes moleculares permitem
identificar o real agente etiolégico causador da doenca, evitando condutas errbneas
e inadequadas durante o manejo do paciente (FURUYA-KANAMORY et al., 2016;
CABRAL-CASTRO et al.,, 2016). Tal situacdo facilita a realizacdo de estudos
clinicos, possibilitando conhecer manifestacdes atipicas em casos de mono ou co-
infeccbes (TARAPHDAR et al., 2012). Epidemiologicamente, estes testes permitem
monitorar a dindmica da circulacdo de diferentes arbovirus em uma mesma area,
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avaliar o real impacto na incidéncia e investigar novos arbovirus que possam estar
circulando de forma silenciosa (SAM et al., 2015).

Uma das técnicas moleculares mais utilizadas para investigacdo de
arbovirus € a Reacdo em Cadeia da Polimerase de Transcricdo Reversa (RT-PCR)
que pode ser realizada da maneira convencional (qualitativa) ou em tempo real
(quantitativa) (KUNO, 1998; ELNIFRO et al.,, 2000; BRONZONI et al., 2005;
JOHNSON et al., 2012; FAYE et al., 2013; MORELI e COSTA, 2013). A RT-PCR
destaca-se como importante ferramenta diagndstica diferencial, capaz de detectar o
genoma viral nos primeiros dias de infeccdo (PEELING et al.,, 2010; BURT et al.,
2012). Porém, também apresenta algumas desvantagens como o alto custo dos
reagentes e a possibilidade de contaminacdes.

Considerando as informacdes apresentadas, observa-se que, até o momento,
nao existe um método de diagndstico ideal para investigacdo de arbovirus. A melhor
conduta é aliar diferentes métodos (de acordo com o periodo das manifestacfes
clinicas) com exames laboratoriais e de imagem a fim de aumentar a confiabilidade
e rapidez do diagndstico, contribuindo para elucidacdo de hipoteses diagnosticas e
manejo adequado do paciente (MARDEKIAN e ROBERTS, 2015).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Investigar, através de métodos moleculares, a dinamica de circulacdo dos
arbovirus Dengue virus, Chikungunya virus e Mayaro virus durante os anos de 2016
e 2017 no Estado do Piaui.

3.2 Objetivos Especificos
e Investigar a presenca de DENV e CHIKV em amostras de soro de pacientes
com sintomatologia classica de arboviroses, por RT-PCR;
e Sequenciar amostras positivas e analisar a diversidade genética do CHIKV
através de inferéncias filogenéticas;
e Avaliar a prevaléncia e cronicidade das manifestacdes clinicas em pacientes
positivos para CHIKV;

e Padronizar reacdes e testar amostras para deteccdo de MAYV;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos e Legais

A pesquisa foi executada mediante aprovacdo do presente projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, com parecer de
n°1197662 (CAAE: 46111615.0.0000.5214), respeitando também a Resolucao
n°466/12 do Conselho Nacional de Saude (Ministério da Saude), que trata das

diretrizes e normas de pesquisas envolvendo seres humanos.

4.2 Coleta de Amostras e Obtencdo de Dados Clinico-Laboratoriais dos
Pacientes

Foram coletadas amostras de soro de pacientes com sintomatologia classica
para arboviroses, atendidos no Laboratério do Pronto Socorro Municipal (PSM) de
Parnaiba, Hospital Estadual Dirceu Arcoverde (HEDA) e Laboratério Central de
Saude Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI), por um periodo de 19 meses (Abril
de 2016 a Novembro de 2017). ApOs coletada, estas amostras foram armazenadas
em freezer -70°C no Laboratério de Bioquimica e Biologia de Microorganismos e
Plantas (BIOMIC), localizado na Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro
Reis Velloso, para posterior analise. Também foram utilizadas amostras obtidas do
LACEN-PI.

As informacfes clinicas e epidemiologicas dos pacientes atendidos em
Parnaiba foram obtidas por meio de aplicacdo de questionario semi-estruturado
diretamente com o paciente (Apéndice Il), ap0s a leitura e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice I). A confirmacédo diagndstica inicial foi
realizada através de testes soroldgicos (teste rapidos imunocromatograficos e/ou
ELISA) feitos pelo LACEN-PI para detecgcéo de anticorpos anti-DENV e anti-CHIKV.
Os resultados foram obtidos por meio de consulta ao sistema de Gerenciamento de
Ambiente Laboratorial — GAL.

4.3 Diagndéstico Molecular

4.3.1 Extracdo de RNA Viral e Reacdo em Cadeia da Polimerase de
Transcricdo Reversa (RT-PCR)

O RNA viral foi extraido a partir das amostras de soro utilizando o QIAamp®
Viral RNA Mini Kit de acordo com as instru¢des do fabricante. Estas amostras foram

selecionadas considerando as manifestagdes clinicas e duracdo dos sintomas (até 5
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dias apos inicio das manifestacfes clinicas). Apos esta etapa foi realizada a reacao
de Transcricdo Reversa (RT), onde o RNA viral foi convertido em DNA
complementar (cDNA) através da acdo de uma enzima denominada transcriptase
reversa (Figura 9). O protocolo selecionado utilizou os Random Hexamers, que
correspondem a oligodesoxirribonucleotideos de sequéncias curtas e aleatérias, que
se ligam a qualquer regido do RNA e permitem a sintese de cDNA.

Este protocolo foi realizado em duas etapas: na primeira etapa, 10 pl de
RNA molde e 5 pl de Random Hexamers (50 yM) foram incubados no termociclador
Thermal Cyclers (Amplitherm®) a 25°C por 10 min e 70°C por 5 min. Ap0s serem
retiradas do termociclador, as amostras foram armazenadas no gelo por 2 minutos
para evitar a formacdo de dimeros. Na segunda etapa foram adicionados 5 ul de
Tampao da enzima (5X), 5 pl de ANTP (10mM) e 1 yl de MMLV (200U/ ul), obtendo-
se um volume final de 26 pl, onde estes foram novamente incubados a 37°C por 60

min e 85°C por 5 min.

4.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase promove a amplificacdo dos fragmentos
de interesse por acdo da enzima Taq DNA polimerase. Foram utilizados protocolos
para amplificacdo da regido do gene que codifica a glicoproteina NS5 (comum a
todos os flavivirus), além da execucdo de testes para tipagem de DENV. Para
deteccdo de CHIKV foram empregados dois protocolos para amplificacdo de regides
dos genes que codificam as glicoproteinas E1 e EZ2. Adicionalmente, para
investigacdo de MAYV foram padronizados trés protocolos para andlise de regides
dos genes que codificam as glicoproteinas nsP1, E1 e E2/E3. As metodologias
utilizadas estdo descritas resumidamente na Figura 9 e serdo apresentadas a

seqguir.
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Diagndstico Molecular
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Figura 9. Esquema representativo da metodologia utilizada para deteccdo molecular do DENV,
CHIKV e MAYV. *Regido dos genes que foram sequenciados.

4.3.2.1 PCR para amplificacdo do gene NS5 dos Flavivirus
Para amplificacao da regido do gene que codifica a glicoproteina NS5, foram
utilizados os iniciadores desenvolvidos por Chao e colaboradores (2007), resultando
em um produto de 270 pares de base (pb) (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia de iniciadores descritos por Chao e colaboradores (2007) para amplificacdo da
regido de interesse no gene NS5 com os respectivos tamanhos dos produtos.

GENE  INICIADORES SEQUENCIA (5’-3) PRODUTO
MFU1 TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAA
NS5 270 pb
CFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC

Para um volume final de 25 pl sdo adicionados: 2,5ul de tampéo (10x), 2ul
de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de mFU1 (10pM/ul), 0,3ul de CFD2
(10pm/ul), 0,2ul de Tag DNA polimerase (5U/ul), 2,5ul de cDNA para cada amostra e
16,7ul de H,O estéril. Logo depois, as reacdes foram submetidas a 94°C por 5
minutos, com 35 ciclos de amplificagéo (94°C por 1 minuto; 58°C por 1 minuto; 72°C

por 1 minuto), seguidos ao final a 72°C por 10 min.
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4.3.2.2 PCR para amplificacdo do gene NS5 dos Flavivirus seguida por
Multiplex Nested-PCR para sorotipagem de DENV
Para realizacédo deste protocolo, foram utilizados os iniciadores descritos por
Bronzoni e colaboradores (2005), sendo realizado em duas etapas. Na primeira,
foram utilizados os iniciadores FG1 e FG2, que amplificam uma regido do gene que
codifica glicoproteina NS5 gerando um produto final de 958 pb. J4 na segunda
etapa, utilizou-se os iniciadores FG1, nDEN-1, nDEN-2, nDEN-3 e nDEN-4,
resultando em produtos de diferentes tamanhos. Os iniciadores estdo descritos na
tabela a seguir (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncia de iniciadores descritos por Bronzoni e colaboradores (2005) para amplificagdo
da regido de interesse no gene NS5 com os respectivos tamanhos dos produtos.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5-3’) PRODUTO
FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT
FG2 GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA %8P0
nDEN-1 CGTTTTGCTCTTGTGTGCGC 472 pb
NSS NnDEN-2 GAACCAGTTTGTTTDRTTTCATAGCTGCC 316 pb
nDEN-3 TTCCTCGTCCTCAACAGCAGCTCTCGCACT 659 pb
nDEN-4 GCAATCGCTGAAGCCTTCTCCC 222 pb

Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampéao (10x),
1,2ul de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — FG1 (10
pmol/ pL), 0,3ul de Primer reverse — FG2 (10pmol/pl), 0,2ul de Taq DNA polimerase
(5U/ul), 17ul de H,O estéril e 3ul de cDNA para cada amostra. Depois de
misturados, os reagentes foram incubados no termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial por 3 min. a 94°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacdo (94°C por 45 seg; 53°C por 45 seg; 72°C por 1
min.) e de uma extenséo final a 72°C por 10 min. Foram utilizados 2,5ul do produto
da primeira etapa em uma segunda reac&o com os iniciadores FG1, nDEN-1, nDEN-
2, nDEN-3 e nDEN-4, utilizando os mesmos parametros e condi¢cdes da primeira

reacao.
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4.3.2.3 PCR para amplificacdo do gene E1 de CHIKV
Para detecgcéo de CHIKV foram utilizados os iniciadores CHIKV-F e CHIKV-
R descritos por Kumar e colaboradores (2007). Estes, anelam em regides
especificas do gene que codifica a glicoproteina estrutural de envelope EL1,
resultando em um produto de 330 pb (Tabela 5).

Tabela 5. Sequéncia de iniciadores descritos por Kumar e colaboradores (2007) para amplificagdo da
regido de interesse no gene E1 com sua localiza¢éo e tamanhos do produto.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5-3) PRODUTO
E1 DVRChk-F ACCGGCGTCTACCCATTCATGT 330 ob
DVRChk-R GGGCGGGTAGTCCATGTTGTAGA P

Para um volume final de 25 ul foram adicionados: 2,5 pl de tampéao (10x), 1,2
pl de MgCl, (50mM), 0,4 ul de dNTPs (10mM), 0,2 ul de Primer foward — DVRChk-F
(20 pmol/ L), 0,2 pl de Primer reverse — DVRChk-R (10pmol/ul), 0,2ul de Taq DNA
polimerase (5U/ul), 17,25ul de H,O estéril e 3 pl de cDNA para cada amostra.
Depois de misturados, os reagentes foram incubados no termociclador Thermal
Cyclers (Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial por 5 min a
94°C, seguido de 35 ciclos de amplificagéo (94°C por 45 seg; 58°C por 30 seg; 72°C
por 1 min) e de uma extenséo final a 72°C por 30 min.

4.3.2.4 PCR para amplificagéo do gene E2 de CHIKV
Para deteccdo da regido do gene que codifica a glicoproteina E2, foi
realizada uma nested PCR utilizando os iniciadores descritos por Porter e
colaboradores (2004). Na primeira etapa foram utilizados os iniciadores JM1 e JM2,
gue geram um produto final de 240 pb. Na segunda etapa foram utilizados os
iniciadores JM3 e JM4, resultando em um produto final de 200 pb (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncia de iniciadores descritos por Porter e colaboradores (2004) para amplificacdo da
regido de interesse no gene E2 com sua localizacéo e tamanhos do produto.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5-3) PRODUTO
IM1-F GCAGACGCAGAGAGGGCCAG
IM2-R CGTGCTGCAAGGTAGTTCTC 240 pb
E2 IM3-F GCTATTTGTAAGAAC GTCAG
200 pb

JM4-R TACCGTGCTGCGGTCGGGAA
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Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampéo (10x),
1,2ul de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — JM1 (10
pmol/ pL), 0,3ul de Primer reverse — JM2 (10pmol/ul), 0,2ul de Taq DNA polimerase
(5U/ul), 17,5ul de H,O estéril e 2,5ul de cDNA para cada amostra. Depois de
misturados, os reagentes foram incubados no termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacéo inicial por 3 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacao (94°C por 45 seg; 55°C por 30 seg; 72°C por 1
min) e de uma extensao final a 72°C por 10 min. Serao utilizados 2,5ul do produto da
primeira etapa em uma segunda reacdo com os primers JM3 e JM4, utilizando os

mesmos parametros e condi¢cdes da primeira reacao.

4.3.2.5 PCR para amplificacdo do gene nsP1l dos Alphavirus seguida por

Multiplex Nested-PCR para deteccdo de MAYV

Para amplificacdo do gene que codifica a glicoproteina nsP1 dos Alphavirus,
foram utilizados os iniciadores descritos por Bronzoni e colaboradores (2005), sendo
realizado em duas etapas. Na primeira, foram utilizados os iniciadores M2W e
cM3W, que amplificam uma regido do gene que codifica glicoproteina nsP1, gerando
um produto final de 434 pb. J4& na segunda etapa, foram utilizados os iniciadores
cM3W e nMAY, resultando em um produto de 270pb (Tabela 7).

Tabela 7. Sequéncia de iniciadores descritos por Bronzoni (2005) para amplificagdo da regido de
interesse no gene Nspl com sua localiza¢do e tamanhos do produto.

GENE  INICIADORES SEQUENCIA (5-3) PRODUTO
M2W YAGAGCDTTTTCGCAYSTRGCHW

nsP1 cM3W ACATRAANKGNGTNGTRTCRAANCCDAYCC 240 P9
nMAY GGAAGTTGGCCAAGGC 270 pb

Para um volume final de 25 ul foram adicionados: 2,5ul de tampéo (10x),
1,2ul de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — M2W (10
pmol/ pL), 0,3ul de Primer reverse — cM3W (10pmol/ul), 0,2ul de Taq DNA
polimerase (5U/ul), 17ul de H,O estéril e 3ul de cDNA para cada amostra. Depois de
misturados, 0s reagentes foram incubados no termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacdo inicial por 3 min. a 94°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacao (94°C por 45 seg; 53°C por 45 seg; 72°C por 1

min.) e de uma extenséao final a 72°C por 10 min. Foram utilizados 2,5ul do produto
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da primeira etapa em uma segunda reacdo com os iniciadores cM3W e nMAY,

utilizando os mesmos parametros e condi¢des da primeira reacao.

4.3.2.6 PCR para amplificagéo do gene E1 de MAYV

Para amplificacdo do gene que codifica a glicoproteina E1 de MAYV, foram
desenhados iniciadores especificos, baseando-se em sequencias de genoma
completo disponiveis no banco de dados GenBank (BARROS, 2018). Os iniciadores
foram denominados Maynu-F e Maynu-R e amplificam um produto de 579 pb
(Tabela 8). As condicdes de padronizacao utilizadas estédo descritas a seguir.

Tabela 8. Sequéncia de iniciadores desenhados por BARROS, 2018 para amplificagdo da regido de
interesse no gene E1 com sua localizagdo e tamanhos do produto.

GENE INICIADOR SEQUENCIA (5’-3) PRODUTO
MaynuF ATGTGGGGAGGTGCATACTG
El 579 pb
MaynuR CATCGAAACGGGTATGTTGC

Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampéo (10x), 1,2ul
de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — MaynuF (10
pmol/ pL), 0,3ul de Primer reverse — MaynuR (10pmol/ul), 0,2pul de Taq DNA
polimerase (5U/ul), 17ul de H,O estéril e 3ul de cDNA para cada amostra. Depois de
misturados, os reagentes foram incubados no termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial por 3 min. a 94°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacdo (94°C por 45 seg; 56°C por 45 seg; 72°C por 1

min.) e de uma extensao final a 72°C por 10 min.

4.3.2.7 PCR para amplificacdo dos genes E2/E3 de MAYV
Para amplificacdo dos genes que codificam as glicoproteinas E2/E3 de
MAYV, foram utilizados os iniciadores MayF1l e MayB2 descritos por Talarmin e

colaboradores (2007), resultando em um produto de 462 pb (Tabela 9).

Tabela 9. Sequéncia de iniciadores desenhados por Talarmin e colaboradores (1998) para
amplificacdo da regido de interesse no gene E2/E3, com sua localizagdo e tamanhos do produto.

GENE INICIADOR SEQUENCIA (5'-3) PRODUTO

MayF1 CTTCCCATGTTTCCAACCGAG
E2 e E3 462pb
MayB2 GCCAGGATAAAGTGTCCCATTGTG
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Para um volume final de 25 pl foram adicionados: 2,5ul de tampéo (10x), 1,2ul
de MgCl, (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — MayF1 (10
pmol/ pL), 0,3ul de Primer reverse — MayB2 (10pmol/ul), 0,2ul de Tag DNA
polimerase (5U/ul), 17ul de H,O estéril e 3ul de cDNA para cada amostra. Depois de
misturados, os reagentes foram incubados no termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) e submetidos as etapas de: desnaturacao inicial por 3 min. a 94°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacéo (94°C por 45 seg; 56°C por 45 seg; 72°C por 1

min.) e de uma extensao final a 72°C por 10 min.

4.3.3 Visualizagdo dos Produtos Amplificados

Os produtos da PCR e um marcador de tamanho molecular (“Ladder’ —
100pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com
GelRed®. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal preenchida com tampéo
TBE 1x (tris + &cido borico + EDTA), em corrente de 120 V por periodo de 40 min.
Em seguida os fragmentos amplificados serdo visualizados sob luz ultravioleta e
fotografados no transluminador L-PIX (Loccus Biotecnologia) para posterior andlise

visual.

4.4 Sequenciamento dos genes E1 e E2 de CHIKV e Andlise das Sequéncias

O sequenciamento de CHIKV foi realizado pelos colaboradores do Laboratorio
de Virologia, Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. A execucao desta etapa foi feita através do
método dideoxi descrito por Sanger e colaboradores (1977), em sequenciador
automatico capilar ABI3730 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), utilizando o
kit “ABI Prism R Big Dye M Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), seguindo as especificacbes de reacdo e leitura
do fabricante. Nas reacdes de sequenciamento foram utilizados aproximadamente
11 ng do DNA de cada amplicon purificado, acrescidos dos respectivos iniciadores
especificos senso e antissenso (0,5uM). Cada amplicon foi sequenciado em ambas
as direcoes (foward e reverse).

A montagem e visualizacdo das sequéncias finais foi feita através da analise
dos cromatogramas obtidos por meio do programa SeqTrace (STUCKY, 2012). As
sequéncias consenso (E1 e E2) deste estudo foram alinhadas com outras

sequéncias disponiveis no banco de dados Genbank, utilizando a ferramenta
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CLUSTAL W, implementada no programa MEGA 7 (TAMURA et al, 2013). Em
seguida, os fragmentos E1 e E2 foram concatenados por meio do programa

Geneious versao R9.

4.4.1 Analise Filogenética

Arvores filogenéticas foram construidas pelo método de maxima
verossimilhanga, baseado no modelo Tamura Nei (TAMURA e Nei, 1993), usando o
programa MEGA 7 e 1000 replicatas de bootstrap (KUMAR et al.,, 2016). Para
construcdo das arvores, foram obtidas do GenBank sequéncias nucleotidicas de
genoma completo representativas dos genétipos WAf, ECSA, Asiatico. Estas
sequéncias foram organizadas de acordo com local, nimero de acesso e ano de
isolamento.

Inferéncias bayesianas também foram realizadas utilizando o programa
BEAST 1.8.4 e BEAUTI v.1.8.2. (DRUMMOND e RAMBAUT, 2007) com os métodos
de Monte Carlo via Cadeias de Markov, baseado no modelo de substituicdo de
nucleotideos HKY, com distribuicdo gama (quatro categorias), sob o reldgio
molecular e o0 modelo demogréafico Bayesiano. Sessenta milhées de correntes foram
executadas e as incertezas foram abordadas como os intervalos de credibilidade
Bayesianos de 95% (BCI). As arvores foram amostradas em cada 10.000 etapas e,
em seguida, resumidas em uma arvore de maxima credibilidade de clado usando o
TreeAnotator v.1.8.2 (RAMBAUT e DRUMMOND, 2015). A éarvore final foi
visualizada em FigTree v.1.4.3 (RAMBAUT, 2014).

4.5 Acompanhamento clinico dos pacientes positivos para CHIKV

Para acompanhar pacientes que evoluiram para um quadro clinico de
cronificacdo da infeccdo por CHIKV, 12 meses e 6 meses apos inicio dos sintomas
(para amostras coletadas em 2016 e 2017, respectivamente), foram realizadas
ligacOes telefbnicas para os pacientes positivos nos testes moleculares. Em seguida,
foi aplicado um questionario semi-estruturado (Apéndice Ill), elaborado com base em
estudos que avaliaram a evolugcdo clinica de pacientes acometidos por CHIKV
(JAVELLE et al., 2015; SCHILTE et al., 2013; GERARDIN et al., 2011). A finalidade
deste questionario foi obter informacfes relacionadas ao curso clinico e
manifestacdes caracteristicas pos-infec¢do pelo CHIKV, relacionadas a fase cronica

da doenca.
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De um modo geral, os principais critérios utilizados para avaliar a persisténcia
de algias articulares (sintoma mais proeminente durante as infec¢cbes) foram: 1.
persisténcia de oligo ou poliartralgia; 2. principais membros acometidos (dedos,
maos, maos, punhos, joelhos, tornozelos pés e dedos dos pés); 3. presenca ou
auséncia de edemalinchaco articular; 4. duragdo da artralgia por um periodo maior

que 3 meses apos o inicio dos sintomas.
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5. RESULTADOS

No periodo compreendido entre Abril de 2016 a Novembro de 2017 foram
coletadas 578 amostras de soro de pacientes com sintomatologia classica de
infeccdo por arboviroses (sendo 231 em 2016 e 347 em 2017). Considerando o
grande numero de pacientes sintomaticos, vale destacar que as principais
manifestacbes clinicas relatadas foram: febre 490 (84,7%), artralgia 476 (82,3%),
cefaleia 443 (76,6%), mialgia 413 (71,4%), exantema 367 (63,5%), dor retroorbitaria
283 (48,9%) e 10 manifestacdes hemorragicas (1,7%). Estas informacdes estdo

descritas na Figura 10.
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Figura 10. Representacdo grafica das principais manifestacbes clinicas apresentadas pelos
pacientes nos anos de 2016 e 2017.

Do total de amostras coletadas, 442 (sendo 198 em 2016 e 244 em 2017)
foram submetidas a sorologia para deteccao de anticorpos anti-DENV e 347 (sendo
116 em 2016 e 230 em 2017) para deteccdo de anticorpos anti-CHIKV (Figura 11).
Os resultados dos testes sorolégicos mostraram que no ano de 2017 houve reducéo
do numero de casos de DENV (6,6%) e aumento dos casos de CHIKV (25,9%),
guando comparado ao ano de 2016.
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Total de Amostras
Coletadas
(578)
2016 2017
/ (231) \ / (347) \
Sorologia Sorologia Sorologia Sorologia
DENV CHIKV DENV CHIKV
(198) (116) (244) (230)
Amostras Positivas Amostras Positivas
DENV DENV CHIKV CHIKV DENV DENV CHIKV CHIKV
lgM lgG lgM lgG lgM lgG lgM lgG
(19) (84) (44) (26) (43) (68) (170) (32)
9,6% 42,4% 37,9% 24% 17,6% 27,8% 73,9% 13,9%

Figura 11. Esquema representativo de amostras submetidas a sorologia para detec¢éo de anticorpos
anti-DENV e anti-CHIKV e valores absolutos e relativos de amostras positivas nos anos de 2016 e
2017.

Para realizac@o dos testes moleculares, foram extraidas e testadas por RT-
PCR 115 amostras, sendo 63 em 2016 e 52 em 2017. Do total de amostras
testadas, 3 (2,6%) positivaram para DENV nos testes descritos por Bronzoni e
colaboradores (2005). No ano de 2016, foi identificado o sorotipo DENV-1 (amostra
30-16). Ja em 2017, foram identificados os sorotipos DENV-2 (amostra 190-17) e
DENV-4 (amostra 256-17). Adicionalmente, 32 amostras (27,8%) positivaram para
CHIKV nos testes moleculares descritos por Kumar e colaboradores (2007) e Porter
e colaboradores (2004). O paciente 30-16 apresentou co-infecgcdo por DENV-1 e
CHIKV. N&o houve detec¢cédo de MAYV, a partir dos diferentes inciadores descritos,
nas amostras investigadas nos anos de 2016 e 2017. Para investigacao deste
arbovirus, algumas amostras com sintomatologia sugestiva, coletadas em 2015,
foram testadas para MAYV utilizando os iniciadores descritos por Barros (2018) e
Talarmin (1998). A analise resultou na amplificagdo da amostra 25-15 na reacéo
descrita por Talarmin. Os resultados estéo descritos na Tabela 10.
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Tabela 10. Descrig8do de amostras positivas, nos anos de 2016 e 2017, por testes moleculares quanto
ao sexo, idade, dias de sintomas e realizacdo de testes soroldgicos. Ndo Realizado (NR); positivo (+);
negativo (-).

Amostra  Sexo  Idade Dia de DENV DENV DENV CHKV CHKV CHKV PCR
Sintomas IgM IgG PCR IgM [s]€} PCR MAYV
25-15 F 27 5 + + DENV2 NR NR - +
11-16 M 19 2 - - - - - + -
21-16 M 42 3 - + - - NR + -
29-16 M 37 3 - - - - NR + -
30-16 F 15 5 - - DENV1 NR NR + -
31-16 M 6 2 - - - - NR + -
52-16 M 36 4 - + - - NR + -
56-16* F 52 2 - + - - NR + -
78-16* M 14 2 - - - NR NR + -
81-16* M 73 2 - + - - NR + -
91-16 F 26 3 - - - - NR + -
92-16* F 38 2 - + - - NR + -
118-16* M 11 5 - - - + + + -
145-16 F 20 2 - - - NR NR + -
165-16 M 50 4 - - - NR NR + -
166-16* M 50 5 - + - NR NR + -
184-16 F 31 2 + + - + + + -
229-16 F 32 1 - - - NR NR + -
230-16 M 19 2 - - - NR NR + -
121-17* F 34 2 - + - NR NR + -
180-17 M 34 2 - NR - NR NR + -
188-17* F 37 3 - + - NR NR + -
190-17 M 12 2 - - DENV2 NR NR - -
193-17 F 40 5 - NR - - NR + -
217-17 F 66 4 - - - + NR + -
218-17* F 35 3 - + - NR NR + -
239-17* F 36 3 + NR - NR - + -
244-17* F 68 5 + NR - + - + -
254-17 F 66 5 - NR - - NR + -
256-17 M 19 5 - + DENV4 + NR - -
281-17* M 7 5 - NR - + NR + -
294-17* F 12 5 - - - - + + -
312-17 F 85 5 - + - + NR + -
332-17 M 13 4 - . . - NR + -
334-17 F 45 4 - - - - NR + .

* Amostras submetidas ao sequenciamento de CHIKV
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Grande parte das amostras que foram positivas para CHIKV coincidiram com
o periodo de viremia descrito na literatura, cinco dias ap6s o inicio dos sintomas.
Entretanto, muitos pacientes apresentaram manifestacdes clinicas caracteristicas de
fase aguda por um periodo maior que cinco dias. Diante disso, foram feitas RT-PCR,
utilizando o protocolo descrito por Kumar e colaboradores (2007), com intuito de
verificar a persisténcia de CHIKV na circulacdo por um periodo maior que 6 dias.
Foram selecionadas amostras de pacientes que apresentavam as seguintes
informacgbes: 1. sorologia positiva anti-CHIKV IgM e IgG; 2. presenca de
manifestacbes clinicas associadas a artralgia intensa comumente relatada por
pacientes infectados. No entanto, ndo foi detectado o virus nas amostras testadas.

Das 32 amostras positivas para CHIKV, treze foram selecionadas com base
nas caracteristicas clinicas e enviadas para realizacdo do sequenciamento parcial
dos genes que codificam as glicoproteinas E1 e E2. As sequéncias deste estudo
foram comparadas com outras sequéncias disponiveis no banco de dados
Nucleotide BLAST e apresentaram 100% de homologia com os isolados brasileiros
da Bahia (KU940225.1), Pernambuco (KX228391), Alagoas (KY704936), Sergipe
(KY055011), Paraiba (KY704955) e Rio de Janeiro (KY124329.1).

Duas arvores filogenéticas fo construidas com o objetivo de inferir sobre como
agrupava-se o genotipo das amostras sequenciadas do Piaui com os gendétipos
circulantes em diferentes regides geograficas. A andlise filogenética revelou que os
virus amplificados neste estudo pertenciam ao gendtipo ECSA (Figura 12).
Inferencias bayesianas deram mais suporte a este achado, pois mostraram que, 0s
virus isolados no Piaui compartilham um ancestral comum, que foi inserido no Brasil
pelo estado da Bahia no ano de 2014 (Intervalo de Confianca Bayesiano de 95%
entre 0os anos de 2013 e 2015), sugerindo que a circulacdo do gendétipo ECSA ja

ocorria antes da primeira detec¢do no estado do Piaui, em 2016 (Figura 13).
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KY704954 Joao Pessoa Paraiba 2016
KYT704955 Joao Pessoa Paraiba 2016
KY704944 Maceio Alagoas 2016
KY704943 Maceio Alagoas 2016
KY704942 Maceio Alagoas 2016
KYT04940 Maceio Alagoas 2016
KYT704939 Maceio Alagoas 2016
KYT704938 Maceio Alagoas 2016
KY704935 Maceio Alagoas 2016
KY¥124329 Rio de Janeiro 2016
KY124328 Rio de Janeiro 2016
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Figura 12. Arvore filogenética com treze sequéncias parciais (434 pb) dos genes E1 e E2 de CHIKV
isolados no Piaui, Brasil. A arvore foi construida utilizando o programa Mega v.7.0, com um bootstrap
de 1.000 replicatas. A histéria evolutiva foi inferida utilizando o método de Maximum Likelihood
baseado no modelo Tamura Nei. Os isolados deste estudo estdo marcados em vermelho.
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Dos 32 pacientes positivos nos testes moleculares, apenas 23 atenderam as
ligaces telefonicas e responderam aos questionamentos relacionados a evolucao
clinica da infeccao por CHIKV. Cerca de 17,3% dos pacientes (amostras 31-16, 78-
16, 218-17 e 281-17) evoluiram para inexisténcia de sinais e sintomas relacionados
as manifestacdes desta arbovirose. Destes, trés (78-16, 218-17 e 281-17) tiveram
suas amostras sequenciadas. Um percentual de 21,7% dos pacientes (amostras
145-16, 165-16, 180-17, 239-17 e 294-17) evoluiram para a fase subaguda, pois
relataram a persisténcia de artralgia por um periodo de aproximadamente 3 meses
apos o inicio dos sintomas. Destes, dois pacientes (239-17 e 294-17) tiveram suas
amostras sequenciadas. Verificamos também que 60,9% dos pacientes contactados
(amostras 30-16 - co-infeccéo -, 52-16, 56-16, 81-16, 91-16, 166-16, 184-16, 121-17,
188-17, 217-17, 244-17, 312-17, 332-17 e 334-17) evoluiram para a fase cronica,
pois relataram a permanéncia de artralgias por um periodo maior que 3 meses.
Deste total, seis (56-16, 81-16, 166-16, 121-17, 188-17 e 244-17) tiveram suas

amostras sequenciadas. Estes dados estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Descricdo de amostras positivas para CHIKV (pacientes contactados) de acordo com a
idade, duracdo dos sintomas e principais manifestacdes clinicas de fase aguda e cronica.

. . ~ - Tempo de Manifestacdes
Dias de Manifestacdes Clinicas P o
Amostra Idade Sintomas (Fase Aguda) persisténcia Clinicas
9 dos Sintomas (Fase Crbnica)
Febre, cefaleia, artralgia, dor Dores nos dedos das
30-16 15 5 retro-orbitaria, prostracdo e ~ 7 meses maos, joelhos e
exantema tornozelos
31-16 6 5 FAebr.e, artralgia, mialgia, _ 2 semanas Sem sinais e
vOmitos e exantema sintomas
Febre, cefaleia, artralgia, dor
52.16* 36 4 retro-orbltarla, mialgia,  _ 12 meses DOrés nas maos e
prostracdo, exantema e dor pés
abdominal
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nas maos e
56-16* 52 2 mialgia, exantema, dor ~ 7 meses

; . unhos
abdominal e edema articular. p

Febre, cefaleia, artralgia,
mialgia, dor retro-orbitaria, Sem sinais e

78-16* 14 2 ~ o ~ 1 semana .
prostracdo, vOmitos, dor sintomas
abdominal e fotofobia

81-16* 73 5 Fe_brg, cefalela,~ artralgia,  _ 12 meses Do~res nos dedps das
mialgia e prostracdo maos, maos e joelhos

Febre, cefaleia, artralgia,

T s Dores nos dedos das
mialgia, nauseas, dor retro-

91-16 26 3 orbitaria, fotofobia, diarreia, ~ 11 meses Maos, _ Maos,
. tornozelos e pés (com
exantema, dor abdominal,
! edema)
edema articular
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nas maos,
145-16 20 2 mialgia, dor retro-orbitéaria, ~ 3 meses punhos, joelhos e

prostracdo e exantema tornozelos
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Febre, cefaleia, artralgia, dor

Dores nos tornozelos

165-16 50 4 retro-orbitaria, prostragdo e ~ 2 meses .
i e pés
edema articular
Febre, cefaleia, artralgia,
166-16* 50 5 mlalgla,~dor retroorbitaria, ~ 12 meses DOrés nas maos e
prostragéo, exantema, pés
edema articular
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nas  maos
184-16 32 2 mialgia, exantema, edema ~ 12 meses . '
. tornozelos e pés
articular
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nos punhos e
121-17* 36 2 mialgia, prostracéo, ~ 4 meses . P
; joelhos
exantema, edema articular
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nas mios e
180-17 34 2 nauseas, mialgia, dor nas ~ 2 meses .
joelhos
costas
. . Dores nos dedos das
Febre, cefaleia, artralgia, mEos unhos
188-17* 43 3 mialgia, prostracdo, edema ~ 4 meses . Ih, P | '
articular, exantema Joeinos, tornoz,e 0s
' ) (com edema) e pés
Febre, cefaleia, artralgia,
mialgia, prostracéo, Dores nas maos,
217-17 66 4 exantema, diarreia, nauseas, ~ 6 meses punhos, joelhos,
dor abdominal, edema tornozelos e pés
articular, dor nas costas
Febre, cefaleia, artralgia, Sem sinais e
218-17* 35 3 mialgia, exantema, nauseas ~ 1semana !
~ . sintomas
prostracdo, edema articular
. . Dores nos dedos das
Febre, cefaleia, artralgia, m3os unhos
239-17* 36 3 mialgia exantema, dor nas ~1més ' P ’
cotovelos, joelhos e
costas
tornozelos
_ * ’ y - ~
244-17 68 5 dor nas costas, exantema. 6 meses maos, punhos,
. joelhos e tornozelos
niuseas
Febre, artralgia, mialgia, dor Sem sinais e
281-17* 7 5 retroorbitaria, nauseas, ~ 15 dias .
- sintomas
vomitos, dor nas costas
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nos  ounhos
294-17* 12 5 mialgia, nauseas, dor nas ~ 2 meses . P '
joelhos e tornozelos.
costas
Dores nas maos,
312-17 13 5 ngrg, gefalela, artralgia, ~ 5 meses punhos, _cotovelos,
mialgia, nauseas ombros, joelhos e
tornozelos
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nas maos,
339-17 85 4 mJaIg|a, dor retro—orpltgrla, ~ 4 meses punhos, ombros,
nauseas, vomitos, joelhos, tornozelos e
prostracéo, exantema pés
Febre, cefaleia, artralgia, Dores nos joelhos,
334-17 46 4 mialgia, dor retro-orbitaria , ~ 5 meses tornozelos, pés e

exantema, nauseas, vomito

dedos dos pés

* Amostras Sequenciadas
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Foram obtidos dados clinico-laboratoriais da paciente 217-17 (66 anos), sem
histérico de comorbidades anteriores a infeccdo por CHIKV. Apés infeccdo, a
mesma apresentou artralgia intensa de forma simétrica e recidivante nas maos,
punhos, ombros, tornozelos e pés que perduraram por aproximadamente 6 meses.
O acometimento de tais membros foi comprovado através dos resultados de exames
de eletroneuromiografia e ultrassonografia, que demonstraram a presenca de
polineuropatia  periférica, sinovite e tenossinovite. Exames laboratoriais
subsequentes foram realizados e incluiram proteina C reativa, velocidade de
hemossedimentacdo, coagulograma, prova do laco e hemograma. Todos
apresentaram valores normais, com excecdo do ultimo exame, que evidenciou leve

trombocitopenia e linfopenia.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, verificamos que o ano de 2017 apresentou maior
numero de pacientes sintomaticos quando comparado ao ano de 2016, sendo a
artralgia o segundo sintoma recorrente e 0 mais relatado por pacientes acometidos
por CHIKV. Entretanto, a presenca de algumas manifestagcbes hemorragicas pode
estar relacionada a possiveis infeccdes por DENV. Logo, a avaliagdo do quadro
clinico de pacientes suspeitos de infeccado por arbovirus é de extrema relevancia,
pois manifestacdes clinicas graves ou atipicas devem ser conhecidas para que seja
tracada uma conduta clinica e epidemioldgica adequada (MARQUES et al., 2017). A
debilidade ocasionada pelos sintomas clinicos gera aumento da procura por
atendimento nos servicos de saude e consequente elevacdo dos indices de
morbidade, o que reflete em impacto econdmico para o estado, seja pelos altos
custos relacionados a assisténcia e tratamento dos pacientes, seja pela perda de
produtividade laboral.

A maioria dos servicos de saude utiliza os testes sorolégicos como método de
escolha para confirmacéo de casos suspeitos de infec¢éo por arbovirus (CHARREL,
2016; SAM et al., 2015). Do ponto de vista bioldgico, estes testes sdo considerados
qualitativos, pois permitem estimar se houve o contato entre o0 virus e 0 organismo
do paciente (MARDEKIAN e ROBERTS, 2015). Epidemiologicamente, a sorologia
permite estimar a incidéncia e prevaléncia de casos em uma regido, gerando
informacBes que podem auxiliar a vigilancia epidemiolégica a monitorar a circulacéao
arboviral e avaliar a extensdo de determinado surto (SAM et al., 2015). Neste
estudo, foi possivel avaliar a incidéncia e prevaléncia de dois arbovirus, DENV e
CHIKV, que contribuiram para aumento dos indices de morbidade no estado.
Nossos resultados sdo semelhantes aos dados do boletim epidemiolégico de
arboviroses n° 50, da Secretaria Estadual de Saude do Piaui que evidenciou, no ano
de 2017, a redugédo dos casos de DENV e aumento dos casos de CHIKV quando
comparado ao ano de 2016 (PIAUI, 2017).

Apesar da relevancia clinico-epidemioldgica, os testes sorolégicos possuem
limitagdes que podem dificultar o correto monitoramento de surtos ou epidemias em
determinada regido. Dentre as principais limitacdes, destacam-se: 1. A baixa
sensibilidade para deteccdo de anticorpos IgM em amostras de pacientes que estao

na fase aguda (periodo de viremia) gerando um resultado falso negativo que pode
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contribuir para a subnotificagdo de casos (KASHYAP et al., 2010); 2. Especificidade
limitada devido as possiveis reacdes cruzadas com anticorpos de infecgbes
anteriores ou devido a imunizacdes, gerando um resultado falso positivo para a
identificacdo do arbovirus pesquisado (CHARREL, 2016; WILDER-SMITH, 2016); 3.
N&o avaliacdo dos gendtipos circulantes e suas possiveis alteracdes relacionadas a
gravidade de doencas.

Por deteccdo molecular, foi possivel observar a circulagdo de CHIKV e do
sorotipo DENV-1 no estado do Piaui durante o ano de 2016. A partir dos dados
obtidos das dissertacdes no nosso laboratério, sabe-se que nesta regido ocorre a
co-circulacdo dos sorotipos do DENV (SANTOS, 2013; VALE, 2015; GARCES,
2016). Entretanto, a maioria dos pacientes desta investigacdo foram positivos para
CHIKV. Este aumento da incidéncia pode ser atribuido a falta de imunidade
populacional, pois este virus emergiu no Brasil em 2014, acometendo individuos
susceptiveis (FIGUEIREDO e FIGUEIREDO, 2014; TEIXEIRA et al., 2015;
PETERSEN E POWERS, 2016; DA COSTA et al, 2017). Alem disso, ambas as
arboviroses compartilham o mesmo vetor, o que favoreceu a rapida expansao de
CHIKV por diversas localidades, especialmente na regido Nordeste (COSTA et al,
2017). E importante ressaltar que grande parte dos pacientes positivos nos testes
moleculares estava no periodo de viremia e foram negativos para deteccdo de
anticorpos anti-CHIKV IgM, o que comprova a limitacdo dos testes soroldgicos
diante de surtos e epidemias, contribuindo para a subnotificacdo de casos.

O sorotipo DENV-1 identificado em 2016, foi detectado em um paciente que
estava infectado por CHIKV. Isto pode ter sido facilitado pela presengca do vetor
Aedes aegypti, que possui habilidade e competéncia para transmitir dois ou mais
virus em uma mesma regido (RUCKERT et al., 2017). Um estudo recente mostrou
que a infeccao mista por CHIKV e DENV facilitou a replicagdo viral no vetor, o que
pode alterar a infecciosidade ou a patogenicidade de ambos os virus (LE
COUPANEC et al., 2017). Casos de co-infeccdes sdo comuns em areas endémicas
e tornam-se um fator preocupante devido ao possivel agravamento das
manifestagdes clinicas (CHAHAR et al.,, 2009; FURUYA-KANAMORI et al., 2016;
MUKHERJEE et al., 2017). Neste estudo, o paciente co-infectado (30-16) evoluiu
clinicamente para a fase crénica, apresentando algias nos dedos das méaos, joelhos

e tornozelos que perduraram por aproximadamente sete meses.
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No ano de 2017, foi possivel observar a circulagdo dos sorotipos DENV-2 e
DENV-4 bem como do CHIKV e, até o momento, nédo foi identificado nenhum caso
de co-infeccdo. Dos 16 pacientes positivos nos testes moleculares, dois foram
positivos para DENV (amostras 190-17 e 256-17) e 14 apresentaram-se infectados
por CHIKV. Estes dados associados com o grande numero de pacientes positivos
nos testes sorologicos para deteccédo de anticorpos anti-CHIKV IgM (n=170), indicam
a disseminacéao crescente deste arbovirus no estado.

A implementacdo das reacfes para o MAYV, a partir dos diferentes
iniciadores selecionados (TALARMIN et al.,, 1998, BRONZONI et al., 2005) e
construidos (BARROS, 2018), resultou na amplificacdo da amostra 25-15, sendo
essa uma possivel evidéncia do primeiro relato da circulacdo deste arbovirus no
estado do Piaui. Entretanto, € necessario sequenciar esta amostra para constatar tal
informacdo. Ao analisar as informacdes clinicas da paciente, foi verificado que além
dos sintomas classicos de infec¢ao por arbovirus - febre, cefaleia, artralgia, mialgia,
dor-retroorbital e exantema - esta apresentou manifestacbes neurolégicas que
incluiram paralisia dos membros superiores e inferiores. Os resultados dos testes
moleculares realizados por Garcés (2016) revelaram que amostra 25-15 positivou,
em 2015, para DENV-2 por RT-PCR descrita por Lanciotti e colacoradores (1992), o
que configura um caso de co-infeccdo, sendo esta uma provavel justicativa para o
agravamento das manifestacoes clinicas.

O resultado obtido é relevante para a epidemiologia, pois pouco se conhece a
respeito da circulacdo do MAYV na regido Nordeste. Vale destacar que a possivel
circulacdo deste virus pode ser subnotificada tanto pela indisponibilidade de testes
especificos para sua deteccdo como pelos sintomas, que sdo semelhantes aos
ocasionados pelo CHIKV e de outros arbovirus causadores de doenca febril
exantematica, como o DENV e ZIKV (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014). Embora a
descricdo acima seja de um caso isolado que necessita de confirmacdo, €
importante para que as autoridades de saude publica matenham uma vigilancia
epidemioldgica que permita identificar as diferentes arboviroses de forma precoce.
As ag0Oes de vigilancia em saude devem ser intensificadas, pois este virus apresenta
potencial epidémico devido a possibilidade da sua transmissdo ocorrer através de

mosquitos do género Aedes (LONG et al., 2011).
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A classificacdo epidemioldgica e genética dos genoétipos circulantes em
determinada regido torna-se essencial para monitorar a dinamica de circulacdo e
evolucdo adaptativa de determinada linhagem viral (FARIA et al. 2016). No presente
estudo, foi possivel verificar, através do sequenciamento parcial dos genes E1 e E2
de CHIKV, a circulacao do gendtipo ECSA no estado do Piaui entre os anos de 2016
e 2017. A analise filogenética mostrou que os virus isolados no Piaui, apesar de
estarem em outro ramo, se agruparam com outros isolados brasileiros da regido
Nordeste, apresentando uma relacdo de proximidade e ancestralidade com os
isolados de Alagoas (2016) e da Bahia (2014), respectivamente. Nossos achados
estdo de acordo com dados da literatura que apontam que o gendtipo ECSA foi
identificado pela primeira vez no Brasil em 2014, no estado da Bahia, e desde entédo
disseminou-se por varios estados da regido Nordeste (Alagoas, Paraiba e Sergipe) e
Sudeste (Rio de Janeiro), sendo isolado a partir de humanos infectados (TEIXEIRA
et al., 2015; NUNES et al., 2015; DA COSTA et al., 2017; CUNHA et al., 2017).

Estudos de epidemiologia molecular sdo fundamentais para identificar
possiveis variacfes virais que podem estar ligadas ao desenvolvimento de formas
graves e fatais em algumas infeccoes (CARDONA-OSPINA et al., 2015). Sabe-se
que a IOL, identificada pela primeira vez entre os anos de 2005-2006 nas ilhas do
Oceano indico, evoluiu a partir do genotipo ECSA e isto ocorreu devido a uma
mutacdo na glicoproteina E1, que facilitou a infectividade e transmisséo viral de
CHIKV por Aedes albopictus (TSERSARKIN et al., 2007). Alguns estudos sugerem
que esta linhagem apresenta maior grau de viruléncia, pois varias manifestacdes
atipicas foram relatadas durante surtos nas llhas Reunido (ECONOMOPOULOU et
al., 2007, LEMANT et al., 2008; BORGHERINI et al., 2007; JOSSERAN et al, 2006).
Nossos dados de caracterizacdo molecular de CHIKV no estado do Piaui mostraram
que este gendtipo nao continha esta mutacao.

Grande parte dos pacientes acometidos por CHIKV apresentam
manifestacbes clinicas debilitantes que podem evoluir para a cronicidade, sendo a
artralgia considerada o sintoma mais proeminente (HOARAU et al., 2010;
KRUTIKOV e MANSON, 2016). A persisténcia da algias articulares por longos
periodos acarreta em 6nus social e econémico, pois afeta a qualidade de vida dos
pacientes acometidos e compromete a produtividade laboral (SOUMAHORO et al.,

2009).. Neste estudo, foi possivel observar que, do total de pacientes contatados
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(n=23), 60% (n=14), evoluiram para um quadro de artralgia crénica. Resultados
semelhantes foram encontrados por Schilte e colaboradores (2013), que relatou em
seu estudo que aproximadamente 60% dos pacientes acometidos por CHIKV
apresentaram artragia com evolucéo cronica.

Varios fatores de risco estdo associados a persisténcia de artralgia por um
periodo prolongado. Dentre eles, destacam-se: 1. idade maior que 40 anos
(DUPUIS-MAGUIRAGA); 2. maior intensidade das dores durante a fase aguda
(KRUTIKOV e MANSON, 2016). 3. presenca de outras comorbidades
(THIMBERVILLE et al., 2013). No presente estudo, a média de idade dos pacientes
gue desenvolveram artralgia crénica foi de 41 anos. Entretanto, sabe-se que a
maioria dos pacientes idosos (com idade acima de 60 anos) mostram-se
susceptiveis a desenvolver algias por periodos prolongados. Neste estudo, o
paciente 81-16 (73 anos) apresentou dores articulares que perduraram por
aproximadamente 12 meses. A evolugéo cronica de CHIKV em pacientes com idade
avancada pode ser justificada pela baixa imunidade ou pela presenca de outras co-
morbidades (como hipertensao, diabetes e doencas reumaticas) que sdo comuns
nesta faixa etaria (ECONOMOPOULOU et al., 2009; THIMBERVILLE et al., 2013;
MARQUES et al., 2017).

Contudo, apoOs confirmacdo da infeccdo, torna-se necessario realizar o
acompanhamento da evolucgéo clinica da doenca, utilizando diferentes métodos de
diagnéstico a fim de auxiliar no manejo e tratamento adequado do paciente bem
como conhecer possiveis complicacbes ao longo do tempo. Em nosso estudo,
resultados do hemograma da paciente 217-17 (66 anos), realizados na fase aguda
evidenciaram leve trombocitopenia e linfopenia. Embora inespecificas, estas
alteracdes podem apresentar valor prognoéstico diferencial indicativo de infeccéo
viral, pois ja foram relatadas em alguns estudos da literatura em individuos
infectados por CHIKV (BORGHERINI et al., 2007; STAIKOWSKY et al., 2009; WIN et
al., 2010).

Ademais, nas fases sub-aguda e cronica da doenca, a realizacdo de exames
complementares - sobretudo a eletroneuromiografia e ultrassonografia das
articulagbes - sdo extremamente relevantes, pois ambos apresentam valor
diagnéstico que pode evidenciar desordens inflamatdrias reumaticas decorrentes da
infeccdo por CHIKV (JAVELLE et al., 2015). No presente estudo, os resultados dos
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referidos exames de imagem da paciente 217-17 permitiram identificar o
comprometimento  musculoesquelético, sendo identificada a presenca de
polineuropatia periférica, sinovite e tenossinovite principalmente nas maos, punhos,
ombros e tornozelos. As duas ultimas alteracdes também foram observadas nos
estudos realizados por Mogami e colaboradores (2017; 2018), em analise
ultrassonogréfica das maos, punhos e tornozelos de varios pacientes infectados por
CHIKV, demostrando a importancia da realizacdo destes exames no conhecimento
dos danos e demais alteracfes articulares decorrentes da infeccao por este virus.

Apesar da algia articular ser mais severa em idosos e pacientes com outras
co-morbidades, jovens e adultos tem sido uma populacdo bastante afetada. No
presente estudo, a idade dos pacientes 30-16, 52-16, 78-16, 91-16, 145-16, 184-16,
121-17, 188-17, 312-17 e 334-17 variou de 13 a 52 anos e todos apresentaram
artralgia, que persistiu por um periodo maior que 3 meses (intevalo de 3 a 12
meses). Vale destacar que o paciente 30-16, que estava co-infectado por DENV e
CHIKV, era uma paciente, 15 anos, que relatou a persisténcia de algias nas maos e
pernas por aproximadamente sete meses. Acredita-se que, em casos de co-
infeccdo, haja aumento dos niveis de viremia, o que pode favorecer a gravidade da
doenca, como ocorre nas infeccbes por DENV ou faciltar a evolucdo clinica para
uma fase de cronificacdo (VAUGHN et al., 2000; DHANOA et al., 2016).

Ao contrario do que ocorre em adultos, a artralgia crébnica hdo € comum em
criancas (GERARDIN et al., 2016). Os sintomas clinicos decorrentes da infec¢éo por
CHIKV em pacientes pediatricos geralmente perduram por aproximadamente uma
ou duas semanas (RITZ et al., 2015). Em nosso estudo, os pacientes 31-16, 78-16 e
281-17 eram criancgas, cuja idade variou de 6 a 13 anos e gque tiveram evolucéo
benigna, apresentando sintomas que perduraram por aproximadamente 15 dias.
Acredita-se que issoO possa estar associado a uma forte resposta imune inata que
apresenta um papel protetor nestes individuos (SIMARMATA et al., 2016).

Em suma, a analise de informagfes clinicas e epidemiologicas juntamente
com os resultados de testes soroldgicos e moleculares possibilitou conhecer a
morbidade ocasionada pela circulacdo de DENV e CHIKV no estado do Piaui. A
analise filogenética de CHIKV permitiu idenfificar o gendtipo ECSA no Piaui, que
também foi detectado em outros estados da regido Nordeste. A investigacdo do

MAYV por métodos moleculares deve ser colocada em pratica, jA que os testes
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sorolégicos para pesquisa deste virus ndo estao disponiveis nos servicos de saude
e muitos casos podem estar sendo diagnosticados erroneamente ou subnotificados
devido similaridade das manifestacfes clinicas ocasionadas pelo CHIKV. Estes
dados demostram a importancia da manutencdo de um sistema de vigilancia
epidemiologica ativo, que permita investigar e monitorar de forma eficaz a entrada e

circulagédo de arbovirus no territério piauiense.
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7. CONCLUSAO
e Este estudo permitiu detectar, por técnicas moleculares, a circulagcdo dos
sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-4 bem como do CHIKV durante os anos de
2016 e 2017 no estado do Piaui.

e Um caso de co-infecgdo por DENV1 e CHIKYV foi detectado. Este fato merece
especial atencao, j& que infec¢des simultaneas por diferentes arbovirus podem
resultar em sobreposicdo de sintomas e consequente agravamento das
manifestacdes clinicas, dificultando o diagnéstico diferencial e manejo adequado

do paciente diante de surtos ou epidemias.

e A caracterizagdo molecular de CHIKV contribuiu para identificar, pela primeira
vez, a circulacao do virus e respectivo genétipo ECSA no estado do Piaui. Este
resultado informa sobre a dindmica da circulagdo deste arbovirus no territério
piauiense, reforcando a necessidade do monitoramento constante deste e de

outros gendtipos — com maior grau de viruléncia - que podem vir a circular.

e A analise filogenética possibilitou inferir que a circulacdo de CHIKV poderia
estar ocorrendo no estado antes de sua primeira detec¢do, no ano de 2016,
sugerindo que muitos casos podem ter sido diagnosticados incorretamente ou
subnotificados devido a similaridade das manifestacdes clinicas com outras
arboviroses — como Dengue e Zika — atualmente circulantes na regido Nordeste.
Este dado estd em consonancia com a atual situacdo de surtos ocorridos nos
estados da Bahia (2014), Alagoas (2016), Paraiba (2016) e Pernambuco (2016),
refletindo seu padréo de disseminacao pela regiao Nordeste.

e As primeiras reacdes implementadas para investigar a circulacdo do MAYV
resultaram na amplificacdo de uma amostra por este arbovirus, sugerindo a
circulacdo no estado do Piaui. Este achado fornece informacdes que podem
auxiliar a vigilancia epidemioldgica na correta investigagdo e monitoramento para
o MAYV e outros arbovirus que podem circular silenciosamente no territorio

piauiense.
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e O acompanhamento da evolucéo clinica dos pacientes contactados, positivos
nos testes moleculares para CHIKV, mostrou que aproximadamente 60% destes
evoluiram para a fase cronica da doenca e apresentaram algias articulares cuja
duracdo variou de 4 a 12 meses. Informacbes clinico-laboratoriais de um
paciente sem histérico de comorbidades evidenciaram um quadro caracteristico
de infeccdo por CHIKV, que evoluiu com artralgia debilitante, acompanhada por

complicacéo de sinais sintomas.



59

8. REFERENCIAS

ABAD-FRANCH, F. et al. Mayaro virus infection in Amazo6nia: a multimodel inference
approach to risk factor assessment. PLOS Neglected Tropical Diseases, v.6, n.10,
p. €1846, 2012.

AITKEN, T. H. G. et al. Mayaro virus isolated from a Trinidadian mosquito, Mansonia
venezuelensis. Science, v.131, n. 3405, p. 986-986, 1960.

ALBUQUERQUIE, I. G. et al. Chikungunya virus infection: report of the first case
diagnosed in Rio de Janeiro, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical v. 45, n. 1, p. 128-129, 2012.

AMRAOUI, F.; FAILLOUX, A. B. Chikungunya: an unexpected emergence in Europe.
Current Opinion in Virology. v. 21, p. 146-150, 2016.

ANDERSON, C. R. et al. Mayaro virus: a new human disease agent. Il. Isolation from
blood of patients in Trinidad, B.W.I. American Journal Tropical Medicine, v. 6, n. 6,
p. 1012-1016, 1957.

ANEZ, G. et al. Circulation of different lineages of Dengue Virus Type 2 in Central
America, their evolutionary time-scale and selection pressure analysis. PLoS ONE, v.
6, n. 11, p. e27459, 2011.

ARANKALLE, V. A. et al. Genetic divergence of Chikungunya viruses in India (1963-
2006) with special reference to the 2005-2006 explosive epidemic. Journal of
General Virology, v. 88, n. 7, p. 1967-1976, 2007.

ARPINO, C.; CURATOLO, P.; REZZA, G. Chikungunya and the nervous system:
what we do and do not know. Reviews in medical virology, v. 19, n. 3, p. 121-129,
2009.

ASSUNCAO-MIRANDA, |.; CRUZ-OLIVEIRA, C.; DA POIAN, A. T. Molecular
mechanisms involved in the pathogenesis of alphavirus-induced arthritis. BioMed
Research International, v. 2013, p. 1-11, 2013.

ATKINS, G. J. The Pathogenesis of Alphaviruses. ISRN Virology, v. 2013, p. 1-22,
2012.

AUGUSTE, Albert J. et al. Evolutionary and ecological characterization of Mayaro
virus strains isolated during an outbreak, Venezuela, 2010. Emerging Infectious
Diseases, v. 21, n. 10, p. 1742, 2015

AVIRUTNAN, P. et al. Antagonism of the complement componente C4 by flavivirus
nonstructural protein NS1. The Journal of Experimental Medicine, v. 207, n. 4, p.
793-806, 2010.

AZEVEDO, R. S. S. et al. Mayaro fever virus, Brazilian amazon. Emerging
Infectious Diseases, v. 15, n. 11, p. 1830, 20009.



60

BALE, J. F. Virus and Immune-Mediated Encephalitides: Epidemiology, Diagnosis,
Treatment and Prevention. Pediatric Neurology, v. 53, p. 3-12, 2015.

BALMASEDA, A. et al. Serotype-specific differences in clinical manifestations of
Dengue. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 74, n. 3, p.
449-56, 2006.

BANDEIRA, A. C. et al. Neonatal encephalitis due to Chikungunya vertical
transmission: first report in Brazil. IDCases, v. 5, p. 57-59, 2016.

BASTOS, M. S. et al. Short Report: Identification of Oropouche Orthobunyavirus in
the Cerebrospinal Fluid of Three Patients in the Amazonas, Brazil. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v.86, n.4, p. 732-735, 2012.

BECK, C. et al. Flaviviruses in Europe: Complex Circulation Patterns and Their
Consequences for the Diagnosis and Control of West Nile Disease. International
Journal of Environmental Research and Public Health, v. 10, p. 6050-6083, 2013.

BELL, J. R. et al. An evolutionary tree relating eight alphaviruses, based on amino-
terminal sequences of their glycoproteins. Proceedings of the National Academy
of Sciences, v. 81, n. 15, p. 4702-4706, 1984.

BENCHIMOL, J. L. Histéria da Febre Amarela no Brasil. Historia, Ciéncias, Saude -
Manguinhos, v.1, n.1, p.121-124, 1994.

BHATT, S.; et al. The Global Distribution and Burden of Dengue. Nature, v. 496, p.
504-507, 2013.

BLITVICH, B. J.; FIRTH, A. E. Insect-specific flaviviruses: A systematic review of
their discovery, host range, mode of transmission, superinfection exclusion potential
and genomic organization. Viruses, v. 7, n. 4, p. 1927-1959, 2015.

BOLLATTI, M et al.,Structure and functionality in flavivirus NS-proteins: Perspectives
for drug design. Antiviral Research, v. 87, n. 2, p. 125-148, 2009.

BORGHERINI, G. et al. Outbreak of Chikungunya on Reunion Island: early clinical
and laboratory features in 157 adult patients. Clinical Infectious Diseases, v. 44, n.
11, p. 1401-1407, 2007.

BREHIN, A. C. et al. Production and characterization of mouse monoclonal
antibodies reactive to Chikungunya envelope E2 glycoprotein. Virology, v. 371, n. 1,
p. 185-195, 2008.

BRONZONI, R. V. M. et al. Duplex reverse transcription-PCR followed by nested
PCR assays for detection and identification of Brazilian alphaviruses and
flaviviruses. Journal of Clinical Microbiology, v. 43, n. 2, p. 696-702, 2005.



61

BROUARD, C. et al. Estimated risk of Chikungunya viremic blood donation during an
epidemic on Reunion Island in the Indian Ocean, 2005 to 2007. Transfusion, v. 48,
n. 7, p. 1333-1341, 2008.

BURT, F. J. et al. Chikungunya: a re-emerging virus. The Lancet, v. 379, n. 9816, p.
662-671, 2012.

CABRAL-CASTRO, M. J. et al. Molecular and serological techniques to detect co-
circulation of DENV, ZIKV and CHIKV in suspected dengue-like syndrome patients.
Journal of Clinical Virology, v. 82, p. 108-111, 2016.

CAFFERATA, M. L.; et al. Dengue Epidemiology and Burden of Disease in Latin
America and the Caribbean: A Systematic Review of the Literature and Meta-
Analysis. Value In Health Regional Issues, v. 2, n. 3, p. 347-356, 2013.

CALISHER, C. H. et al. Isolation of Mayaro virus from a migrating bird captured in
louisiana in 1967. Bulletin of the Pan American Health Organization, v. 8, n. 3, p.
243-248, 1974.

CALISHER, C. H. Evolutionary, ecological and taxonomic relationships between
arboviruses of Florida, U.S.A., and Brazil. In: An Overview of Arbovirology in
Brazil and Neighbouring Countries. Instituto Evandro Chagas, p. 32-41, 1998.

CALVET, G. et al. Detection and sequencing of Zika virus from amniotic fluid of
fetuses with microcephaly in Brazil: a case study. The Lancet Infectious Diseases,
v. 16, n. 6, p. 653-660, 2016.

CAMARA, F. P.; et al. Estudo retrospectivo (histérico) da dengue no Brasil:
caracteristicas regionais e dinAmicas. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, v. 40, n. 2, p. 192-196, 2007.

CAMPOS, G. S. et al., 2017. First detection of Chikungunya virus in breast milk. The
Pediatric Infectious Disease Journal, 2017.

CARDONA-OSPINA, J. A. Mortality and fatality due to Chikungunya virus infection in
Colombia et al. Journal of Clinical Virology, v. 70, p. 14-15, 2015.

CAREY, D. E. et al. The 1964 Chikungunya epidemic at Vellore, South India,
including observations on concurrent dengue. Transactions of the Royal Society of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 63, n. 4, p. 434-445, 1969.

CARMONA, R. J.; SHAIKH, S.; KHALIDI, N. A. Chikungunya Viral Polyarthritis. The
Journal of Rheumatology, v. 35, n. 5, p. 935-936, 2008.

CASSEB, A. R. et al. Arbovirus: importante zoonose na Amazonia Brasileira.
Revista Veterinaria e Zootecnia, v. 20, n. 3, p. 391-403, 2013.

CASTRO, J. A. F.; et al. Dengue Viruses Activity in Piaui, Brazil. Memoarias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 98, n. 8, p. 1021-1023, 2003.



62

CAUCHEMEZ, S. et al., Local and regional spread of Chikungunya fever in the
Americas . Euro Surveillance., v. 19, n. 28, p. 20854, 2015.

CAUSEY, A. R.; MAROJA, O.M. Mayaro virus: a new human disease agent. lll.
Investigation of an epidemic of acute febrile iliness on the river Guama in Par4,
Brazil, and isolation of Mayaro virus as causative agent. American Journal Tropical
Medicine and Hygiene, v. 6, n. 10, p. 17-23, 1957.

CHAHAR, Harendra S. et al. Co-infections with Chikungunya virus and Dengue virus
in Delhi, India. Emerging Infectious Diseases, v. 15, n. 7, p. 1077, 2009.

CHAMBERS, T. J.; et al. Flavivirus Genome Organization, Expression, And
Replication. Annual Review of Microbiology, v. 44, p. 649-688, 1990.

CHANDAK, N. H. et al. Neurological complications of Chikungunya virus infection.
Neurology India, v. 57, n. 2, p. 177, 2009.

CHAOQO, D. Y. et al. Development of multiplex real-time reverse transcriptase PCR
assays for detecting eight medically important flaviviruses in mosquitoes. Journal of
Clinical Microbiology, v. 45, n.2, p. 584-589, 2007.

CHARREL, R. N. Diagnosis of arboviral infections - A quagmire of cross reactions
and complexities. Travel Medicine and Infectious Disease, v. 14, p. 11-12, 2016.

CHARREL, R. N. et al. Chikungunya outbreaks-the globalization of vectorborne
diseases. New England Journal of Medicine, v. 356, n. 8, p. 769, 2007.

CHENG, R. H. et al. Nucleocapsid and glycoprotein organization in an enveloped
virus. Cell, v. 80, n. 4, p. 621-630, 1995.

CHIA, P.Y.; NG, M. M. L.; CHU, J. J. H. Chikungunya fever: a review of a re-
emerging mosquito-borne infectious disease and the current status. Current
Research, Technology and Education Topics in Applied Microbiology and
Microbial Biotechnology, p. 597-606, 2010.

CHOMPOOSRI, J. et al. Vertical transmission of Indian Ocean Lineage of
Chikungunya virus in Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes. Parasites &
Vectors, v.9,n. 1, p. 1-13, 2016.

CHUNGUE, E. et al. Molecular epidemiology of dengue-1 and dengue-4 viruses.
Journal of General Virology, v. 76, p. 1877-84, 1995.

CLETON, N. et al. Come fly with me: review of clinically important arboviruses for
global travelers. Journal of Clinical Virology, v. 55, n. 3, p. 191-203, 2012.

COFFEY, L. L. et al. Factors shaping the adaptive landscape for arboviruses:
implications for the emergence of disease. Future Microbiology, v. 8, n. 2, p. 155-
176, 2013.



63

COFFEY, L. L. et al. Chikungunya virus—vector interactions. Viruses, v. 6, n. 11, p.
4628-4663, 2014.

COIMBRA, T. L. M. et al. Mayaro virus: imported cases of human infection in S&o
Paulo state, Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 49,
n. 4, p. 221-224, 2007.

COLLUCCI, C. Brazilian health authorities on alert after rise in deaths from
chikungunya. BMJ, v. 355, p. 16360, 2016.

CONWAY, M. J. et al. Role of the vector in arbovirus transmission. Virology, v. 1, p.
71-88, 2014.

COSTA, A. C. et al. Spread of Chikungunya Virus East/Central/South African
Genotype in Northeast Brazil. Emerging Infectious Disease, v. 23, n. 10, p. 1472-
1474, 2017.

CUNHA, M. S. et al. Autochthonous Transmission of East/Central/South African
Genotype Chikungunya Virus, Brazil. Emerging Infectious Diseases, v. 23, n. 10, p.
1737, 2017.

CUNHA, R. V. et al. Retrospective study on Dengue in Fortaleza, state of Ceara.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 93, n. 2, p. 155-159, 1998.

DA COSTA, A. C. et al. Spread of Chikungunya Virus East/Central/South African
Genotype in Northeast Brazil. Emerging Infectious Diseases, v. 23, n.10, p. 1742-
1744, 2017.

DAEP, C. A. et al. Flaviviruses, an expanding threat in public health: focus on
Dengue, West Nile, and Japanese encephalitis virus. Journal of Neurovirology, v.
20, n. 6, p. 539-560, 2014.

DE THOISY B. eta al. Mayaro virus in wild mammals, French Guiana. Emerging
Infectious Disease. v. 9, p. 1326-1329, 2003.

DELANG, Leen et al. The viral capping enzyme nsP1: a novel target for the inhibition
of Chikungunya virus infection. Scientific Reports, v. 6, p. 31819, 2016.

DHANOA, A. et al. Impact of dengue virus (DENV) co-infection on clinical
manifestations, disease severity and laboratory parameters. Dhanoa et al. BMC
Infectious Diseases, v. 16, n. 406, p. 1-14, 2016.

DICK, O. B. et al.The History of Dengue Outbreaks in the Americas. The American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 87, n. 4, p. 584-593, 2012.

DONALISIO, M. R. et al. Arboviruses emerging in Brazil: challenges for clinic and
implications for public health. Revista de Saude Publica, v. 51, n. 30, p. 1-6, 2017.

DONALISIO, M. R.; FREITAS, A. R. R. Chikungunya no Brasil: um desafio
emergente. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 18, n. 1, p. 283-285, 2015.



64

DRUMMOND, A. J; RAMBAUT, A.BEAST: Bayesian evolutionary analysis by
sampling trees. BMC Evolutionary Biology, v.7, n1, p. 214, 2007.

DUPUIS-MAGUIRAGA, L. et al. Chikungunya disease: infection-associated markers
from the acute to the chronic phase of arbovirus-induced arthralgia. PLoS Negleted
Tropical Disease, v. 6, n. 3, p. €1446, 2012.

DYER, O. Yellow fever stalks Brazil in Zika’s wake. British Medical Journal, v. 356,
p. 707, 2017.

ECONOMOPOULOU, A. et al. Atypical Chikungunya virus infections: clinical
manifestations, mortality and risk factors for severe disease during the 2005-2006
outbreak on Réunion. Epidemiology and Infection, v.137, p. 534-41, 2009.

EGLOFF M. P. et al. An RNA cap (nucleoside-2'-O-)-methyltransferase in the
flavivirus RNA polymerase NS5: crystal structure and functional characterization. The
EMBO Journal, v. 21, n. 11, p. 2757-2768.

ELNIFRO, E. M. et al. Multiplex PCR: optimization and application in diagnostic
virology. Clinical Microbiology Reviews, v. 13, n. 4, p. 559-570, 2000.

ESPOSITO, D. L. A.; FONSECA, B. A. L. Will Mayaro virus be responsible for the
next outbreak of an arthropod-borne virus in Brazil? Brazilian Journal Infectious
Disease, v. 21, n. 5, p. 540-544, 2017.

FARES, R. C. G.; et al. Epidemiological Scenario of Dengue in Brazil. BioMed
Research International, v. 2015, p. 1-14, 2015.

FARIA, N. R. et al. Epidemiology of Chikungunya virus in Bahia, Brazil, 2014-2015.
PLOS Currents Outbreaks, v. 1, p. 2016.

FAYE, O. et al. Quantitative real-time PCR detection of Zika virus and evaluation with
field-caught mosquitoes. Virology Journal, v. 10, n. 311, p. 1-8, 2013.

FERREIRA, G. F. et al., Dengue virus 3 clinical isolates show different patterns of
virulence in experimental mice infection. Microbes and Infection, v. 12, n. 7, p. 546-
554, 2010.

FIGUEIREDO, L. T. M. Emergent arboviruses in Brazil. Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 40, n. 2, p. 224-229, 2007.

FIGUEIREDO, L. T. M. The recent arbovirus disease epidemic in Brazil. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 48, n. 3, p. 233-234, 2015.

FIGUEIREDO, M. L. G.; FIGUEIREDO, L. T. M. Emerging alphaviruses in the
Americas: Chikungunya and Mayaro. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 47, n. 6, p. 677-683, 2014.

FORRESTER, N. L. et al. Genome-scale phylogeny of the alphavirus genus
suggests a marine origin. Journal of Virology, v. 86, n. 2729-2738, 2012.



65

FROLOVA, E. L. et al. Functional Sindbis virus replicative complexes are formed at
the plasma membrane. Journal of Virology, v. 84, n. 22, p. 11679-11695, 2010.

FURUYA-KANAMORYI, L. et al. Co-distribution and co-infection of chikungunya and
dengue viruses. BMC Infectious Diseases, v. 16, n. 84, p. 1-11, 2016.

GAEDIGK-NITSCHKO, K. et al. Site-directed mutations in the Sindbis virus 6K
protein reveal sites for fatty acylation and the underacylated protein affects virus
release and virion structure. Virology, v. 175, n. 1, p. 282-291, 1990.

GARCES, T. C. C. C. Caracterizacdo molecular de Dengue virus circulantes e
investigacao de Flavivirus emergentes no Estado do Piaui. 2016. 93f.
Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal do Piaui,
Parnaiba, 2016.

GARMASHOVA, N. et al. The Old World and New World alphaviruses use different
virus-specific proteins for induction of transcriptional shutoff. Journal of Virology, v.
81, n. 5, p. 2472-2484, 2007.

GAROFF, H.; SIMONS, K.; RENKONEN, O. Isolation and characterization of the
membrane proteins of Semliki Forest virus. Virology, v. 61, n. 2, p. 493-504, 1974.

GAROFF, H.; SJOBERG, M.; CHENG, R. H. Budding of alphaviruses. Virus
Research, v. 106, n. 2, p. 103-116, 2004.

GASQUE, P. et al. Chikungunya virus pathogenesis and immunity. Vector borne
and Zoonotic Diseases, v. 15, n. 4, p. 241-9, 2015.

GAUTRET, P.; SIMON, F. Dengue, chikungunya and Zika and mass gatherings:
What happened in Brazil, 2014. Travel Medicine and Infectious Disease. v. 14, n.
1, p. 7-8, 2016.

GAY, N. et al. Seroprevalence of Asian Lineage Chikungunya Virus Infection on
Saint Matrtin Island, 7 Months After the 2013 Emergence. The American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 94, n. 2, p. 393-396, 2016.

GERARDIN, P. et al. Chikungunya Fever During Pregnancy and in Children: An
Overview on Clinical and Research Perspectives. In: Current Topics in
Chikungunya, InTech, cap. 2, 2016.

GERARDIN, P. et al. Neurocognitive outcome of children exposed to perinatal
mother-to-child Chikungunya virus infection: the CHIMERE cohort study on Reunion
Island. PLOS Negleted Tropical Disease, v. 8, n. 7, p. €2996, 2014.

GERARDIN, P. et al. Perceived morbidity and community burden after a
Chikungunya outbreak: the TELECHIK survey, a population-based cohort
study. BMC Medicine, v. 9, n. 1, p. 5, 2011.



66

GOMEZ DE CEDRON, M. et al. RNA helicase activity of Semliki Forest virus
replicase protein NSP2. FEBS Letters, v. 448, n. 1, p. 19-22, 1999.

GOULD, E. A. et al. Understanding the alphaviruses: recent research on important
emerging pathogens and progress towards their control. Antiviral Research, v. 87,
n. 2, p. 111-124, 2010.

GOULD, E.A; SALOMON, T. Patogenic Flaviviruses. Lancet, v. 371, p. 500-09,
2008.

GROOTH, V. H. Virus isolations from forest mosquitdes in San Vicente de Chucuri,
Colombia. American Journal Tropical Medicine and Hygiene.v. 10, p. 397-402.
1961.

GUBLER, D. J. Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever. Clinical Microbiology
Reviews, v. 11, n. 3, p. 480-496, 1998.

GUBLER, D. J. Human arbovirus infections worldwide. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 951, n. 1, p. 13-24, 2001.

GUBLER, D. J. The global emergence/resurgence of arboviral diseases as public
health problems. Archives of Medical Research, v. 33, n. 4, p. 330-342, 2002.

GUZMAN, M. G. et al. Enhanced severity of secondary dengue-2 infections: death
rates in 1981 and 1997 Cuban outbreaks. Revista Panamericana de Salud
Publica, v. 11, n. 4, p. 223-227, 2002.

GUZMAN, M. G.; et al. Dengue infection. Nature Reviews — Disease Primers, v. 2,
n. 16055, p. 1-25, 2016.

GUZMAN, M. G.; HARRIS, E. Dengue. Lancet, v. 385, n. 9966, p. 453-465, 2015.

GUZMAN, M.; KOURI, G. Dengue: um update. The Lancet, v. 2, n. 1, p. 33-42,
2002.

HALSEY, E.S. et al. Mayaro virus infection, Amazon Basin region, Peru, 2010-2013.
Emerging Infectious Disease, v. 19, n. 18, p. 39-42, 2013.

HALSTEAD, S. B. Reappearance of Chikungunya, Formerly Called Dengue, in the
Americas. Emerging Infectious Diseases, v. 21, n, 4, p. 557-561, 2015.

HALSTEAD, S. B.. Dengue. Lancet, v.370, n. 9599, p. 1644-1652, 2007.

HASSING R. et al. Imported Mayaro virus infection in the Netherlands. Journal of
Infection; v. 61, n. 34, p. 3-5, 2010.

HEINZ, F. X.; STIASNY, K. Flaviviruses and flavivirus vaccines. Vaccine, v. 30, n.
29, p. 4301-4306, 2012.



67

HIGGS, S; VANLANDINGHAM, D. Chikungunya virus and its mosquito
vectors. Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v. 15, n. 4, p. 231-240, 2015.

HOARAU, J. J. et al. Persistent chronic inflammation and infection by Chikungunya
arthritogenic alphavirus in spite of a robust host immune response. The Journal of
Immunology, v. 184, n. 10, p. 5914-5927, 2010.

HOCH, A. L. et al. An outbreak of Mayaro virus disease in Belterra, Brazil.
Entomological and ecological studies. American Journal Tropical Medicine and
Hygiene. v. 30, n. 3, p. 689-698, 1981.

HOLLIDGE, B. S.; GONZALEZ-SCARANO, F.; SOLDAN, S. S. Arboviral
encephalitides: transmission, emergence, and pathogenesis. Journal of
Neuroimmune Pharmacology, v. 5, n. 3, p. 428-442, 2010.

HONORIO, N. A. et al. Chikungunya: uma arbovirose em estabelecimento e
expansao no Brasil, Cadernos de Saude Publica, v. 31, n. 5, p. 906-908, 2015.
HUANG, Y. J. S. et al. Flavivirus-mosquito interactions. Viruses, v. 6, n. 11, p. 4703-
4730, 2014.

IZURIETA, R. O. et al. Hunting in the rainforest and Mayaro virus infection: An
emerging alphavirus in Ecuador. Journal of Global Infectious Diseases. v. 3, p.
317-23, 2011.

JAVELLE, E. et al. Specific Management of Post-Chikungunya Rheumatic Disorders:
A Retrospective Study of 159 Cases in Reunion Island from 2006-2012. PLOS
Neglected Tropical Diseases, v. 9, n. 3, p. e0003603, 2015.

JOHANSSON, M. A. Chikungunya on the move. Trends in parasitology, v. 31, n. 2,
p. 43-45, 2015.

JOHN, A. L. S. et al. Barriers to preclinical investigations of anti-dengue immunity
and dengue pathogenesis. Nature Reviews Microbiology, v. 11, n. 6, p. 420-426,
2013.

JOHNSON, N. et al. Rapid Molecular Detection Methods for Arboviruses of Livestock
of Importance to Northern Europe - Journal of Biomedicine and Biotechnology,
vol. 2012, p. 1-18, 2012.

JOSE, J.; SNYDER, J. E.; KUHN, R. J. A structural and functional perspective of
alphavirus replication and assembly. Future Microbiology, v. 4, n. 7, p. 837-856,
20009.

JOSSERAN, L. et al. Chikungunya disease outbreak, Reunion island. Emerging
Infectious Disease, v. 12, n. 12, p. 1994-1995, 2006.

JULIANO, S. A.; LOUNIBOS, L. F. Ecology of invasive mosquitoes: effects on
resident species and on human health. Ecology Letters, v. 8, n. 5, p. 558-574, 2005.



68

KAM, Y. W. et al. Immuno-biology of Chikungunya and implications for disease
intervention. Microbes and Infection, v. 11, n. 14-15, p. 1186-1196, 2009.

KARBAAT, J.; Jonkers, A.H.; Spence, L. Arbovirus infections in Dutch military
personnel stationed in Surinam: a preliminary study. Tropical and Geographical
Medicine. v. 16 p. 370-376, 1964.

KASHYAP, R. S. et al. Diagnosis of Chikungunya Fever in an Indian Population by
na Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay Protocol Based on an Antigen
Detection Assay: a Prospective Cohort Study. Clinical and Vaccine Immunology,
v.17,n. 2, p. 291-297, 2010.

KHAN, M. et al. Comparative evaluation of the diagnostic potential of recombinant
envelope proteins and native cell culture purified viral antigens of Chikungunya
virus. Journal of Medical Virology, v. 86, n. 7, p. 1169-1175, 2014.

KHIN, M. M, THAN, K. A. Transovarial transmission of dengue 2 virus by Aedes
aegypti in nature. The American Journal of Tropical Medicine and Hygiene.32, n.
3, p. 590-4, 1983.

KIELIAN, M.; CHANEL-VOS, C.; LIAO, M. Alphavirus entry and membrane
fusion. Viruses, v. 2, n. 4, p. 796-825, 2010.

KRAEMER, M. U. G. et al. The global distribution of the arbovirus vectors Aedes
aegypti and Ae. Albopictus, Elife, v. 4, p. e08347, 2015.

KRUTIKOV, M., MANSON, J. Chikungunya Virus Infection: An Update on Joint
Manifestations and Management. Rambam Maimonides Medical Journal, v. 7, n.
4, p. e0033, 2016.

KUHN, R. J. et al. Structure of dengue virus: implications for flavivirus organization,
maturation, and fusion. Cell, v. 108, p. 717-725, 2002.

KUHN, R. J. Togaviridae: The Viruses and Their Replication, p 1001— 1022. In Knipe
DM, Howley PM, Griffin DE, Lamb RA, Martin MA, Roizman B, Straus SE (ed),
Fields Virology, 5th ed., 2007.

KUMAR C. V. M. N, et al. Molecular characterization of Chikungunya virus from
Andhra Pradesh, India and phylogenetic relationship with Central African isolates.
Indian Journal of Medical Research, v.126, p. 534-40, 2007.

KUMAR, N. P. et al. A226V mutation in virus during the 2007 Chikungunya outbreak
in Kerala, India. Journal of General Virology, v. 89, n. 8, p. 1945-1948, 2008.

KUMAR, S. et al. Development of novel antibodies against non-structural proteins
nsP1, nsP3 and nsP4 of Chikungunya virus: potential use in basic
research. Archives of Virology, v. 160, n. 11, p. 2749-2761, 2015.

KUMAR et al. MEGAT7: molecular evolutionary genetics analysis version 7.0 for
bigger datasets. Molecular Biology and Evolution, v. 33, n. 7, p. 1870-1874, 2016.



69

KUNO, G. Universal diagnostic RT-PCR protocol for arboviruses. Journal of
Virological Methods, v. 72, n. 1, p. 27-41, 1998.

KUNO, G.; CHANG, G. J. J. Biological transmission of arboviruses: reexamination of
and new insights into components, mechanisms, and unique traits as well as their
evolutionary trends. Clinical Microbiology Reviews, v. 18, n. 4, p. 608-637, 2005.

KYLE, J. L.; HARRIS, E. Global spread and persistence of Dengue. Annual Review
of Microbiology, v. 62, p. 71-92, 2008.

LAI, C. Y. et al. Antibodies to envelope glycoprotein of Dengue virus during the
natural course of infection are predominantly cross-reactive and recognize epitopes
containing highly conserved residues at the fusion loop of domain Il. Journal of
Virology, v. 82, n. 13, p. 6631-6643, 2008.

LANCIOTTI, R. S. et al. Molecular evolution and epidemiology of Dengue-3 viruses.
Journal of General Virology, v. 75, n. 1, p. 65-75, 1994.

LANCIOTTI, R. S. Molecular evolution and phylogeny of Dengue-4 viruses. Journal
of General Virology, v. 78, p. 2279-2284, 1997.

LANCIOTTI, R. S.; et. al. Rapid Detection and Typing of Dengue Viruses from
Clinical Samples by Using Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction.
Journal of Clinical Microbiology, v. 30, n. 3, p. 545-551, 1992.

LANCIOTTI, R. S.; VALADERE, A. M. Transcontinental Movement of Asian
Genotype Chikungunya Virus. Emerging Infectious Diseases, v.20, n. 8, p. 1400-
1401, 2014.

LE COUPANEC, A. et al. Co-Infection of Mosquitoes with Chikungunya and Dengue
Viruses Reveals Modulation of the Replication of Both Viruses in Midguts and
Salivary Glands of Aedes aegypti Mosquitoes. International Journal of Molecular
Sciences, v. 18, n. 8, p. €1708, 2017.

LEBRUN, G. et al. Guillain-Barré syndrome after chikungunya infection. Emerging
Infectious Diseases, v. 15, n. 3, p. 495-497, 2009.

LEDNICKY, J. et al. Mayaro Virus in Child with Acute Febrile lliness, Haiti,
2015. PLOS Neglected Tropical Diseases. v. 10, n. 4, 2016.

LEITMEYER, K. C. et al. Dengue virus structural differences that correlate with
pathogenesis. Journal of Virology, v. 73, n. 6, p. 4738-4747, 1999.

LEMANT, J. et al.Serious acute chikungunya virus infection requiring intensive care
during the reunion island outbreak in 2005-2006, Critical Care Medicine, v. 36, n.
9, p. 2536-2541, 2008.

LENGLET, Y. et al. Chikungunya infection in pregnancy: Evidence for intrauterine
infection in pregnant women and vertical transmission in the parturient. Survey of the



70

Reunion Island outbreak. Journal de Gynécologie, Obstétrique et Biologie de la
Reproduction, v. 35, n. 6, p. 578-583, 2006.

LEPARC-GOFFART, Isabelle et al. Chikungunya in the Americas. The Lancet, v.
383, n. 9916, p. 514, 2014.

LEUNG, J. Y. S.; NG, M. M. L.; CHU, J. J. H. Replication of alphaviruses: a review on
the entry process of alphaviruses into cells. Advances in Virology, v. 2011, p. 1-9,
2011.

LEWIS, J. A. et al. Phylogenetic relationships of dengue-2 viruses. Virology, v. 197,
n. 1, p. 216-224, 1993.

LI, L. et al. Structural changes of envelope proteins during alphavirus fusion. Nature,
v. 468, n. 7324, p. 705-708, 2010.

LIANG, G.; GAO, X.; GOULD, E. A. Factors responsible for the emergence of
arboviruses; strategies, challenges and limitations for their control. Emerging
Microbes & Infections, v. 4, n. 3, p. €18, 2015.

LILJESTROM, P. et al. In vitro mutagenesis of a full-length cDNA clone of Semliki
Forest virus: the small 6,000-molecular-weight membrane protein modulates virus
release. Journal of Virology, v. 65, n. 8, p. 4107-4113, 1991.

LIMA-CAMARA, T. N. Emerging arboviruses and public health challenges in Brazil.
Revista de Saude Publica, v. 50, p. 1-7, 2016.

LINDENBACH, B. D. et al. Flaviviridae: the viruses and their replication. In KNIPE, D.
M; HOWLEY, P. M. Fields Virology, Philadelphia, 5th Edition, p. 1101- 1152, 2007.

LINDENBACH, B. D., RICE, C. M. Molecular Biology of Flavivirus. In: Chambers T.J.
& Monath T.P. Advances in Virus Research: The Flavivirus:structure, replication
and evolution. California, Academic Press. v. 59, p. 23-61, 2003.

LIU, C. Y.; KIELIAN, M. E1 mutants identify a critical region in the trimer interface of
the Semliki forest virus fusion protein. Journal of Virology, v. 83, n. 21, p. 11298—
11306, 2009.

LOBIGS, M.; Z., H. X.; GAROFF, H. Function of Semliki Forest virus E3 peptide in
virus assembly: replacement of E3 with an artificial signal peptide abolishes spike
heterodimerization and surface expression of E1. Journal of Virology, v. 64, n. 9, p.
4346-4355, 1990.

LOEWY, A. et al. The 6-kilodalton membrane protein of Semliki Forest virus is
involved in the budding process. Journal of Virology, v. 69, n. 1, p. 469-475, 1995.

LONG, K. C., et al. Experimental transmission of Mayaro virus by Aedes aegypti.
American Journal Tropical Medicine and Hygiene, v. 85, p. 750-757, 2011.



71

LOPES, N.; NOZAWA, C.; LINHARES, R. E. C. Caracteristicas gerais e
epidemiologia dos arbovirus emergentes no Brasil. Revista Pan-Amazodnica de
Saude, v. 5, n. 3, p. 55-64, 2014.

LUM, F. M.; NG, L. F. P. Cellular and molecular mechanisms of Chikungunya
pathogenesis. Antiviral Research, v. 120, n. June, p. 165-174, 2015.

LUO, D. et al. The flavivirus NS2B-NS3 protease-helicase as a target for antiviral
drug development. Antiviral Research, n. 118, p. 148-158, 2015.

LUSA, S.; GAROFF, H.; LIUESTROM, P. Fate of the 6K membrane protein of
Semliki Forest virus during virus assembly. Virology, v. 185, n. 2, p. 843-846, 1991.

MACKAY, I. M. E.; ARDEN, K. E. Mayaro virus: a forest virus primed for a trip to the
city? Microbes and Infection, v. 18, n. 1, p. 724-734, 2016.

MARDEKIAN, S. K.; ROBERTS, A. L. Diagnostic Options and Challenges for Dengue
and Chikungunya Viruses. BioMed Research International, v. 2015, n. 1, p. 1-8,
2015.

MARQUES, C. D. L. et al. Recomendac¢des da Sociedade Brasileira de
Reumatologia para diagnéstico e tratamento da febre chikungunya. Parte 1—
Diagnostico e situacdes especiais. Revista Brasileira de Reumatologia, v. 57, S2,
p. 421-437, 2017.

MARTIN, D. A. et al. Standardization of immunoglobulin M capture enzyme-linked
immunosorbent assays for routine diagnosis of arboviral infections. Journal of
Clinical Microbiology, v. 38, n. 5, p. 1823-1826, 2000.

MARTIN, J. L. S. et al. The Epidemiology of Dengue in the Americas Over the Last
Three Decades: A Worrisome Reality American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 82, n. 1, p. 128-135, 2010.

MARTINA, B. E. E. et al. Dengue virus pathogenesis: an integrated view. Clinical
Microbiology Reviews, v. 22, n. 4, p. 564-581, 2009.

McINERNEY, G. M. et al. Semliki Forest virus produced in the absence of the 6K
protein has an altered spike structure as revealed by decreased membrane fusion
capacity. Virology, v. 325, n. 2, p. 200-206, 2004.

MESSINA, J. P.; et al. Global spread of Dengue virus types: mapping the 70 year
history. Trends in Microbiology, v. 22, n. 3, p. 138-146, 2014.

MIAGOSTOVICH, M. P. et al. Molecular Typing of Dengue Virus Type 2 in Brazil.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sédo Paulo, v. 45, n.1, p.17-21, 2003.

MINISTERIO DA SAUDE. Boletins sobre Chikungunya, 2001-2014. Brasilia:
Ministério da Saude, 2014.



72

Ministério da Saude. Situacao epidemioldégica Mayaro (2017). Disponivel
em: http://portalms.saude.qov.br/saude-de-a-z/febre-do-mayaro/20950-situacao-
epidemiologica-dados. Acesso em 21/02/2018

MIR, D. et al. Phylodynamics of Yellow Fever Virus in the Americas: new insights into
the origin of the 2017 Brazilian outbreak. Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 7385,
2017.

MOGAMI, R. et al. Ultrasound of ankles in the diagnosis of complications of
chikungunya fever. Radiologia Brasileira. v. 50, n. 2, p. 71-75, 2017.

MOGAMI, R. et al. Ultrasonography of Hands and Wrists in the Diagnosis of
Complications of Chikungunya Fever, Journal of Ultrasound in Medicine, v. 37, n.
2, p. 511-520, 2018.

MOHAN, A. et al. Epidemiology, clinical manifestations, and diagnosis of
Chikungunya fever: lessons learned from the re-emerging epidemic. Indian Journal
of Dermatology, v. 55, n. 1, p. 54, 2010.

MONATH, T. P. O desafio da Febre Amarela. In: Quadros CA. Vacinas. Sao Paulo,
editora Roca, p. 67-76, 2008.

MONDINI, A. et al. Saint Louis encephalitis virus, Brazil. Emerging Infectious
Diseases, v.13,n. 1, p.176-178, 2007.

MONGKOLSAPAYA, J. et al. Original antigenic sin and apoptosis in the
pathogenesis of dengue hemorrhagic fever. Nature Medicine, v. 9, n. 7, p. 921,
2003.

MONTEIRO, E. S. C.; et al. Aspectos epidemioldgicos e vetoriais da dengue na
cidade de Teresina, Piaui — Brasil, 2002 a 2006. Epidemiologia em Servi¢cos de
Saude, v. 18, n. 4, p. 365-374, 2009.

MORELI, M. L.; COSTA, V. G. A systematic review of molecular diagnostic methods
for the detection of arboviruses in clinical specimens in Brazil and the importance of a
differential diagnosis. Virology Discovery, v. 1, n. 1, p. 1-8, 2013.

MOTA, M. T. O. et al. Complete genome sequence of Mayaro virus imported from the
Amazon basin to S&o Paulo state, Brazil. Genome Announcements, v. 3, n. 6, p.
e01341-15, 2015.

MOTA, M. T. O. et al. Mosquito-transmitted virusesthe great Brazilian
challenge. Brazilian Journal of Microbiology, v. 171, p. 1-13, 2016.

MOURAO, M.P.G. et al. Mayaro fever in the city of Manaus, Brazil, 2007—
2008. Vector-Borne and Zoonotic Diseases, v. 12, n. 1, p. 42-46, 2012.

MUKHERJEE, S. et al. Evidence of dengue and Chikungunya virus co-infection and
circulation of multiple Dengue serotypes in a recent Indian outbreak. European
Journal of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, p. 1-7, 2017.


http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-do-mayaro/20950-situacao-epidemiologica-dados
http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-do-mayaro/20950-situacao-epidemiologica-dados

73

MUKHOPADHYAY, S. et al. Mapping the structure and function of the E1 and E2
glycoproteins in alphaviruses. Structure, v. 14, n. 1, p. 63-73, 2006.

MUKHOPADHYAY, S.et al. A Structural Perspective Of The Flavivirus Life Cycle.
Nature Reviews — Microbiology, v. 3, n. 1, p. 13-22, 2005.

MURPHY, F. A. et al. Virus taxonomy: classification and nomenclature of virus.
New York: Ed. Spring-Verlag, 1995, p. 415-421.

MURPHY, F.A. Emerging Zoonosis. Emerging Infectious Diseases., v. 4, p.429-
435, 1998.

NAKKHARA, P. et al. Risk factors for symptomatic and asymptomatic chikungunya
infection. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
v. 107, n. 12, p. 789-796, 2013.

NAPOLEAO-PEGO, P. et al. Mayaro Virus Disease. Journal of Human Virology &
Retrovirology, v. 1, n. 3, p. 00018, 2014.

NASAR, F. et al. Eilat virus, a unique alphavirus with host range restricted to insects
by RNA replication. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 109, n.
36, p. 14622-14627, 2012.

NASCI, R. S. Movement of Chikungunya virus into the Western hemisphere.
Emerging Infectious Diseases, v. 20, n. 8, p. 1394-1395, 2014.

NIMMANNITYA, S. et al. Dengue and chikungunya virus infection in man in Thailand,
1962-64. |. Observations on hospitalized patients with hemorrhagic fever. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 18, n. 6, Pt. 1, p. 954-71, 1969.

NISALAK, A. et al. Serotype-specific Dengue virus circulation and dengue disease in
Bangkok, Thailand from 1973 to 1999. The American Journal of Tropical Medicine
and Hygiene, v. 68, n. 2, p. 191-202, 2003.

NJENGA, M. K. et al. Tracking epidemic Chikungunya virus into the Indian Ocean
from East Africa. Journal of General Virology, v. 89, n. 11, p. 2754-2760, 2008.

NOGUEIRA, R. M. R. et al. Dengue viruses in Brazil, 1986—2006. Revista
Panamericana de Salud Publica, v. 22, n. 5, p. 358-63, 2007.

NSOESIE, E. O. et al. Global distribution and environmental suitability for
Chikungunya virus, 1952 to 2015. Euro surveillance, v. 21, n. 20, p.1-22, 2016.

NUNES, M. R. T. et al. Emergence and potential for spread of Chikungunya virus in
Brazil. BMC Medicine, v. 13, n. 1, p. 1, 2015.

NUNES, M. R. T. et al. Molecular Epidemiology of Group C Viruses (Bunyaviridae,
Orthobunyavirus) Isolated in the Americas, Journal of Virology, v. 79, n. 16, p.
10561-10570, 2005.



74

OHAINLE, M.; et al. Dynamics of dengue disease severity determined by the
interplay between viral genetics and serotype-specific immunity. Science
Translational Medicine, v. 3, n. 114, p. 114-128, 2011.

ORTIZ-MARTINEZ, Yeimer; PATINO-BARBOSA, Andrés Mauricio; RODRIGUEZ-
MORALES, Alfonso J. Yellow fever in the Americas: the growing concern about new
epidemics. F1000 Research, v. 6, P. 398, 2017.

OSANAI, C. H. et al. Surto de Dengue em Boa Vista, Roraima. Revista do Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo, v.25, n.1, p. 53-4, 1983.

PARDIGON, N. The biology of Chikungunya: a brief review of what we still do not
know. Pathologie Biologie, v. 57, n. 2, p. 127-132, 2009.

PAROLA, P. et al. Novel Chikungunya virus variant in travelers returning from Indian
Ocean islands. Emerging Infectious Diseases, v. 12, n. 10, p. 1493-1499, 2006.

PARREIRA, R. et al. Dengue virus serotype 4 and Chikungunya virus coinfection in a
traveller returning from Luanda, Angola, January 2014. Euro Surveillance, v. 19, n.
10, p. 20730, 2013.

PATIL, J. A. et al. Influence of evolutionary events on the Indian subcontinent on the
phylogeography of Dengue type 3 and 4 viruses. Infection, Genetics and
Evolution, v. 12, n. 8, p. 1759-1769, 2012.

PAUVOLID-CORREA, A. et al. Neutralising antibodies for Mayaro virus in Pantanal,
Brazil. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 1, p.125-133, 2015.

PEELING, R. W. et al. Evaluation of diagnostic tests: dengue. Nature Reviews
Microbiology, v. 8, p. 30-37, 2010.

PERANEN, J. et al. The alphavirus replicase protein nsP1 is membrane-associated
and has affinity to endocytic organelles. Virology, v. 208, n. 2, p. 610-620, 1995.

PETERSEN, L. R.; BUSCH, M. P. Transfusion-transmitted arboviruses. Vox
Sanguinis, v. 98, n. 4, p. 495-503, 2010.

PETERSEN, L. R.; POWERS, A. M. Chikungunya: epidemiology [version 1; referees:
2 approved], F1000 Faculty Reviews, v. 82, p. 1-8, 2016.

PFEFFER, M.; DOBLER, G. Emergence of zoonotic arboviruses by animal trade and
migration. Parasites & Vectors, v. 3, n. 1, p. 35, 2010.

PIAUI, Secretaria do Estado da Salde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Dengue,
Chikungunya e Zika até a Semana Epidemioldgica 50, 2016. Boletim
Epidemiolégico, v. 50, p. 1-5, 2017.

PIERSON, T.C; DIAMOND, M.S. Degrees of maturity: The complexe structure and
biology of flaviviruses. Current Opinion Virology, v. 2, n. 2, p. 168-175, 2012.



75

PINHEIRO, F.P. et al. An outbreak of Mayaro virus disease in Belterra, Brazil. I.
Clinical and virological findings. American Journal Tropical Medicine and
Hygiene, v. 30, n. 3, p. 674-681,1981.

PINHEIRO, F. L.; LEDUC, J. W. Mayaro virus disease T.P. Editora Monath, The
arboviruses: epidemiology and ecology, Boca Raton, v.3, p. 137-150, 1998.

PORTER, K. R. et al. A serological study of Chikungunya Virus transmission in
Yogyakarta, Indonesia: evidence for the first outbreak since 1982. The Southeast
Asian Journal of Tropical Medicine and Public Health, v. 35, n. 2, p. 408-415,
2004.

POWERS, A. M. et al. Evolutionary relationships and systematics of the
alphaviruses. Journal of Virology, v. 75, n. 21, p. 10118-10131, 2001.

POWERS, A. M. et al. Re-emergence of Chikungunya and O’nyong-nyong viruses:
evidence for distinct geographical lineages and distant evolutionary relationships.
Journal of General Virology, v. 81, n. 2, p. 471-479, 2000.

POWERS, A. M.; LOGUE, C. H. Changing patterns of Chikungunya virus: re-
emergence of a zoonotic arbovirus. Journal of General Virology, v. 88, n. 9, p.
2363-2377, 2007.

POWERS, et al. Genetic relationships among Mayaro and Una Viruses suggest
distinct patterns of transmission. American Journal Tropical Medicine and
Hygiene, v. 75, n. 3, p. 461-469, 2006.

PRAT, C. M. et al. Evaluation of commercially available serologic diagnostic tests for
Chikungunya virus. Emerging Infectious Disease, v. 20, n. 12, p. 2129-32, 2014.

PRESTI, A. L. et al. Chikungunya virus, epidemiology, clinics and phylogenesis: a
review. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, v. 7, n. 12, p. 925-932, 2014.

PRESTI, A. L. et al. Molecular epidemiology, evolution and phylogeny of
Chikungunya virus: An updating review. Infection, Genetics and Evolution, v. 41, p.
270-278, 2016.

PULMANAUSAHAKUL, R. et al. Chikungunya in Southeast Asia: understanding the
emergence and finding solutions. International Journal of Infectious Diseases, v.
15, n. 10, p. e671-e676, 2011.

Q. ASHTON ACTON Alphavirus - Advances in Research and Treatment, 2012
ed., ScholarlyBrief, 2012, 59p.

QUEYRIAUX, B. et al. Chikungunya in Europe. The Lancet, v. 371, n. 9614, p. 723-
724, 2008a.

QUEYRIAUX, B. et al. Clinical burden of Chikungunya virus infection. The Lancet
Infectious Diseases, v. 8, n. 1, p. 2-3, 2008b.



76

RAJAPAKSE, S.; R, C.; RAJAPAKSE, A. Atypical manifestations of Chikungunya
infection. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene,
v. 104, n. 2, p. 89-96, 2010.

RAMBAUT, A; DRUMMOND, A. J. TreeAnnotator [Internet]. 2015. Disponivel em:
http://beast.bio.ed.ac.uk

RAMBAUT, A. FigTree [Internet]. 2014. Disponivel em:
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree

RATHORE, A. P. S.; NG, M. L.; VASUDEVAN, S. G. Differential unfolded protein
response during Chikungunya and Sindbis virus infection: CHIKV nsP4 suppresses
elF2a phosphorylation. Virology Journal, v. 10, n. 1, p. 1, 2013.

RAVI, V. Re-emergence of Chikungunya virus in India. Indian Journal of Medical
Microbiology, v. 24, n. 2, p. 83-84, 2006.

REITER, P. et al.. Aedes albopictus as an epidemic vector of Chikungunya virus:
another emerging problem?. The Lancet Infectious Diseases, v. 6, n. 8, p. 463-464,
2006.

REZZA, G. et al. Infection with Chikungunya virus in Italy: an outbreak in a temperate
region. Lancet, v. 370, n. 9602, p. 1840-1846, 2007.

RICO-HESSE, R. et al. Origins of Dengue type 2 viruses associated with increased
pathogenicity in the Américas. Virology, v. 230, n. 2, p. 244-251, 1997.

RICO-HESSE, R. Microevolution and virulence of Dengue virus. Advances in Virus
Research, v. 59, n. 1, p. 315-341, 2003.

RIKKONEN, M. et al. ATPase and GTPase activities associated with Semliki Forest
virus nonstructural protein nsP2. Journal of Virology, v.68, n.9, p. 5804-5810, 1994.

RITZ, M et al. Chikungunya in Children.The Pediatric Infectious Disease Journal.
v.34,n.7,p. 789-791, 2015.

RIVINO, L; LIM, M. Q. CD4" and CD8" T-cell immunity to Dengue - lessons for the
study of Zika virus. Immunology, v. 150, n.2, p. 146-154, 2017.

ROBILLARD, P. Y. et al. Vertical maternal fetal transmission of the Chikungunya
virus. Ten cases among 84 pregnant women. Presse Medicale, v. 35, n. 5, p. 785-
788, 2006.

ROBINSON, M. C. An epidemic of virus disease in Southern Province, Tanganyika
territory, in 1952-1953. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine
and Hygiene, v. 49, n. 1, p. 28-32, 1955.

RODRIGUES, S. G. et al. Epidemiology of Saint Louis encephalitis virus in the
Brazilian Amazon region and in the State of Mato Grosso do Sul, Brazil: elevated


http://beast.bio.ed.ac.uk/

77

prevalence of antibodies in horses. Revista Panamericana de Salud Publica, v.1,
n.1, p. 81-86, 2009.

RODRIGUEZ-MORALES, A. J.; ANAYA, J. Impact of emerging arthritogenic
arboviruses in Colombia and Latin America. Revista Colombiana de Reumatologia,
v. 23, n. 3, p. 145-147, 2016.

ROMANO, C. M. et al. Characterization of Dengue virus type 2: new insights on the
2010 Brazilian epidemic. PLOS ONE, v. 5, n. 7, p. €11811, 2010.

RUBACH, Jon K. et al. Characterization of purified Sindbis virus nsP4 RNA-
dependent RNA polymerase activity in vitro. Virology, v. 384, n. 1, p. 201-208, 2009.

RUCKERT, C. et al. Impact of simultaneous exposure to arboviruses on infection and
transmission by Aedes aegypti mosquitoes. Nature Communications, v. 8, p.
15412, 2017.

RUIZ-GUILLEN, M. et al. Capsid-deficient alphaviruses generate propagative
infectious microvesicles at the plasma membrane. Cellular and Molecular Life
Sciences, p. 1-20, 2016.

RUPP, J. C. et al. Alphavirus RNA synthesis and non-structural protein functions.
Journal of General Virology, v. 96, n. 9, p. 2483-2500, 2015.

RUSSO, A. T.; WHITE, M. A.; WATOWICH, S. J. The crystal structure of the
Venezuelan equine encephalitis alphavirus nsP2 protease. Structure, v. 14, n. 9, p.
1449-1458, 2006.

RUST, R. S. Human Arboviral Encephalitis. Seminars in Pediatric Neurology, v.
19, n. 3, p. 130-151, 2012.

RYMAN, K. D.; KLIMSTRA, W. B. Host responses to alphavirus infection.
Immunological Reviews, v. 225, n. 1, p. 27-45, 2008.

SAM, I. C. et al. Updates on chikungunya epidemiology, clinical disease, and
diagnostics. Vector Borne Zoonotic Disease. v.15, n. 4, p. 223-30, 2015.

SANGER, F. et al. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States, v. 4, n. 12, p. 5463—
5467, 1977.

SANTOS, L. S. Vigilancia epidemiolégica e anélise molecular do Dengue virus
no Piaui: busca de sorotipos circulantes. 2013. 78f. Dissertacdo (Mestrado em
Biotecnologia) - Universidade Federal do Piaui, Parnaiba, 2013.

SANZ, M. A. et al. Interfacial Domains in Sindbis Virus 6K Protein Detection and
Functional Characterization. Journal of Biological Chemistry, v. 278, n. 3, p. 2051-
2057, 2003.



78

SANZ, M. A.; CARRASCO, L. S. Virus Variant with a Deletion in the 6K Gene Shows
Defects in Glycoprotein Processing and Trafficking: Lack of Complementation by a
Wild-Type 6K Gene intrans. Journal of Virology, v. 75, n. 16, p. 7778-7784, 2001.

SARDI, S. I. et al. Coinfections of Zika and Chikungunya Viruses in Bahia, Brazil,
Identified by Metagenomic Next-Generation Sequencing. Journal of Clinical
Microbiology, v. 54, n. 9, p. 2348-2353, 2016.

SAWICKI, D. L. et al. Specific Sindbis virus-coded function for minus-strand RNA
synthesis. Journal of Virology, v. 39, n. 2, p. 348-358, 1981.

SCATURRO, P. et al. Dengue Virus Non-structural Protein 1 Modulates Infectious
Particle Production via Interaction with the Structural Proteins. PLOS Pathogens,
v.11, n. 11, p. e1005277, 2015.

SCHILTE, C. et al. Chikungunya virus-associated long-term arthralgia: a 36-month
prospective longitudinal study. PLOS Negleted Tropical Disease, v. 7, n. 3, p.
2137, 2013.

SCHLESINGER, J. J. et al. Protection of mice against Dengue 2 virus encephalitis by
immunization with the dengue 2 virus non-structural glycoprotein NS1. The Journal
of General Virology, v. 68, n. 3, p. 853-857, 1987.

SCHUFFENECKER, I. et al. Genome microevolution of Chikungunya viruses causing
the Indian Ocean outbreak. PLOS Medicine, v. 3, n. 7, p. €263, 2006.

SCHWARTZ, O.; ALBERT, M. L. Biology and pathogenesis of Chikungunya virus.
Nature Reviews Microbiology, v. 8, n. 7, p. 491-500, 2010.

SERGON, K. et al. Seroprevalence of Chikungunya virus (CHIKV) infection on Lamu
Island, Kenya, October 2004. The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 78, n. 2, p. 333-337, 2008.

SERGON, K. et al. Seroprevalence of Chikungunya virus infection on Grande
Comore Island, union of the Comoros, 2005. The American journal of tropical
medicine and hygiene, v. 76, n. 6, p. 1189-1193, 2007.

SERRA, O. P. et al. Mayaro virus and Dengue virus 1 and 4 natural infection in
culicids from Cuiaba, state of Mato Grosso, Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz.v. 111, n. 1, p. 20-29, 2016.

SHAH, K. V.; GIBBS JR. C. J.; BANERJEE, G. Virological Investigation of the
Epidemic of Haemorrhagic Fever in Calcutta: Isolation of Three Strains of
Chikungunya Virus. The Indian Journal of Medical Research, v. 52, p. 676-683,
1964.

SIMARMATA, D. et al. Early clearance of Chikungunya virus in children is associated
with a strong innate immune response. Scientific Reports — Nature, v. 6, p. €26097,
2016.



79

SINGH, S. S. et al. Four cases of acute flaccid paralysis associated with
Chikungunya virus infection. Epidemiology and Infection, v. 136, n. 09, p. 1277-
1280, 2008.

SIQUEIRA JR, J. B. et al. Dengue no Brasil: tendéncias e mudanca nha
epidemiologia, com énfase nas epidemias de 2008 e 2010. Ministério da Saude,
2011.

SISSOKO, D. et al. Seroprevalence and risk factors of Chikungunya virus infection in
Mayotte, Indian Ocean, 2005-2006: a population-based survey. PloS One, v. 3, n. 8,
p. e3066, 2008.

SLEGERS, C.A, Persisting arthralgia due to Mayaro vlirus infection in a traveler from
Brazil: is there a risk for attendants to the 2014 FIFA world cup? Journal of Clinical
Virology. v. 60, n. 3, p. 317-319, 2014.

SOLIGNAT, M. et al. Replication cycle of Chikungunya: a re-emerging arbovirus.
Virology, v. 393, n. 2, p. 183-197, 2009.

SOUMAHORO, M. K. et al. 2009 - Impact of Chikungunya virus infection on health
status and quality of life: a retrospective cohort study. PLOS ONE, v. 4, n 11, p.
e7800, 2009.

SOURISSEAU, M. et al. Characterization of reemerging chikungunya virus. PLOS
Pathogens, v. 3, n. 6, p. €89, 2007.

SOUZA, T. et al. First Report of the East-Central South African genotype of
Chikungunya virus in Rio de Janeiro, Brazil. PLoS Currents Outbreaks, v. 9, ed. 1,
2017.

STAIKOWSKY, F. et al. Prospective study of Chikungunya virus acute infection in the
Island of La Reunion during the 2005-2006 outbreak. PloS ONE, v. 4, n. 10, p.
e7603, 2009.

STANAWAY, J. D. et al. The global burden of dengue: an analysis from the Global
Burden of Disease Study 2013. The Lancet Infectious Diseases, v. 16, p. 712-716,
2016.

STAPLES, J. E.; BREIMAN, R. F.; POWERS, A. M. Chikungunya fever: an
epidemiological review of a re-emerging infectious disease. Clinical Infectious
Diseases, v. 49, n. 6, p. 942-948, 20009.

STRAUSS, J. H.; STRAUSS, E. G. The alphaviruses: gene expression, replication,
and evolution. Microbiological Reviews, v. 58, n. 3, p. 491-562, 1994.

STUCKY, B. J. Seqtrace: A graphical tool for rapidly processing DNA sequencing
chromatograms. Journal of Biomolecular Techniques, v. 23, n. 3, p. 90-93, 2012.

SUDEEP, A. B.; PARASHAR, D. Chikungunya: an overview. Journal of
Biosciences, v. 33, n. 4, p. 443-449, 2008.



80

SUHRBIER, A.; JAFFAR-BANDJEE, M. C.; GASQUE, P. Arthritogenic Alphaviruses
an overview. Nature Reviews Rheumatology, v. 8, n. 7, p. 420-429, 2012.

SUTHAR, M. S. et al. Identification of adult mouse neurovirulence determinants of
the Sindbis virus strain AR86. Journal of Virology, v. 79, n. 7, p. 4219-4228, 2005.

TALARMIN, A. et al. Mayaro virus fever in French Guiana: isolation, identification and
seroprevalence. American Journal Tropical Medicine and Hygiene. v. 59, p. 452-
456, 1998.

TAMURA, K; NEI, M. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the
control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular
Biology and Evolution, v. 10, n. 3, p. 512-526, 1993.

TARAPHDAR, D. et al. Short Report: A Comparative Study of Clinical Features
between Monotypic and Dual Infection Cases with Chikungunya Virus and Dengue
Virus in West Bengal, India. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene,
v. 86, n. 4, p. 720-723, 2012.

TEIXEIRA, M. G. et al. East/Central/South african genotype Chikungunya virus,
Brazil, 2014. Emerging Infectious Disease, v. 21, n. 5, p. 906-8, 2015.

TENG, T. S. et al. Host response to Chikungunya virus and perspectives for immune-
based therapies. Future Virology, v. 6, n. 8, p. 975-984, 2011.

TERZIAN, A. C. et al. Isolation and characterization of Mayaro virus from a human in
Acre, Brazil. American Journal Tropical Medicine and Hygiene. v. 92, p. 401-404.
2015.

TESH, R. B. et al. Mayaro virus disease: an emerging mosquito-borne zoonosis in
tropical South America. Clinical Infectious Diseases, v. 28, n. 1, p. 67-73, 1999.

TESH, R. B. The emerging epidemiology of Venezuelan hemorrhagic fever and
Oropouche fever in tropical South America. Annals of the New York Academy of
Sciences, v. 740, p.129-137, 1994.

THEILACKER, C. et al. Prolonged polyarthralgia in a German traveller with Mayaro
virus infection without inflammatory correlates, BMC Infectious Diseases, v. 13, p.
369, 2013.

THIBERVILLE, S. D. et al. Chikungunya fever: epidemiology, clinical syndrome,
pathogenesis and therapy. Antiviral Research, v. 99, n. 3, p. 345-370, 2013.

TOMAR, S. et al. Catalytic core of alphavirus nonstructural protein nsP4 possesses
terminal adenylyltransferase activity. Journal of virology, v. 80, n. 20, p. 9962-9969,
2006.



81

TORRES, J. R. et al. Congenital and perinatal complications of Chikungunya fever: a
Latin American experience. International Journal of Infectious Diseases, v. 51, p.
85-88, 2016.

TSETSARKIN, K. A. et al. A single mutation in Chikungunya virus affects vector
specificity and epidemic potential. PLOS Pathogens, v. 3, n. 12, p. €201, 2007.

TSETSARKIN, K. A.; CHEN, R.; WEAVER, S. C. Interspecies transmission and
Chikungunya virus emergence. Current Opinion in Virology, v. 16, p. 143-150,
2016.

TSETSARKIN, K. A.; WEAVER, S. C. Sequential adaptive mutations enhance
efficient vector switching by Chikungunya virus and its epidemic emergence. PLOS
Pathogens, v. 7, n. 12, p. e1002412, 2011.

TUITTILA, M. T. et al. Replicase complex genes of Semliki Forest virus confer lethal
neurovirulence. Journal of Virology, v. 74, n. 10, p. 4579-4589, 2000.

TWIDDY, S. et al. Inferring the rate and time-scale of dengue virus evolution.
Molecular Biology and Evolution, v. 20, n. 1, p. 122-129, 2003.

VALE, V. S. Analise Molecular e Consideragfes Filogenéticas sobre o Dengue
virus. 2015. 64f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal
do Piaui, Parnaiba, 2015.

VASCONCELOQS, H. B. et al. Oropouche fever epidemic in Northern Brazil:
epidemiology and molecular characterization of isolates. Journal of Clinical
Virology, v. 44, n. 2, p. 129-133, 20009.

VASCONCELOQOS, P. F. C. et al. A large epidemic of Dengue fever with dengue
hemorragic cases in Ceara State, Brazil, 1994. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, v. 37, n. 3, p.253-255, 1995.

VASCONCELQS, P. F. C. et al. Arboviruses pathogenic for man in Brazil. In:
TRAVASSOS DA ROSA, A. P. A.; VASCONCELOS, P. F. C. & TRAVASSOS DA
ROSA, J. F. S. An overview of arbovirology in Brazil and neighbouring
countries. Belém, Instituto Evandro Chagas, p. 72-99, 1998.

VASCONCELOS, P. F. C. et al. Inadequate management of natural ecosystem in the
Brazilian Amazon region results in the emergence and reemergence of arboviruses.
Cadernos de Saude Publica, v. 17 (suplemento), n. 1, p. 155-164, 2001.

VASILJEVA, L. et al. Regulation of the sequential processing of Semliki Forest virus
replicase polyprotein. Journal of Biological Chemistry, v. 278, n. 43, p. 41636-
41645, 2003.

VAUGHN, D. W. et al. Dengue viremia titer, antibody response pattern, and virus
serotype correlate with disease severity. The Journal of Infectious Diseases, v.
181, n. 1, p. 2-9, 2000.



82

VIEIRA, M. A. C. S. et al. Case Report: West Nile Virus Encephalitis: The First
Human Case Reported in Brazil. American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 8, n. 5, p. 377-379, 2015.

VOLK, S. M. et al. Genome-scale phylogenetic analyses of Chikungunya virus reveal
independent emergences of recent epidemics and various evolutionary
rates. Journal of Virology, v. 84, n. 13, p. 6497-6504, 2010.

VOSS, J. E. et al. Glycoprotein organization of Chikungunya virus particles revealed
by X-ray crystallography. Nature, v. 468, n. 7324, p. 709-712, 2010.

WALLING, A. D.; DICKSON, G. Guillain-Barré syndrome. American Family
Physician, v. 87, n. 3, p. 191-197, 2013.

WEAVER, S. C. Arrival of Chikungunya virus in the new world: prospects for spread
and impact on public health. PLOS Negleted Tropical Disease, v. 8, n. 6, p. €2921,
2014.

WEAVER, S. C. et al. Alphaviruses: population genetics and determinants of
emergence. Antiviral Research, v. 94, n. 3, p. 242-257, 2012.

WEAVER, S. C. Urbanization and geographic expansion of zoonotic arboviral
diseases: mechanisms and potential strategies for prevention. Trends in
Microbiology, v. 21, n. 8, p. 360-363, 2013.

WEAVER, S. C.; BARRETT, A. D. T. Transmission cycles, host range, evolution and
emergence of arboviral disease. Nature Reviews Microbiology, v. 2, n. 10, p. 789-
801, 2004.

WEAVER, S. C.; LECUIT, M. Chikungunya virus and the global spread of a
mosquito-borne disease. New England Journal of Medicine, v. 372, n. 13, p. 1231-
1239, 2015.

WEAVER, S. C.; REISEN, W. K. Present and Future Arboviral Threats. Antiviral
Research, v. 85, n. 2, p. 328-345, 2010.

WEAVER, S. C.; VASILAKIS, N. Molecular evolution of Dengue viruses: contributions
of phylogenetics to understanding the history and epidemiology of the preeminent
arboviral disease. Infection, Genetics and Evolution, v. 9, n. 4, p. 523-540, 2009.

WEISS, B. et al. Evidence for specificity in the encapsidation of Sindbis virus RNAs.
Journal of Virology, v. 63, n. 12, p. 5310-5318, 1989.

WIN, M. K. et al. Chikungunya fever in Singapore: acute clinical and laboratory
features, and factors associated with persistent arthralgia. Journal of Clinical
Virology, v. 49, n. 2, p. 111-114, 2010.

WHITEHORN, J; SIMMONS, C. P. The pathogenesis of Dengue. Vaccine, v. 29, n.
42, p. 7221-7228, 2011.



83

WHO — WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: Guidelines for diagnosis,
treatment, prevention and control. Genebra: World Health Organization, 2009. 160 p.

WIELANEK, A. C. et al. Guillain-Barré syndrome complicating a Chikungunya virus
infection. Neurology, v. 69, n. 22, p. 2105-2107, 2007.

WILDER-SMITH, A. et al. Epidemic arboviral diseases: priorities for research and
public health. The Lancet Infectious Diseases, v. 17, n. 3, p. 101 - 106, 2017.

ZACKS, M. A.; PAESSLER, S. Encephalitic Alphaviruses. Veterinary Microbiology,
v. 140, n. 3, p. 281-286, 2010.

ZANLUCA, C. et al. First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 4, p. 569-572, 2015.

ZE-ZE, L. VIROSES TRANSMITIDAS POR MOSQUITOS. In: Doengas Associadas
a Artropodes Vetores e Roedores, Lisboa, 2014, cap. I, p. 45-51.

ZHANG, D. et al. Molecular cloning, overproduction, purification and biochemical
characterization of the p39 nsp2 protease domains encoded by three alphaviruses.
Protein Expression and Purification, v. 64, n. 1, p. 89-97, 2009.

ZHANG, Y. et al. Structures of immature flavivirus particles. The EMBO Journal, v.
22,n. 11, p. 2604-2613, 2003.



84

APENDICE |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: “Identificagio molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira e Prof. Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso, Av. Sdo Sebastido, n°® 2819, Bairro Reis
Velloso, CEP 64204-035, Parnaiba, Piaui, Brasil. Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99920-3470 /
(86) 99401-3035

ESCLARECIMENTOS:

Prezado colaborador(a), vocé esta sendo convidado(a) a participar como VOLUNTARIO desta pesquisa, que ira
contribuir para o conhecimento dos arbovirus circulantes no estado do Piaui, bem como fatores do paciente
(hospedeiro) que podem predispor a infecgdes pelos arbovirus. O paciente pode ser incluido na pesquisa se
apresentar sintomatologia sugestiva de dengue/outras arboviroses, e caso ocorra a realizacdo de examex em
instituicdo publica de salde de Parnaiba. Caso vocé concorde com a participagdo (ou participacdo da crianca),
uma pequena quantidade de sangue serd obtida, por puncdo venosa, e transportada imediatamente para o
laboratério. O paciente sera atendido no servico de saide, mesmo que ndo concorde com a inclusdo no estudo ou
desista de participar a qualquer momento. Todos os resultados de exames que estiverem prontos estardo a sua
disposicdo a qualquer momento da pesquisa. Vocé ou a crianca ndo receberdo qualquer remuneragdo pela
participacéo.

Vocé podera sentir desconforto durante a coleta de sangue, mas os técnicos disponiveis para o procedimento séo
bem treinados e credenciados, além de utilizarem todo o material devidamente estéril que forneca seguranca ao
processo. Qualquer divida ou constrangimento que vocé tiver sera esclarecido pelo pesquisador.

Os resultados desta pesquisa serdo Uteis para avaliarmos 0s sorotipos/gendtipos virais circulantes na cidade de
Parnaiba e estado do Piaui, e quais condicdes relacionadas ao hospedeiro diante da Dengue que sdo encontradas
na populacdo do Piaui. Por se tratar de um estudo populacional, ndo ha beneficio direto para o participante.
Somente no final do estudo poderemos concluir a participagdo de alguns fatores genéticos como causadores de
uma maior gravidade da infecgdo. Vocé tera a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer divida relativa
aos procedimentos, riscos, beneficios e outras situacdes relacionadas com a pesquisa. Além disso, vocé também
tera a liberdade de retirar o0 seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualqguer momento, e sua
decisdo ndo acarretard em qualquer prejuizo na continuidade do seu atendimento e tratamento no servigo de
saude. Se concordar em participar do estudo, suas informagdes pessoais (nome, endereco, telefone, dentre outras)
serdo mantidas em sigilo absoluto. A menos que requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador,
a equipe da pesquisa e os representantes do Comité de Etica terdo acesso a suas informagdes pessoais.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO DA PARTICIPAGCAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , portador(a) da cédula de

identidade/CPF de nimero , abaixo assinado, declaro que concordo em

participar da pesquisa/estudo “Identificagdo molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”, como VOLUNTARIO. Fui suficientemente informado a
respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa. Eu discuti com o Dr.
Gustavo Portela Ferreira / Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira ou qualquer um dos demais membros da

equipe de pesquisadores sobre minha decisdo em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim quais sdo 0s
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propdsitos da pesquisa, 0s procedimentos a serem realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, e as garantias
de sigilo e de esclarecimentos. Também ficou claro que minha participacdo é isenta de despesas. Concordo
VOLUNTARIAMENTE em participar da pesquisae poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou

no meu atendimento / tratamento neste servico de salde.

E por estar de acordo, assino o presente termo.

Parnaiba, de de

Assinatura do sujeito participante ou responsavel legal Impressao Digital

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

Nome:
RG/CPF: Assinatura:
Nome:
RG/CPF: Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste sujeito de
pesquisa ou representante legal para a participacéo neste estudo.

Parnaiba, de de

Gustavo Portela Ferreira Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Se vocé tiver alguma consideracgao ou divida sohre a ética desta pesquisa, entre em contato com;
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Campus Ministro Reis Velloso

Endereco: Avenida S&o Sebastido, 2819 — Bloco 16 — Sala 05 — Bairro Reis Velloso

CEP: 64202-020 — Parnaiba-Pl, Fone: (86) 3323-5251

E-mail: cep.ufpi.cmrv@gmail.com
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APENDICE Il
FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

PACIENTE/AMOSTRA N° N° CARTAO DO SUS:

AMOSTRAS COLETADAS:

DATA DO ATENDIMENTO: LOCAL DE ATENDIMENTO:
NOME: TEL:
SEXO: OMasculino O Feminino DATA DE NASCIMENTO:
NOME DA MAE:

ENDERECO:
NUMERO: BAIRRO: CEP:
MUNICIPIO: UF:

QOAdulto O Crianca (até 12 anos) © Idoso (acima de 60 anos) Gestante: Q1°T Q2T Q3T
Inicio dos sintomas: dias. O Febre: ha dias.

SINAIS E SINTOMAS PRESENTES:
O cefaleia [ Artralgia [ Nauseas [ Dor retroorbitaria O Mialgia [ Ictericia
O Prostragio [ Diarreia O vomitos Exantema: I com prurido [ sem prurido

[0 ManifestagGes hemorragicas: gengivorragia - epistaxe - metrorragia - hematémese - melena - hemat(ria - petéquias -
equimoses.

O Dor abdominal O choro persistente/irritabilidade
O outros:

COMORBIDADES/ DOENGAS CRONICAS COEXISTENTES:

O Hipertenséo Arterial 0 Doenca Hematoldgica
O Diabetes Mellitus O Doenga Cardiovascular
O proc [ Doenga Autoimune O insuficiéncia Renal [ODoenga acido-péptica [ Hepatopatia

O Anemia Falciforme
I:I Outras:

O N&o ha comorbidades/doengas cronicas coexistentes.

AVALIACAO QUANTO A PRESENGCA DE SINAIS DE CHOQUE/HEMORRAGIA GRAVE:

O Comprometimento respiratério [ Hemorragia grave com ou sem sinais de chogue
Hemorragia presente O Né&o O Sim. Qual (is)?

O conjuntival O epistaxe [ Gengivorragia O Petéquias [J Equimose
O Metrorragia O Hematiria ~ [J Hematémese O Melena ] Hemoptoicos

SINAIS DE CHOQUE:

O Pulso rapido e fino ] Extremidades frias O Pele palida e amida O Enchimento capilar lento ( > 2 seg.)
O Presséo arterial convergente (PA diferencial < 20 mmHg) 0 Hipotenséo postural (queda > 30 mmHg)

O Nao ha presenca de sinais de choque hipovolémico/hemorragia grave

O outros:




APENDICE Il
QUESTIONARIO PARA AVALIACAO DAS MANIFESTACOES CRONICAS

Nome:

Idade: Profissdo:

Data da coleta:

Primeiro contato: Segundo Contato(Atual):

Crianca () Jovem () Adulto() ldoso() Gestante() Puerpério ()

SINTOMAS E DADOS CLINICOS DE FASE CRONICA

1. Tempo de duragdo dos sintomas (semanas ou meses):

2. Rigidez matinal (>30 min): sim () nao ()

3. Sintomas de fase cronica:

4. Principais membros/sitios anatdmicos/articulacdes acometido(a)s:
Dedosdas mdos() Mados() Punhos() Cotovelos () Ombros ()

Quadril ()  Joelhos() Tornozelos () Pés|() Dedos dos pés ()
Dores nacoluna ()  --—--—--—--- > cervical () Tordaxica () Lombar ()
4.1 - Outras membros/articulacdes acometidos

5. Intensidade da artralgia: Fraca() Moderada () Forte ()
6. Padrdo de acometimento articular: simétrico () assimétrico ()
7. Presenca de edema/inchaco nos membros ou articulagBes: ndo () sim ()

Quais membros

7.1 - Edema com vermelhiddo: sim () nao ()

7.2 - Edema com calor sobre a articulagdo: sim () ndo()
8. Dorméncia nos membros: sim () nao ()

9. Queixas: Permanente () Recidivante ()

Outros sintomas Clinicos: mialgia () manifestacdes cutdneas/ coceira/ vermelhiddo () falta de
concentracdo () depressdo ()

10. Limitagdo dos movimentos articulares ao realizar atividades cotidianas: sim () ndo ()
11. Uso de medicamentos para combater as dores ocasionadas por CHIKV: sim () ndo ()
-Quais

87



