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RESUMO

Os arbovirus estabelecem um grupo heterogéneo de virus que se distinguem dos
demais por apresentarem a peculiar capacidade de se multiplicarem tanto em
vertebrados como em artrépodes susceptiveis, possuindo algumas caracteristicas
epidemioldgicas em comum que Ihe conferem um significante papel na saude publica.
O Chikungunya virus (CHIKV), € o arbovirus causador da Febre Chikungunya, a qual
individuos infectados podem apresentar uma grave e debilitante artralgia. Atualmente
diversos relatos de manifestacfes clinicas ocasionadas por essa doenca desafiam
sua natureza branda. O diagnéstico precoce da CHIKV depende de testes
moleculares durante a fase aguda da infeccdo para  permitir
o diagndstico diferencial com outros arbovirus co-circulantes, como Dengue virus e
Zika virus e alternativamente, a sorologia pode auxiliar no diagnostico e fornecer
informacdes epidemioldgicas sobre surtos atuais e passados. O presente estudo tem
como objetivo investigar a dinAmica de circulacdo do CHIKV no estado do Piaui, com
énfase na avaliacao do perfil clinico de pacientes positivos por métodos moleculares
e posterior caracterizacdo. Neste trabalho foram analisadas amostras de soro de
pacientes com sintomatologia clinica para arboviroses coletadas no Pronto Socorro
Municipal de Parnaiba-Pl (PSM), Hospital Estadual Dirceu Arcoverde (HEDA) e
Laboratorio Central de Saude Publica do Piaui (LACEN-PI). Portanto, o RNA foi
extraido e em seguida convertida em cDNA por meio da técnica de Transcri¢cdo
Reversa (RT) utilizando iniciadores aleatorios. Foram utilizados protocolos que
codificam regides das glicoproteinas E1, E2 e 6K do CHIKV. Posteriormente o0s
pacientes positivos foram acompanhados por meio de questionario semiestruturado
em intervalos temporais pré-definidos. Os dados foram tratados por andlises
univariadas e regressao logistica modelo stepwise para verificar fatores de risco
associados a artralgia persistente. Os resultados identificaram 184 pacientes positivos
para CHIKV onde desses 68 evoluiram com perfil de cronicidade. Dentro da amostra
de pacientes cronicos foi predominante o género feminino e idade superior a 49 anos.
Sinais inflamatérios como rigidez e edema e as articulacdes periféricas foram as mais
acometidas nesse periodo. Quando todos os fatores foram considerados
simultaneamente em uma analise multivariada, as variaveis do modelo final de
regressao foram capazes de explicar 11,9% da persisténcia da artralgia no periodo
D90, 2,3% em D180 e 9,3% no periodo D>180 sendo fatores preditivos de fraca
magnitude para artralgia crénica em CHIKV no grupo estudado. O desfecho clinico de
uma paciente com polineuropatia periférica padrdo axonal sensitivo-motora
relacionada ao quadro de infec¢do viral evidenciou dentro do numero amostral
estudado o neurotropismo do virus bem como a ocorréncia de manifestacfes atipicas.

Palavras-chave: Arboviroses, Chikungunya virus, poliartralgia, RT-PCR



ABSTRACT

Arboviruses establish a heterogeneous group of viruses that are distinguished from
the others because they have the peculiar ability to multiply both in tissues of
vertebrates and susceptible arthropods. They have some common epidemiological
characteristics that confer a significant role in public health.The Chikungunya virus
(CHIKV) is the arbovirus that causes Chikungunya fever, to which infected individuals
may present a severe and debilitating arthralgia. Currently, several reports of clinical
manifestations caused by this disease challenge its mild nature. Early diagnosis of
CHIKYV depends on molecular testing during the acute phase of the infection to allow
differential diagnosis with other co-circulating arboviruses such as dengue and zika
and alternatively, serology may aid in diagnosis and provide epidemiological
information on current and past outbreaks. The present study aims to investigate the
circulation dynamics of CHIKV, with emphasis on the evaluation of the clinical profile
of positive patients by molecular methods and subsequent characterization. In the
present study, serum samples from patients with clinical symptomatology for
arboviruses collected at the Municipal Emergency Room of Parnaiba-PI (PSM), Dirceu
Arcoverde State Hospital (HEDA) and the Central Laboratory of Public Health of Piaui
(LACEN-PI) were analyzed. The RNA was extracted according to the manufacturer's
protocol and then converted into cDNA by means of the Reverse Transcription (RT)
technique using random primers. Protocols encoding CHIKV E1, E2 and 6K
glycoprotein regions were used. Subsequently, the positive patients were followed up
by means of a semi-structured questionnaire applied by phone calls and home visits
at predefined time intervals. The data were treated by univariate analysis and logistic
regression stepwise model to verify risk factors associated with persistent arthralgia.
The results identified 184 CHIKV positive patients, of whom 68 evolved with a
chronicity profile. Within the sample of chronic patients was predominant the female
gender and age over 49 years. Inflammatory signs such as stiffness and edema and
peripheral joints were the most affected in this period. When all factors were
considered simultaneously in a multivariate analysis, the variables of the final
regression model were able to explain 11.9% of the persistence of arthralgia in the
period D90, 2.3% and D180 and 9.3% in the period D> 180 being predictive factors of
low magnitude for chronic arthralgia in CHIKV in the studied group. The clinical
outcome of a patient with sensory-motor axonal pattern peripheral polyneuropathy
related to the viral infection showed within the sample number studied the
neurotropism of the virus as well as the occurrence of atypical manifestations.

Key Words: Arboviruses, Chikungunya virus, polyarthralgia, RT-PCR
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem-se observado a emergéncia uma nova categoria de
agentes patogénicos, os virus transmitidos por artropodes, também conhecidos como
arbovirus e considerados um dos principais causadores da doenca febril humana,
constituindo um significativo problema de salde publica em todo o mundo (LIANG, et
al. 2015; ALVA-URCIA et al., 2017; FRITZELL et al., 2018).

Os arbovirus apresentam uma alta capacidade de mutacéo e adaptacéo, lhes
proporcionando a capacidade de causar surtos. Recentemente, essas infecgdes se
tornaram sucessivas na América do Sul, especialmente em regides tropicais, onde
altas temperaturas e umidade favorecem a proliferacdo de mosquitos e, portanto, a
transmissao de doencas causadas por esses virus (ALVA-URCIA et al., 2017).

A populacao brasileira nos ultimos 30 anos sofreu as consequéncias de uma
epidemia de Dengue virus (DENV), a mais importante arbovirose mundial no que diz
respeito a morbidade e ao impacto econémico, nesse contexto, somaram-se novas
preocupacdes, como a partir de 2014 o alerta de casos de Chikungunya virus (CHIKV)
e em 2015 a confirmacéo de infec¢des causadas pelo Zika virus (ZIKV) (AZEREDO et
al., 2018).

O Estado do Piaui é considerado uma area hiperendémica, onde circulam as
guatro estirpes de DENV e outros arbovirus como CHIKV e ZIKV (SANTOS, 2012;
VALE, 2015; GARCES, 2015; BARROS, 2018). Esse cenario demonstra a
necessidade de um melhor entendimento da co-circulagdo dessas arboviroses, bem
como do seu impacto na populagdo suscetivel.

A co-circulacédo de diferentes arboviroses no Brasil dificulta o manejo clinico em
razdo da similaridade de seus sintomas, por vezes idénticos, acarretando implicacdes
na transmissdo em idosos, gravidas e criancas pequenas, além de uma limitada
retaguarda laboratorial (I00OS et al., 2014; ROTH et al., 2016; DONALISIO et al.,
2017).

Diante dessa problematica, a utilizacdo de métodos moleculares permite o
estabelecimento de um diagndstico rapido, sensivel e diferencial para as arboviroses
(BURT et al., 2012). Com isso, o monitoramento dessas doengas endémicas e
emergentes pode fornecer informac¢fes necessarias para a implantacdo de medidas
politicas adequadas no controle de epidemias, uma maior vigilancia da saude publica

e monitoramento das principais espécies circulantes.



O CHIKYV é o arbovirus causador da Febre Chikungunya (CHIKF), caracterizada
por causar em individuos infectados uma grave e debilitante artralgia, na qual a
exacerbacdo da dor ao movimento em articulagdes previamente lesadas pode durar
de meses a anos determinando a fase cronica da infeccdo (BURT et al. 2012;
LANGSJOEN et al, 2016, SILVA, DERMODY, 2017).

Atualmente diversos relatos de manifestacdes clinicas ocasionadas pela
CHIKF desafiam a natureza branda da doenca (MOHAN, 2010; MEHTA et al., 2018).
O surgimento de manifestacdes atipicas durante a infeccdo por CHIKV, tem sido
associado clinicamente com a sindrome de Guillain - Barré, dor neuropatica,
encefalite, corroborando com a evidéncia de neurotropismo do virus (FRED et al.,
2018).

Diante das informac¢des apresentadas e do cenario epidémico instalado no
Brasil e especificamente na regido nordeste nos ultimos anos torna-se necessario se
pautarem estudos na perspectiva de associar a apresentacao clinica do CHIKV e sua
caracterizacdo molecular, contribuindo para o entendimento das manifestacdes de
maior gravidade e atipicas, importantes para o aprimoramento da qualidade do
cuidado e para que seja avaliada a necessidade de intervencdes terapéuticas que
mudem o prognostico da infec¢cdo na populagdo, uma vez que a infeccdo pode ser

uma causa potencial de incapacidade em doencas crénicas.



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Arbovirus

A expressao “arbovirus” passou a ser utilizada em 1942 para representar um
grupo de virus que se propagou em artropodes hematéfagos e que eram transmitidos
biologicamente a hospedeiros vertebrados. Formada pela primeira silaba das duas
palavras do vocabulario inglés “arthropode-borne” e acrescidas da palavra virus, os
arbovirus estabelecem um grupo heterogéneo, do ponto de vista de suas
propriedades fisico-quimicas, possuindo, entretanto, algumas caracteristicas
epidemiolégicas em comum (GUBLER, 2002; JOHNSON et al., 2012; GUBLER,
VASILAKIS, 2016).

Constituindo o maior grupo de virus conhecido, os arbovirus estao distribuidos
em sete familias, onde seis delas sdo compostas por agentes que tém como material
genético o RNA (Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae e
Orthomyxoviridae) e apenas uma familia composta por virus de DNA (Asfarviridae)
(HOLLIDGE et al., 2010). Destes, cinco familias e nove géneros se destacam como
agentes patologicos para humanos e outros animais de sangue quente. As principais
familias e respectivos géneros sdo: Togaviridae (Alfavirus), Flaviviridae (Flavivirus)
Bunyaviridae (Bunyavirus), Reoviridae e Rhabdoviridae (FIGUEIREDO, 2007; RUST,
2012).

No ciclo de transmissdo desses virus, oS mosquitos do género Aedes,
especificamente A. aegypti e A. albopictus, sdo os principais responsaveis pela
propagacdo de muitos arbovirus em todo o mundo. Os humanos séo considerados
hospedeiros terminais, no entanto existe um mecanismo de transicdo do ciclo
enzodtico para um ciclo humano-mosquito-humano, onde os humanos se tornaram o
principal hospedeiro amplificador dentro de um ciclo epidémico urbano (CONWAY et
al., 2014; PATTERSON; SAMMON, 2016; IRANPOUR et al., 2016).

Doencas causadas por arbovirus tém manifestacdes clinicas bastante
diversificadas e podem variar também em termos de gravidade em relacdo ao
hospedeiro humano. Ha, entretanto, arboviroses causadas por agentes virais distintos
e que desenvolvem quadros clinicos bastante similares, esses casos requerem
atencao especial no diagnéstico diferencial (CHIA et al.,, 2010; DONALISIO et al.,

2017). Contudo, as infec¢des por arbovirus também podem acontecer de forma



assintoméatica dificultando a detecgéo e controle epidemiolégico dos virus (WILDER-
SMITH, 2016).

De acordo com as apresentacdes clinicas as arboviroses podem ser
classificadas de quatro formas: doenca febril (DF) indiferenciada, moderada ou grave,
artralgia e erupcdes cutaneas (AR), sindrome neurolégica (SN) e sindrome
hemorragica (SH). A DF geralmente se apresenta com sintomas semelhantes aos da
gripe, como febre, cefaleia, dor retro orbital e mialgia. A SN pode manifestar-se como
mielite, meningite e/ou encefalite, com mudancas de comportamento, paralisia,
paresia, convulsdes e problemas de coordenacédo. A AR manifesta-se como exantema
ou rash maculopapular, poliartralgia e poliartrite, enquanto que a SH é evidenciada
pelas petéquias, hemorragia e choque combinado com uma reducdo intensa de
plaguetas (LOPES et al., 2014).

Devido ao amplo espectro de sindromes clinicas associadas a essas infeccdes,
a entrada de arbovirus como o CHIKV e ZIKV no Brasil e em outros paises das
Ameéricas caracteriza um risco potencial a populacéo, uma vez que todos os individuos
sao susceptiveis, ndo existem vacinas disponiveis como método profilatico e ndo ha
um tratamento satisfatorio estabelecido. Dessa forma, a introducéo desses arbovirus
em paises ja endémicos para dengue, como o Brasil, pode ter como consequéncia o
colapso nos servicos de saude durante epidemias explosivas simultaneas (CHANCEY
et al., 2015; LIMA-CAMARA, 2016, VIEIRA et al, 2018).

Além disso, os desdobramentos da associacdo desses arbovirus em um
mesmo paciente ainda ndo sao amplamente conhecidos, uma circunstancia possivel
de ocorrer por estes coabitarem, muitas vezes, a mesma regido geogréfica e serem
transmitidos pelos mesmos vetores (ROTH, 2014; RODRIGUEZ-MORALES, 2015).
No Brasil, é provavel que possiveis coinfec¢des nao estejam sendo identificadas ou
diagnosticadas erroneamente, uma vez que o0s testes moleculares para todos os
arbovirus geralmente ndo sao realizados em laboratérios de saude publica
(AZEREDO et al., 2018).

2.2 Alfavirus
O género Alphavirus € um membro da familia Togaviridae, fazendo parte do
grupo de virus de RNA de sentido positivo envelopado. Existem atualmente 31

espécies reconhecidas, nas quais a divergéncia dos alfavirus € marcada pelos virus



do Novo Mundo e do Velho Mundo, que surgiram ap0s multiplas introducdes
geograficas e reintroducdes (NASAR et al., 2012; FORRESTER et al., 2012; RUPP et
al., 2015).

Relacionados a infecg6es em humanos, classicamente, os alfavirus artralgicos
do Velho Mundo como o CHIKV causam uma infec¢&o incluindo sinais clinicos como
febre alta, dor de cabeca, mialgia, artralgia, erupcdo maculopapular, edemas, dores
abdominais e em alguns casos encefalite. Os alfavirus encefalicos do Novo Mundo
como o virus da encefalite equina venezuelana (VEEV), o virus da encefalite equina
oriental (EEEV) e o virus da encefalite equina ocidental (WEEV), sédo responsaveis
por disturbios do sistema nervoso central (SNC), incluindo encefalite grave (SALIMI et
al., 2016; RONCA et al, 2016; GIRY et al., 2017).

Os virions apresentam aproximadamente 70 nm de didmetro, com um genoma
composto de duas janelas abertas de leitura (ORF) que codificam poliproteinas
estruturais e nado estruturais. Quatro proteinas nao estruturais (nsP1-4) séo
necessarias para a transcricao e replicacdo do RNA viral, e trés proteinas estruturais
principais (proteina C e glicoproteinas do envelope E2 e E1) estdo envolvidas em
processos como adsorcgdo, penetracdo, montagem de virions e brotamento (Figura
1) (HYDE et al., 2015).

Dependendo das espécies de alfavirus, as proteinas virais E3, 6K ou TF
(Figura 1) também podem estar presentes, mas estas ndo sdo necessarias para que
a particula seja infecciosa (MARTINEZ; KIELIAN et al., 2016; BROWN; KIELIAN,
2018). O RNA subgenbmico 26S é traduzido para originar a poliproteina precursora
das proteinas estruturais (C-Pe2-6K-E1) as quais em etapas replicativas tardias

posteriores, se tornardo proteinas estruturais maduras (CHEVILLON et al, 2008).

Figura 1. Diagrama esquematico do genoma dos alfavirus e seus produtos génicos.
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Fonte: Adaptado de WEAVER e LECUIT, 2015.



A proteina capsidica € multifuncional, nos alfavirus encefalicos do Novo Mundo
esta envolvida no fechamento dos processos transcricionais do hospedeiro, enquanto
em alfavirus artritogénico do Velho Mundo parecem nao estar envolvidas neste
processo. Em vez disso, os virus artritogénico do Velho Mundo dependem da nsP2
para induzir o fechamento transcricional e do hospedeiro (GARMASHOVA et al.,
2007; WONG; CHU, 2018).

A emergéncia dos alfavirus esta sujeita a muitos determinantes. A adaptacéo
do virus pode resultar em uma nova espécie hospedeira por meio de alteracdes
genéticas e refletir a possibilidade de ultrapassarem as barreiras das espécies e
promoverem novos ciclos de transmissdo. Na ocasido de surgimento de um novo
alfavirus, um painel extenso de testes de deteccédo especificos de patdgenos pode ser
dificil de configurar (COFFEY et al., 2013; ALLISON et al., 2015; GIRY et al., 2017.

Atualmente, ndo existem terapias antivirais licenciadas para o tratamento de
infeccdes por alfavirus, mas existem candidatos promissores inibidores da sintese ou
regulacdo viral e terapias com anticorpos. Varias vacinas estdo em testes clinicos,
embora até o momento ndo exista vacinas de alfavirus licenciadas (JIN et al., 2015;
ERASMUS et al., 2016; DA SILVA JUNIOR et al., 2017; BROWN; KIELIAN, 2018).

2.2.1 Chikungunya virus
2.2.1.1 Epidemiologia

O CHIKV foi identificado pela primeira vez durante uma epidemia de
poliartralgia febril na Tanzania em 1953. Desde entéo, tem sido relatado varios surtos
em grande escala na Africa, india, Sudeste Asiatico, Pacifico Ocidental e
Américas. Antes de 2000, os surtos de febre chikungunya eram na maior parte
esporadicos e limitados, mas, depois disso, o virus tem sido frequentemente causador
de formas graves de epidemias, impondo pesadas cargas econdmicas e perda de
produtividade (ROOSENHOFF et al., 2016; BURT et al., 2017, HOSSAIN et al., 2018).

Nas Américas, a transmisséo autoctone do CHIKYV foi detectada pela primeira
vez na llha de St. Martin em outubro de 2013 e rapidamente se espalhou para outras
regibes nos meses seguintes. Os primeiros casos autéctones no Brasil foram
confirmados em Oiapoque, no estado do Amapa, em 13 de setembro de 2014. Sete
dias depois, casos autéctones também foram confirmados em Feira de Santana,
Bahia (TEIXEIRA et al., 2015; NUNES et al., 2015).



Esse cenério epidémico manteve-se até meados de 2017, a partir de entéo,
passou a ocorrer uma propagacao mais lenta com ocorréncia de surtos mais
dispersos. Segundo dados do Ministério da Saude brasileiro, até o inicio do quarto
trimestre de 2018, foram registrados 80.010 casos provaveis de FC havendo 33
Obitos confirmados laboratorialmente. Em 2017, no mesmo periodo, foram 189
mortes, a reducédo é de 57% em relacdo a 2017, quando foram registrados 185.593
casos de infeccédo por CHIKV em todo o pais. (BRASIL, 2018).

Dados do MS (2017) mostraram que a regido Nordeste apresentou o maior
namero de casos provaveis da doenca (141.363; 76,6%) em relacdo ao pais. O estudo
de Barros (2018) corroborou com essas estimativas mostrando o perfil de
endemicidade do CHIKV no ano de 2017 no estado do Piaui, evidenciando sua co-

circulagdo com outros arbovirus.

2.2.1.2 Diversidade Genética

Atualmente trés genotipos do CHIKV foram identificados desde a sua
descoberta. Os genotipos leste-centro-sul-africano (ECSA) e oeste africano sao
endémicos e causam epidemias na Africa subsaariana, enquanto o genétipo asiatico
circula em Ae. aegypti - ciclos de transmissdo urbano no Sudeste Asiatico (Figura
2). A linhagem do Oceano indico (LIO) derivada da linhagem ECSA, surgiu do surto
de La Réunion e causou epidemias explosivas nas ilhas do Oceano indico e na Asia
entre 2005 e 2011 (COFFEY et al., 2014; CHEN et al., 2016).

Esta nova linhagem teve a substituicdo A226V da proteina E1, que junto com
outras mutacgoes, permitiu a infeccdo de mosquitos A. albopictus em maior extensao
(KUMAR et al, 2008; GALAN — HUERTA et al., 2018). Nas américas, a propagacao
inicial de casos autéctones foi devido ao gendtipo asiatico, mas o genétipo ECSA
também foi detectado circulando no Brasil em 2014 (TEIXEIRA et al., 2015).



FIGURA 2. Distribuigdo de linhagens de CHIKV associadas a surtos recentes em todo o mundo antes
e depois do ano 2000.
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Linhagens CHIKV °Asinlica o ECSA QEC SA (mutagcho E1.A226V)

icone laranja — linhagem asiatica; icone verde — linhagem leste/central/ sul-africana (ECSA); icone
verde com um circulo branco — ECSA com uma mutacao A226V na glicoproteina do envelope E1, esta
linhagem é algumas vezes referida como linhagem do Oceano Indico. Fonte: Adaptado de Tanabe et
al, 2018.

2.2.1.3 Transmisséo

O CHIKV é transmitido em dois ciclos diferentes: urbano e silvestre. O ciclo
urbano refere-se a transmissao de humano para mosquito para humano, enquanto a
transmissao silvestre é de primatas para mosquito para humano. O ciclo silvestre é a
principal forma de manutencéo na Africa. O CHIKV em outras areas mais densamente
povoadas é primariamente mantido em um ciclo urbano, no qual os humanos agem
como 0s principais hospedeiros e os mosquitos do género Aedes atuam como vetores
(GANESAN et al, 2017).

Também pode ocorrer a transmissdo materno-fetal no periodo intraparto, o que
resulta em altas taxas de morbidade infantil, sendo especialmente deletéria quando a
mée esta infectada até quatro dias que antecedem o parto (GERARDIN et al, 2008;
GERARDIN et al, 2014). Acredita-se que a introduc&o ocasional do virus em areas
urbanas cause surtos periodicos da doenca. Pouco se sabe sobre os fatores que

contribuem para a manutengcdo natural do CHIKV, mas a compreensao dos



catalisadores que promovem a manutenc¢do e a difusdo do CHIKV é essencial para

combater o surgimento e disseminacao do virus (SILVA;

2.2.1.4 Fisiopatogénese

DERMORDY, 2017).

Durante a infec¢ao, ocorre a inoculagao intradérmica do CHIKV que adentra os

capilares subcutaneos presentes na derme e se replica nos fibroblastos, macréfagos

dérmicos, células dendriticas e possivelmente nas células endoteliais (SCHWARTZ;

ALBERT, 2010). Estudos mostram que a saliva do A. aegypti possui propriedades

anticoagulantes e anti-inflamatdrias que auxiliam na proliferacdo do CHIKV na derme,

inibindo a resposta antiviral local (WICHIT et al, 2017).

A resposta imune inicia poucas horas apos a infec¢do, sendo o virus capaz de

sobrepor a resposta e alcancar a corrente sanguinea (COUDERC et al, 2008). Durante

este periodo de incubacgéo que leva de 3 a 7 dias, observa-se um aumento substancial

da carga viral em diversos 6rgdos como linfonodos, figado, rins, incluindo cérebro,

musculos e articulacdes (Figura 3), podendo chegar a titulagdo de 10*° cépias/mL no

plasma (ASSUNCAO-MIRANDA et al.,

Figura 3. Patogénese da infec¢édo pelo CHIKV

2013; ROOSENHOFF et al., 2016).
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replicacéo adicional. Fonte: Adaptado de LUM et al., 2015.
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A infeccdo aguda provoca uma resposta inflamatéria em tecidos infectados,
caracterizada por uma extensa infiltrac&o, principalmente de macréfagos e mondcitos,
mas também neutrdfilos, células NK e linfécitos em tecidos-alvo, além do aumento do
namero de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias. A replicacdo viral e as respostas
imunes do hospedeiro causam mialgia e poliartralgia em articulagdes distais. A doenca
cbnica do CHIKV é provavelmente mediada por virus e inflamacdo persistentes
(TANABE et al., 2018).

Dentro da articulagéo cronicamente infectada, a presenca continuada de um
subgrupo de células infiltrantes (principalmente macréfagos, mondcitos e linfocitos) e
mediadores pro-inflamatorios especificos (IL-6, IL-8 e MCP-1) no liquido sinovial
provavelmente contribuem para o prolongamento da doenca inflamatéria, local onde
a persisténcia viral pode durar por cerca de 1 ano. O revestimento interno das
articulacdes sinoviais é formado por células sinoviais semelhantes a macrofagos e
sinoviocitos semelhantes a fibroblastos, e os Ultimos sdo conhecidos por serem
importantes para a patogénese da artrite reumatoide, dessa forma assemelhando a
patologia articular cronica do CHIKV com a doenga reumatica (SILVA; DERMODY,
2017).

O cérebro é conhecido por ter sua propria resposta imune inata. Como vem
sendo observado, embora o0s sintomas neuroldgicos sejam incomuns, eles podem ser
graves, particularmente em recém-nascidos (AMDEKAR et al, 2017). Diante disso,
estudos experimentais corroboram com a evidéncia de neurotropismo do CHIKV e
acoplamento de uma resposta imune inata multifacetada de astrdcitos, microglia e
células dendriticas residentes. No entanto, permanece incerto se 0s sintomas
neurologicos sédo devidos a persisténcia do virus ou resposta imune inadequada
(FRED et al., 2018).

2.2.1.5 Apresentacdao clinica

O espectro clinico da CHIKF é amplo (Figura 4). Os sintomas podem surgir
entre quatro a sete dias apos a infeccao e a doenca pode evoluir em trés fases: aguda,
subaguda e crbénica. Apos o periodo de incubacao inicia-se a fase aguda ou febril, que
dura até o décimo quarto dia. Na fase aguda, os individuos apresentam febre alta,
calafrio, cefaleia, nausea, vémito, fadiga, dor nas costas, mialgia e artralgia simétrica
(JAVELLE et al., 2015; WONG; CHU, 2018).
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Figura 4. Espectro clinico da febre chikungunya
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Fonte: SVS/MS, 2017.

Na fase aguda, o virus esta normalmente presente nas areas onde os sintomas
séo relatados. O CHIKV é capaz de infectar tanto as células progenitoras do masculo
esquelético como os fibroblastos nos tecidos conectivos dos musculos e
articulacdes, onde reside uma alta densidade de terminacdes nervosas nociceptivas
(SILVA, DERMODY, 2017). Casos assintomaticos sédo considerados raros,
representando de 3 a 5% dos infectados (AZEVEDO et al., 2015).

Alguns pacientes evoluem com persisténcia das dores articulares apés a fase
aguda, caracterizando o inicio da fase subaguda, com duracdo de até 3 meses. Nestas
fases, algumas manifestacdes clinicas podem variar de acordo com o sexo e a idade.
Exantema, vomitos, sangramento e Ulceras orais parecem estar mais associados ao
sexo feminino. Dor articular, edema e maior duracdo da febre sdo mais prevalentes
guanto maior a idade do paciente (BURT et al, 2012; MS/SVS, 2017).

Durante a fase subaguda a febre normalmente desaparece, podendo haver
persisténcia ou agravamento da artralgia. O comprometimento articular costuma ser
acompanhado por edema de intensidade variavel. Podem ocorrer também astenia,
recorréncia do prurido generalizado e exantema maculopapular, além do surgimento
de lesdes purpuricas, vesiculares e bolhosas. Alguns pacientes podem desenvolver
doenca vascular periférica, fadiga e sintomas depressivos. Se 0s sintomas persistirem
por mais de trés meses, apds o inicio da doenca, estara instalada a fase cronica
(NASCI, 2014; WHITE et al., 2018).

O padrao de comprometimento articular crénico pode ocorrer na forma de oligo
ou poliartralgia persistente ou recidivante, geralmente simétrica e de intensidade

variavel, predominando em punhos, méos, tornozelos e joelhos, associados a rigidez
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matinal e edema articular (Figura 5 AB). Mesmo pacientes que apresentam melhoria
significativa inicial podem cursar com recidivas, com intervalos que podem variar de
uma semana a anos, com sintomas variaveis e com comprometimento das mesmas
articulagdes acometidas previamente (SIMON et al., 2015; BRITO et al., 2017).

Figura 5. Caracteristicas clinicas da doenca nos pacientes com infec¢éo pelo CHIKV

Cronica
) Resolucéo ou Artralgia persistente/
Sintomas Agudos agravamento da artralgia oscilante
A4 i 90 dias Apos 90 dias

Representacéo utilizando Discus Homunculo do Google Analytics, do envolvimento das articula¢des de
pacintes com base em historia na fase aguda e exame médico na fase crénica da infec¢do. B — Linha
do tempo que descreve o inicio dos sintomas agudos, resolu¢cédo ou agravamento da artrite ao longo do
tempo. Fonte: Adaptado de MINER et al., 2015.

As apresentacdes atipicas da infec¢ao por CHIKV podem envolver quase todos
0s sistemas de 6rgdos, como visto na (Tabela 1), sendo as manifestacfes extra
articulares mais comuns relatadas na literatura aquelas que relacionadas ao sistema
nervoso e ocular. Alteracdes no trato gastrointestinal, figado, rim, mausculos,

membranas mucosas e células da pele e hematoldgicas tém sido evidenciadas, assim
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como nos processos de hemostasia e coagulagdo. O comprometimento
cardiovascular quando acometido geralmente tém desfechos fatais (RAJAPAKSE et
al., 2010; GERARDIN et al., 2016; ALVAREZ et al., 2017).

Tabela 1. Manifestac¢des atipicas apresentadas na infec¢@o por CHKV

SISTEMA/ORGAO | MANIFESTACOES

Nervoso Meningoencefalite, encefalopatia, convulsdo, Sindrome de Guillain-Barré,
Sindrome cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias.

Olho Neurite 6ptica, iridociclite, episclerite, retinite e uveite.

Cardiovascular Miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritmia e instabilidade
hemodinamica.

Pele Hiperpigmentacdo por fotossensibilidade, dermatoses vesiculobolhosas e
ulceracdes aftosa-recorrentes.

Rins Nefrite e insuficiéncia renal aguda.

Outros Discrasia sanguinea, pneumonia, insuficiéncia respiratoria, hepatite,

pancreatite, sindrome da secrecao inapropriada do horménio antidiurético e
insuficiéncia adrenal.

Fonte: Adaptado de RAJAPAKSE et al., 2010.

A infeccao por CHIKV pode causar apresentacdes clinicas graves, ndo apenas
em pacientes idosos ou em pacientes de alto risco, mas também em pacientes mais
jovens com histérico médico normal. A mortalidade dos casos graves pode chegar a
48% e o CHIKV tem sido fortemente associado a dramaticas complicagdes
neurologicas, hepaticas e cardiacas. Formas clinicas graves estdo associadas a
presenca de varias condicdes médicas subjacentes como doencas respiratérias ou
cardiovasculares em cerca de 90% dos casos (TORRES et al, 2014).

Idosos representam um grupo com risco aumentado de progresséo mais grave
da infeccdo por CHIKV havendo relatos de casos fatais com descricéo de insuficiéncia
hepéatica com subsequente colapso cardiovascular e deterioracdo neuroldgica e
pulmonar seguida por faléncia multipla de 6rgéos, no entanto a infeccao por CHIKV
pode causar apresentacdes clinicas graves também em pacientes mais jovens com
histérico médico normal (CHIA et al., 2010; HOZ et al., 2015).

Os casos mais graves, embora raros, sdo aqueles que envolvem de
complicacdes neuroldgicas. Além disso, h4 alguns casos de CHIKV causando
abortos e complicagfes neonatais como encefalopatia neonatal ap6s transmisséo
materno-fetal (TORRES et al., 2016; AMARAL; SCHOEN, 2018; FRED et al., 2018).
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2.2.1.6 Diagnéstico

Os métodos de diagnostico de infeccBes virais podem ser classificados como
virologicos (diretos) e sorologicos (indiretos), sendo empregados de acordo com a
cinética da viremia e com a resposta de anticorpos (PEELING et al, 2010; BURT et
al., 2012). Sdo exemplos de métodos virolégicos e sorolégicos respectivamente, o
isolamento viral por deteccdo molecular por meio de “Reverse Transcription-
Polimerase Chain Reaction” (RT-PCR) e o0s ensaios “Enzyme Linked
ImmunonoSorbent Assay” (ELISA) para a deteccao de antigenos (BRONZONI et al.,
2005; GUZMAN, et al. 2010; TANG, et al. 2012).

O diagnéstico clinico é desafiador, ja que os sinais e sintomas da CHIKF podem
se sobrepor ao de outras doencas. Achados laboratoriais como niveis elevados de
transaminases, leucocitose, trombocitopenia e creatinina elevada estéo previamente
associados a infeccdo por CHIKV em adultos, no entanto, sendo resultados
inespecificos, ndo séo suficientes para definir o diagnostico (HSU et al, 2019). Além
disso, inicialmente é indicado a deteccdo de RNA viral pela técnica de biologia
molecular RT-PCR em amostras de soro, plasma ou liquido cefalorraquidiano (LCR)
obtidas nos primeiros dias de manifestacdo sintomatica (entre o 1° e 5° dia),
oferecendo maior sensibilidade nos resultados (BRONZONI et al., 2005; MARDEKIAN
e ROBERTS, 2015).

Pacientes infectados com CHIKV respondem com a produgé&o de anticorpos na
fase inicial da doenca, podendo ser detectadas concentra¢cdes de imunoglobulina M
(IgM) no inicio da infeccdo bem como imunoglobulina G (IgG) anti-CHIKYV,
neutralizantes, na segunda semana da doenca. Os anticorpos sé&o importantes para a
depuracéo da infeccao viral. Os anticorpos neutralizantes persistem por ao menos 21
meses e provavelmente por anos protegendo contra novas infecgées por CHIKV
(BURT et al. 2017).

Embora o teste de isolamento viral seja importante para identificar as etiologias
da doenca, os resultados dependem de niveis de viremia que séo suficientes apenas
para deteccao durante os primeiros dias de infeccdo. Na auséncia de viremia, ELISA
e testes de neutralizacdo de reducdo de placa podem ser usados para detectar
anticorpos especificos de virus, mas esses métodos nédo sao passiveis de analise de
alto rendimento, e testes de virus vivos podem exigir um nivel de biosseguranca
(MARDEKIAN; ROBERTS, 2015; JOHNSON et al., 2016). No Brasil o diagnostico &
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realizado conforme a classificagdo de risco, diante de um caso suspeito de febre
chikungunya, sao solicitados exames especificos (PCR/sorologia), o hemograma
deve ser solicitado obrigatoriamente para os pacientes do grupo de risco, e com
bioquimica como transaminases, creatinina e eletrolitos para os pacientes com sinais
de gravidade e pacientes com critérios de internacdo. Na auséncia dessas condicdes,
a solicitacao fica a critério médico (BRASIL, 2017).

Estudos realizados Bandeira e colaboradores (2016) detectaram presenca de
CHIKV na urina apds 30 dias dos sintomas iniciais, contrastando com achados da
literatura que mostravam ndo haver deteccdo do CHIKV na urina apds a primeira
semana do inicio dos sintomas. Isso poderia fornecer uma janela ampliada para o
diagnéstico de uma infeccao recente com o CHIKV.

Em paises que vivenciam epidemias de CHIKF, os clinicos devem estar
familiarizados com a possibilidade de ocorréncia de casos atipicos e graves da
doenca, e incluindo métodos diagndsticos complementares que permitam a deteccao
precoce do comprometimento de 6rgdos-alvos. Esse conhecimento pode ajudar a
melhorar o0 gerenciamento das manifestacbes clinicas prevenindo o
desencadeamento de incapacidades e 6ébitos (TORRES et al, 2014).

Em regibes onde o CHIKV apresenta carater endémico o diagndéstico diferencial
torna-se um grande desafio, uma vez que suas manifestacdes clinicas podem ser
confundidas com uma sintomatologia de rotina apresentada por outras patologias
(MINER et al, 2015). A sobreposicdo de sintomas entre as arboviroses desafiam o
diagnostico preciso com base nas manifestacfes clinicas e a detecgcdo direta é
limitada a fase aguda da infeccdo (BOZZA et al, 2019). Alterac6es como leucopenia,
neutropenia e linfopenia assim como na infeccéo por CHIKV, também podem ocorrer
durante o curso de outras arboviroses, como a dengue, estando relacionadas a
viruléncia do gendtipo envolvido na infeccdo e caracteristicas associadas ao
hospedeiro, como a presenca de comorbidades, imunodepressao e idade (FERREIRA
et al., 2010).

2.2.1.7 Prevengao e controle
A maior énfase no controle do CHIKV esta voltada para o desenvolvimento de
vacinas eficazes, no entanto, atualmente algumas opc¢les terapéuticas tém sido

abordadas, como o uso de compostos antivirais tradicionais, sintese de compostos
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moduladores de resposta imune, testes de eficAcia com medicamentos existentes e a
utilizacdo de anticorpos monoclonais terapéuticos, como uma tentativa de atenuar o
carater endémico e o impacto econémico que o virus tem estabelecido em diversas
populagdes (TANABE et al, 2018).

O tratamento combinado com anticorpos monoclonais e medicamentos
antirreumaticos, tem sido uma alternativa inovadora no controle da doenca causada
pelo CHIKV. Um estudo utilizando essa associagdo em modelo murino mostrou que o
tratamento foi capaz de eliminar completamente o edema e a infeccao viral, o que
corresponde a uma opgao terapéutica para uma variedade de doencgas infecciosas
(POWERS et al, 2017).

As drogas antirreumaticas modificadoras da doenca (DMARDSs) funcionam
modulando varios aspectos das respostas imunes e inflamatérias, controlando a
atividade da doenca e prevenindo sua a progressao (RAVINDRAN; ALIAS, 2016).
Esses medicamentos sdo considerados poupadores de corticoides minimizando seu
uso prolongado além de outras classes como os anti-inflamatérios nao-esteroides
(AINEs) usados principalmente para controlar os sintomas. Dessa forma, o uso da
terapia combinada com Metotrexato tem sido indicada e estudos demonstraram
reducdo mais rapida da atividade da doenca, a melhora satisfatoria no funcionamento
fisico e menos evidéncias radiograficas de progressédo de danos (BERGSTRA et al,
2017).

De acordo com Chen e colaboradores (2018), a associacao de curtos ciclos
de corticosteroide beneficia pacientes com desordens musculoesqueléticas
associadas ao CHIKV, reduzindo o fenbmeno inflamatdrio e bloqueando o processo
imunolégico. O Metotrexato tem sido amplamente utilizado no tratamento da
chikungunya devido a observacao da presenca de mondcitos e macrofagos no tecido
sinovial de pacientes cronicos, possivelmente pela persisténcia do virus nessa
localidade (BEDOUI et al, 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
e Investigar a dindmica de circulacdo do CHIKV, com énfase na avaliagcdo do
perfil clinico de pacientes confirmados por métodos moleculares, na cidade de
Parnaiba-PI no periodo de 2017 a 2019.

3.2 Objetivos Especificos

e Detectar CHIKV em amostras clinicas de soro por RT-PCR, utilizando
iniciadores especificos e ELISA

e Verificar a hipotese que variaveis inerentes a histéria e apresentacao clinica
podem ser fatores preditores para artralgia persistente em pacientes infeccao
confirmada por CHIKV.

e Analisar a correlacdo estatistica de forma individual e em conjunto, de fatores
de risco associado ao perfil de cronicidade do CHIKV.

e Investigar a ocorréncia de manifestacdes atipicas e casos graves associados a

infeccdo por CHIKV como encefalites e neuropatias.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos e Legais

A pesquisa foi realizada mediante aprovacao do presente projeto pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui a Resolugéo 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 obtencao de dados clinicos-laboratoriais dos
pacientes

Foram coletadas amostras de soro de pacientes com sintomatologia classica
para arboviroses, atendidos no Laborat6rio do Pronto Socorro Municipal (PSM) de
Parnaiba, Hospital Estadual Dirceu Arcoverde (HEDA) e Laboratério Central de Saude
Publica Dr. Costa Alvarenga (LACEN-PI), durante o periodo de 2017 a 2019.

As amostras foram armazenadas em freezer -70°C no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia de Microrganismos e Plantas (BIOMIC), localizado na
Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, para posterior analise.
As informacdes clinicas e epidemioldgicas dos pacientes atendidos em Parnaiba
foram obtidas por meio de aplicacdo de questionario semiestruturado (Anexo II)
diretamente com o paciente, apos a leitura e assinatura do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo ).

4.3 Diagnostico molecular

4.3.1 Selecao de amostras

Para o teste de identificagcdo viral foram descartadas amostras que
apresentarem mais de 7 dias de sintomas e quando os mesmos ndo forem sintomas
sugestivos para CHIKF. N&o serdo selecionadas amostras que apresentarem
sorologia 1gG para CHIKV ou com quantidades insuficientes de soro para deteccdo

viral.

4.3.2 Extracdo de RNA Viral e RT-PCR
O RNA viral foi extraido a partir das amostras de soro utilizando o QIAamp®

Viral RNA Mini Kit conforme instrucdes do fabricante. Apos esta etapa € realizada a
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reacdo de Transcricdo Reversa (RT), onde o RNA viral é convertido em DNA
complementar (cDNA) por meio da acdo de uma enzima denominada Transcriptase
Reversa.

O protocolo selecionado utiliza os Random Hexamers, que correspondem a
oligodesoxirribonucleotideos de sequéncias curtas e aleatérias, que se ligam a
gualquer regidao do RNA e permitem a sintese de cDNA. Este protocolo ocorre em
duas etapas: na primeira etapa, 10 ul de RNA molde e 5 uyl de Random Hexamers (50
MM) sdo incubados no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) a 25°C por 10
min e 70°C por 5 min.

Apobs serem retiradas do termociclador, as amostras sdo armazenadas no gelo
por 2 minutos para evitar a formacéo de dimeros. Na segunda etapa séo adicionados
5 yl de Tampéo da enzima (5X), 5 yl de dNTP (10mM) e 1 yl de MMLV (200U/ pl),
obtendo-se um volume final de 26 pl, quando os mesmos sao novamente incubados
a 37°C por 60 min e 85°C por 5 min.

4.3.3 Reacao em Cadeia Polimerase

A Reacdo em Cadeia da Polimerase promove a amplificacdo dos fragmentos
de interesse por acdo da enzima Tag DNA polimerase. Nesta etapa séo utilizados
protocolos para amplificacdo da regido do gene escolhida do virus que se deseja
pesquisar. Para deteccdo de CHIKV foram empregados trés protocolos para
amplificacéo de regides dos genes que codificam as glicoproteinas E1, E2 e E2-6K.

Foram utilizados os iniciadores CHIKV-F e CHIKV-R descritos por Kumar et al
(2007), que se anelam em regides especificas do gene que codifica a glicoproteina
estrutural de envelope E1, resultando em um produto de 330 pb. Para deteccéo da
regido que codifica a glicoproteina E2, utiliza-se uma nested PCR com os iniciadores
descritos por Porter et al (2004), realizada em duas etapas, na primeira sao utilizados
os iniciadores JM1 e JM2, que geram um produto final de 240 pb. Na segunda etapa
séo utilizados os iniciadores JM3 e JM4, resultando em um produto final de 200 pb.
Sequéncias de oligonucleotideos foram selecionados para a amplificacdo especifica
de fragmentos dos genes E2-6K, resultando em um produto de 618 pb. As descri¢cdes

detalhadas das sequéncias de iniciadores sdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncia de iniciadores descritos por Porter e colaboradores (2004), Kumar e
colaboradores (2007), e sequéncia de iniciadores desenhada para amplificacdo das regides de
interesse dos genes E1, E2 e a juncdo E2-6K com suas localizacdes e tamanhos dos produtos

INICIADORES SEQUENCIA (5'- 3)) GENE PRODUTO
DVRChk-F ACCGGCGTCTACCCATTCATGT El 330pb
DVRChk-R GGGCGGGTAGTCCATGTTCTAGA

IM1-F GCAGACGCAGAGAGGGCCAG 240pb
JM2-R CGTGCTGCAAGGTAGTTCTC E2
IM3-F GCTATTTGTAAGAACGTCAG 200pb
IM4-R TACCGTGCTGCGGTCGCCAA
E2-6K-F GAGCTACCGTCCCTTTCCTG E2-6K 618pb
E2-6K-R GCGGTATGAGCCCTGTATGC

Fonte: do autor

Nos protocolos de Porter e colaboradores (2004) e Kumar e colaboradores
(2007) para um volume final de 25 pl séo adicionados: 2,5 pl de tampéo (10x), 1,2 ul
de MgCl2 (50mM), 0,4 ul de dNTPs (10mM), 0,2 pl de primer foward (10 pmol/ pL), 0,2
ul de primer reverse (10pmol/ul), 0,2ul de Taq DNA polimerase (5U/ul), 17,25ul de
H20 estéril e 3 ul de cDNA para cada amostra.

No protocolo padronizado no laboratério BIOMIC foi estabelecido para um
volume final de 25 pl a adi¢cdo de 2,5ul de tampéao (10x), 1,2ul de MgCI2 (50mM), 0,5ul
de dNTPs (10mM), 0,3ul de primer foward (10 pmol/ pL), 0,3 ul de primer reverse
(10pmol/ul), 0,2ul de Taq DNA polimerase (5U/ul), 17ul de H20 estéril e 3 ul de cDNA
para cada amostra. Depois de misturados, 0s reagentes sdo incubados no
termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e submetidos a diferentes etapas
conforme estabelecidos pelos autores.

O ciclo estabelecido para reacao de Porter e colaboradores (2004) consiste nas
etapas de desnaturacéo inicial por 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de amplificacéo
(94°C por 45 seg; 55°C por 30 seg; 72°C por 1 min) e de uma extenséo final a 72°C
por 10 min. S&o utilizados 2,5ul do produto da primeira etapa em uma segunda reacao
com os primers JM3 e JM4, utilizando os mesmos parametros e condi¢des da primeira

reacao.

Para a reacfes de Kumar (2007) foram realizadas etapas de desnaturacao

inicial por 5 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de amplificagao (94°C por 45 seg; 58°C
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por 30 seg; 72°C por 1 min) e de uma extensao final a 72°C por 30 min. Na reagao
implementada no laboratdrio BIOMIC foram utilizadas as mesmas etapas, modificando

apenas a temperatura de anelamento, utilizando 55°C por 30 segundos.

4.3.4 Visualizagao dos produtos amplificados

Os produtos da PCR e um marcador de tamanho molecular (“Ladder” — 100pb)
serdo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com GelRed®.
A eletroforese é realizada em cuba horizontal preenchida com tampéo TBE 1x (tris +
acido 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 analise visual.

4.4 Acompanhamento clinico dos pacientes positivos para CHIKV

Participaram do acompanhamento clinico pacientes positivos para CHIKV por
RT-PCR ou sorologia IgM realizada pelo LACEN- PI, o grupo sera submetido a
entrevistas através de telefonemas e visitas domiciliares. Os dados clinicos de todos
os pacientes foram recolhidos sistematicamente apods a fase de sintomas agudos
durante os dias D90, D180 retornando contato apos D180, a fim de monitorar a
tendéncia de manifestacbes clinicas e cronicidade. O potencial de recidivas e
permanéncia dos sintomas foi observado durante entrevista.

Um questionario semiestruturado contruido pelo autor e colaboragéo de Barros
(2018) (Anexo Ill) foi utilizado para recolher informacdes sobre persisténcia dos
sintomas, presenca de comorbidades, principais membros/articulacbes acometidas,
terapéutica utilizada e registro de manifestacdes atipicas. Para individuos com idade

inferior a 15 anos, responderao os pais ou responsaveis legais.

4.5 Analise Estatistica

Para identificacdo dos sintomas mais frequentes, comorbidades relacionadas e
a persisténcia dos sinais entre 0os casos positivos para CHIKV, os dados foram
inseridos em planilha e realizada estatistica descritiva dos sintomas utilizando o
software IBM SPSS Statistics 21.0. As variaveis continuas foram resumidas em
medianas e intervalos interquartil, enquanto as variaveis categoricas serdo expressas
como contagens e porcentagens (Quadro. O Odds ratios (OR) com 95% -IC foram
calculados para identificar fatores de risco em modelos univariados de regresséo

logistica. Foram selecionadas as variaveis (Tabela 3) que tiveram na correlagdo de
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Spearman um p < 0,20 para posterior interpretacdo da magnitude das correla¢des de
acordo com os valores de coeficientes de correlacdo Beta em modelos ajustados de
regressao logistica multivariada do tipo Stepwise. Para todas as analises foi

considerado um alfa de 5% para significancia estatistica.

Tabela 3. Descrigao e caracterizacdo das variaveis estudadas

VARIAVEL TIPO CATEGORIA DE ANALISE
Dependente
Artralgia Persistente Categorica Nominal 1- Presente
2- Ausente
Independentes
Género Categérica nominal 1- Masculino
2- Feminino
Idade Continua N&o se aplica
Sintomas Categorica Nominal 1- Edema nas articulagbes

2- Dorméncia

3- Manifestacdes cutdneas
4- Mialgia

5- Rigidez Matinal

6- Déficit de concentracao

Comorbidades Categérica Nominal 1- HAS
2- Diabetes
3- Doencas Reuméticas Prévias
4-  Autoimunes
5- Obesidade
6- Outras comorbidades
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5. RESULTADOS

Durante os anos de 2017 e 2018 foram coletadas 353 amostras (Figura 6)
de soro de pacientes com sintomatologia classica de infec¢do por arboviroses, das
qguais apos serem considerados critérios de exclusdo pré-estabelecidos foram
realizados de testes soroldgicos e moleculares para deteccdo de pacientes positivos

para CHIKF e posterior acompanhamento clinico.

Figura 6. Esquema representativo para detec¢do de amostras positivas para CHIKV por meio de
testes moleculares e sorolégicos durante os anos de 2017 e 2018

Total de Amostras Coletadas
2017 (n) =347

2018 (n) =06
n=353

Amostras testadas para CHIKV Amostras testadas para
por RT-PCR CHIKYV por Sorologia IgM
n=56 n= 230

Amostras positivas para
CHIKV
n=184

Responderam questionario
por telefonema ou
em domicilio
n=88

Pacientes em fase crbnica
n =68




24

Para realizagdo de testes moleculares foram selecionadas um total de 56
amostras, submetidas a extracdo de RNA viral e testadas por RT-PCR para CHIKV
utilizando os protocolos descritos por Porter e colaboradores (2004) e Kumar e
colaboradores (2007). Posteriormente, as amostras foram testadas utilizando
iniciadores desenhados no laboratério BIOMIC que amplificam uma regido da juncéo
dos genes E2-6k com um produto de 618 pb.

A infeccdo pbde ser confirmada em um total de 184 (52,1%) amostras, das
quais 170 (92,4%) foram positivas por sorologia IgM com uma média de 11,8 dias de
sintomas até a realizagao do teste e 14 (7,6%) por RT-PCR em um intervalo de tempo
médio de 3,9 dias do inicio dos sintomas, 04 (2,2%) pacientes tiveram resultado
positivo por ambos os testes em uma média de 4,8 dias de queixas clinicas, conforme
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de diagndsticos positivos por RT-PCR, sorologia IgM e ambos os testes por
amostragem de dias referentes ao inicio dos sintomas.

TESTE DIAGNOSTICO N MEDIA [MIN-MAX]
(AMOSTRAS) (DIAS DE SINTOMAS)
RT-PCR 14/56 3,9 [02-05]
Sorologia IgM 170/230 11,8 [03-44]
RT-PCR e IgM 04/14 4,8 [04-05]

Apols a constatacdo dos pacientes positivos para CHIKV, foram realizadas
entrevistas de acompanhamento no periodo de agosto de 2017 a agosto de 2018.
Dessa forma 88 (47,8%) pacientes com diagndstico confirmado para CHIKV
responderam o questionario semiestruturado de cronicidade e permitiram o
acompanhamento clinico. Para tracar o perfil de cronicidade, o grupo foi composto por
agueles que apresentaram artralgia persistente nos intervalos D 90, D180 e D>180
do inicio dos sintomas. Permaneceram dentro desse critério 68 pacientes que

compuseram o numero amostral deste estudo.

A idade média encontrada foi de 46,0 anos (IQR 33,3-57,6 anos) com
prevaléncia do sexo feminino (79,4%) em relagdo ao masculino (20,6%). Concernente
as apresentacdes clinicas, as comorbidades mais prevalentes foram doencas
reumaticas prévias (25,0%) e HAS (19,1%), embora tenha se destacado o relato de

outras comorbidades (51,5%) como doencas respiratérias ou que envolvem outros
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sistemas do corpo ndo contempladas no questionario. Com relagcdo aos sintomas
continuos, pbde-se observar de forma predominante a presenca de edema nas
articulacbes (64,7%), queixa de rigidez matinal (54,4%) e dorméncia (44,4%) em
membros distais. Outro sintoma relatado foi o déficit de concentracdo (26,5%)
conforme mostrado na Tabela 5.

Tabela 5. Caracteristicas epidemiolédgicas dos pacientes com infeccdo cronica por febre chikungunya
N=68

IDADE (MEDIA [IQR]) 46,0 [33,3-57,6]
0-19 anos 29 15,7
20-40 anos 69 37,5
41-60 anos 73 39,7
>60 anos 13 7,1
GENERO N (%)
Masculino 14 20,6
Feminino 54 79,4
HISTORIA CLINICA N (%)
HAS* 13 19,1
Diabetes 05 7,4
Doencas Reumaticas Prévias 17 25,0
Doencas Autoimune 04 59
Obesidade 06 8,8
Outras comorbidades 35 51,5
SINTOMAS N (%)
Edema nas articulactes 44 64,7
Dorméncia 30 441
Manifestacfes cutaneas 10 14,7
Mialgia 16 23,5
Rigidez matinal 37 54,4
Déficit de concentragdo 18 26,5
ABSENTEISMO N (%)
Limitacdo nas AVD** 45 66,2
Afastamento do trabalho 35 51,5
Tratamento Medicamentoso 62 91,2

*Hipertensao Arterial Sistémica; **AVD — Atividades de vida diaria.

Apesar de geralmente n&o ser fatal, a dolorosa natureza debilitante da infeccéo
pelo CHIKV e seu impacto na produtividade séo visiveis, nesse estudo 66,2% dos
pacientes afirmaram que a dor incapacitou a realizacado de AVD e 51,5% precisaram
solicitar afastamento do trabalho. Foi observado que 91,2% dos pacientes fizeram uso
de algum medicamento analgésico, antipirético ou anti-inflamatério durante o curso

dos sintomas (Tabela 5).
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O espectro clinico dos pacientes que evoluiram para fase crénica da doenca
demonstrou que multiplas articulacdes foram simetricamente acometidas (72,4%),
com isso, membros periféricos como joelhos (72,1%), tornozelos (72,1%), pés (72,1%)
e dedos dos pés (72,1%) em mesma proporcdo, seguidos de méaos (69,1%), dedos
das méaos (67,6%) sendo os mais afetados pela artralgia persistente de acordo com a
Tabela 6.

Tabela 6. Padrdo de Acometimento Articular (n=68)

ARTICULACOES AFETADAS N (%)
Maos 47 69,1
Dedos das méos 46 67,6
Punhos 37 54,4
Cotovelos 13 19,1
Ombros 15 22,1
Quadril 8 11,8
Joelhos 49 72,1
Tornozelos 49 72,1
Pés 49 72,1
Dedos dos pés 49 72,1

A artralgia recorrente foi observada em 65,5% dos pacientes que referiam o
retorno das dores articulares em um intervalo em média de 5 a 10 dias. Houve um
relato de recorréncia da artralgia aproximadamente 4 meses da interrupcdo dos
sintomas.

Vérios fatores podem estar associados a artralgia de longa duragcdo apos a
CHIKF ou até mesmo relacionados a gravidade da doenca. A partir da andlise das
frequéncias descritas anteriormente inferimos sobre aquelas que apresentaram

relacdo de risco com a persisténcia da artralgia nos pacientes participantes do estudo.
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Figura 7. Fatores de risco para poliartralgia em pacientes no curso da doenca crénica associada ao
CHIKV no periodo D90 (n=13/68).

D90

Género L 4 2.00[0.51, 7.90]
Doencas reumaticas r J 2.10[0.41, 10.71]
HAS 3 1.40[0.29, 6.81]
Outras comorbidades -l—1 0.90[0.43, 1.86]
Edema v—-—-—c 0.50 [0.11, 2.24]
Dorméncia l—-—-l 0.90 [0.28, 2.85]

1

>

]

Rigidez matinal 2.00 [0.58, 6.93]

1.06 [0.69, 1.62]

0 2 4 6 8 10 12
Odds ratio (95%Cl)

Para controlar o confundimento foi realizada Regressao Logistica Univariada, foi considerado variaveis
com valor de p>0,20.

Figura 8. Fatores de risco para poliartralgia em pacientes no curso da doenga crbénica associada ao
CHIKV no periodo D180 (n=28/68).

D180

Género 1 1.30 [0.41, 4.16]
Doencas reumaticas k 1.30 [0.42, 4.06]
HAS + 4 1.00 [0.30, 3.32]
Qutras comorbidades = 4 1.30 [0.51, 3.34]
Edema b - 4 1.30 [0.48, 3.49]
Dorméncia D—I:—c 0.90 [0.37, 2.20]
Rigidez matinal )—I—-—i 0.70[0.27, 1.81]
i 1.07 [0.75, 1.54]

I ; ] L] ) 1

0 1 2 3 4 5

Odds ratio (95%Cl)

Para controlar o confundimento foi realizada Regresséo Logistica Univariada, foi considerado variaveis
com valor de p>0,20.
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Figura 9. Fatores de risco para poliartralgia em pacientes no curso da doenca crénica associada ao
CHIKYV no periodo D>180 (n=27/68).

D> 180

Género J 1.30 [0.41, 4.16]
Doencas reumaticas r 1 1.30 [0.42, 4.06]
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Edema — 1 1.30 [0.48, 3.49]
Dorméncia '—‘—0 0.90 [0.37, 2.20]
Rigidez matinal ——— 0.70[0.27, 1.81]
i 1.07 [0.75, 1.54]
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Odds ratio (95%Cl)

Para controlar o confundimento foi realizada Regressao Logistica Univariada, foi considerado variaveis
com valor de p>0,20.



Tabela 7. Analise de regressao linear multipla (modelo stepwise), no periodo D90, para a variavel dependente artralgia persistente (n=13/68).

Modelo Variaveis explicativas p R2 Constante Beta p
1 Género 0,000 0,020 1,978 -0,140 0,263
2 Género 0,000 0,092 1,663 -1,16 0,338
Idade 0,271 0,028
3 Género 0,000 0,095 1,717 -0,102 0,424
Idade 0,261 0,039
Rigidez matinal -0,54 0,676
4 Género 0,000 0,111 1,625 -0,133 0,310
Idade 0,253 0,045
Rigidez matinal -0,050 0,696
Presenca de edema articular 0,130 0,298
5 Género 0,000 0,117 1,701 -0,131 0,318
Idade 0,258 0,043
Rigidez matinal -0,061 0,640
Presenca de edema articular 0,143 0,263
Dorméncia -0,079 0,530
6 Género 0,001 0,126 1,458 -1,34 0,310
Idade 0,304 0,031
Rigidez matinal -0,064 0,627
Presenca de edema articular 0,142 0,267
Dorméncia -0,069 0,583
HAS 0,109 0,428
7 Género 0,007 0,131 1,334 -0,145 0,279
Idade 0,340 0,030
Rigidez matinal -0,077 0,567
Presenca de edema articular 0,139 0,280
Dorméncia -0,055 0,670
HAS 0,083 0,569
Doencas reumdticas prévias 0,094 0,577
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Tabela 8. Analise de regressao linear multipla (modelo stepwise), no periodo D180,para a variavel dependente artralgia persistente (n=28/68).

Modelo Variaveis explicativas p R? Constante Beta p
1 Género 0,000 0,002 1,625 -0,047 0,706
2 Género 0,000 0,002 1,592 -0,046 0,717
Idade 0,015 0,904
3 Género 0,000 0,011 1,463 -0,073 0,580
Idade 0,034 0,796
Rigidez matinal 0,100 0,457
4 Género 0,001 0,015 1,363 -0,077 0,565
Idade 0,028 0,828
Rigidez matinal 0,109 0,426
Dorméncia 0,063 0,626
5 Género 0,026 0,016 1,296 -0,078 0,565
Idade 0,038 0,792
Rigidez matinal 0,109 0,432
Dorméncia 0,065 0,619
HAS 0,023 0,871
6 Género 0,031 0,019 1,429 -0,068 0,623
Idade 0,008 0,958
Rigidez matinal 0,119 0,399
Dorméncia 0,054 0,689
HAS 0,045 0,769

Doencas Reuméticas Prévias -0,077 0,662




Tabela 9. Analise de regressao linear multipla (modelo stepwise), no periodo D>180, para a variavel dependente artralgia persistente (n=27/68).

Modelo Variaveis explicativas p R2 Constante Beta p
1 Idade 0,000 0,060 1,962 -0,245 0,047
2 Idade 0,000 0,080 1,744 -0,233 0,059
Género 0,141 0,250
3 Idade 0,000 0,083 1,820 -0,244 0,054
Género 0,157 0,220
Rigidez matinal -0,061 0,640
4 Idade 0,000 0,083 1,817 -0,244 0,057
Género 0,157 0,224
Rigidez matinal -0,061 0,643
Outras comorbidades 0,003 0,984
5 Idade 0,000 0,093 2,109 -0,290 0,041
Género 0,160 0,218
Rigidez matinal -0,057 0,667
Outras comorbidades 0,001 0,993
HAS -0,109 0,429
6 Idade 0,000 0,093 2,100 -0,288 0,067
Género 0,159 0,230
Rigidez matinal -0,058 0,670
Outras comorbidades 0,001 0,992
HAS -0,111 0,451
Doencas Reuméticas Prévias 0,006 0,969
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Os dados mostraram fatores preditivos de fraca magnitude para artralgia
crénica em CHIKV na populacdo estudada, quando ajustados a um modelo final de
regressao logistica para predizer artralgia persistente em um periodo de 90 dias ou
mais de sintomas.

Ao considerar simultaneamente todas as variaveis em uma analise multivariada
(Tabelas 7, 8, 9), os modelos finais de regressao foram capazes de explicar 11,9%
da persisténcia da artralgia no periodo D90, 2,3% nem D180 e 9,3% no periodo
D>180.

Analisando-se os valores do coeficiente de determinacéo beta, conforme cada
periodo estudado obteve-se um valor de associacdo positivo para 0s seguintes
modelos: D90 (idade, presenca de edema articular, HAS, doencas reumaticas
prévias); D180 (idade, rigidez matinal, dorméncia, HAS); >180D (género, doencas
reumaticas prévias e outras comorbidades) foram associados positivamente com a

evolucdo crénica da infeccdo por CHIKV.

A avaliacdo das variaveis dentro dos modelos univariado e multivariado
possibilitou uma comparativa quanto as chances desses sintomas determinarem a
artralgia crénica na infeccdo por CHIKV isoladamente ou como caracteristicas
potenciais dentro de um grupo de sintomas associados. Nessa perspectiva foram

observados os seguintes resultados:

Tabela 10. Correlacao entre as variaveis explicativas e artralgia cronica por CHIKV (n=68).

Variavel Resultado Global
Idade Multivariada: Beta positivo nos periodos D90 (0,340) e D>180 (0,008)
Género Univariada: OR maior em D90 (2,00).
Multivariada: Beta positivo em D>180 (0,159).
Edema Univariada: OR maior em D90(0,50).
Multivariada: valor de Beta maior em D90(0,139)
Rigidez Matinal Univariada: OR maior em D90 (2,00)
Multivariada: valor de Beta maior em D180(0,119)
Dorméncia Univariada: OR maior em D180 (0,90)

Multivariada: valor de Beta maior em D180 (0,054)

Comorbidades Univariada: Doengas reumaticas prévias: OR maior em D90 (2,10).
Multivariada: Doencas reuméaticas prévias valores de Beta maiores em D90
(0,094) e D>180 (0,006).
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Considerando como uma variavel continua o intervalo de faixa etaria de maior
frequéncia dentre os pacientes com perfil de cronicidade foi a entre 41-60 anos.

Durante o acompanhamento clinico destacou-se o caso da paciente 217-17,
positiva molecularmente para CHIKV que evoluiu para fase crénica com persisténcia
dos sintomas por aproximadamente 6 meses. Obteve o desfecho clinico de
polineuropatia periférica padrdo axonal sensitivo-motora relacionada ao quadro de
infecgédo viral. Diante da relevancia desse caso foi escrito o artigo intitulado “Peripheral
polyneuropathy associated with infection by Chikungunya virus” submetido no Journal

of Neuro Virology e aceito para publicacdo (Apéndice I).
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6. DISCUSSAO

O alto impacto na saude publica e econdmico causado pelo CHIKV nos ultimos
anos e o0 conhecimento do risco de complicacbes dos quadros clinicos e
manifestacbes atipicas tém suscitado a necessidade de intensificar acdes de
vigilancia, com a finalidade de detectar novos casos de CHIKF, além do
reconhecimento oportuno de agravamentos e consequentemente, a possibilidade de
interferir nos determinantes para conter a ocorréncia de 6bitos.

Apos o surto de CHIKV em La Reunion, em 2005, varios estudos comegaram
a discutir o papel da infeccao viral e seu comportamento apés a fase aguda. Um
estudo recente apresentou um caso de infeccdo pelo virus complicado por
rabdomiolise, uma complicacéo rara da infeccdo, no entanto o paciente se recuperou
sem intercorréncias recebendo alta da internacdo (ELFERT et al, 2019). Khatri e
colaboradores (2018) mostraram um caso de encefalomielite associado a infec¢do por
CHIKV com apresentacédo de quadriparesia e retencao urinaria. O paciente foi tratado
com 5 doses de imunoglobulina intravenosa juntamente com cuidados de suporte com
0S quais mostrou recuperacao parcial. Amaral e Schoen (2018) relataram um paciente
com CHIKF bem caracterizada, seguido por artrite crénica associada ao virus, também
apresentando caracteristicas extra articulares, incluindo a sindrome de Felty.

Atualmente o Brasil apresenta uma incidéncia de CHIKF de 7,4 casos/100 mil
habitantes (BRASIL, 2019), no entanto nos ultimos anos o pais enfrentou uma grande
epidemia que conforme o perfil do virus de provocar artralgia persistente, essas
implicacbes tendem a ocorrer por longos periodos. Dessa forma, esse trabalho
consistiu no estudo de casos de infec¢cdes por CHIKV confirmados durantes os anos
de 2017-2018 no Estado do Piaui, nos permitindo avaliar a contribuicédo relativa de
testes moleculares e soroldgicos para o devido diagnostico de CHIKV em fase aguda,
além de uma descricdo detalhada da apresentacgdo clinica, detec¢ao de casos atipicos
e mensuracao de fatores de risco para artralgia cronica pés CHIKF.

O CHIKYV replica rapidamente para altos titulos no hospedeiro, e o RNA viral
geralmente pode ser detectado por métodos moleculares na primeira semana apos o
inicio da doenca (JOHNSON et al, 2017). Nesse estudo (Tabela 4), os pacientes
positivos por RT-PCR foram detectados em amostras clinicas com uma média de 3,9
dias de sintomas, corroborando com o periodo estimado pela PAHO (2014), que

atribuiu o intervalo de 1-8 dias para deteccéo do virus por RT-PCR. O menor nimero
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de amostras detectadas pelo método, 7,6%, pode estar relacionada a sensibilidade
do método, qualidade da amostra e nivel de viremia do paciente.

Conforme estabelecido pela PAHO (2014), a sorologia IgM pode ser
considerada em um intervalo de 4 a 60 dias, no entanto de acordo com o CDC (2016),
0 soro coletado no prazo de 7 dias do inicio da doenca pode ndo ter anticorpos IgM
especificos do virus detectaveis. Nas amostras testadas observamos a presenca de
anticorpos IgM na deteccdo de 92,4% dos casos em um intervalo médio de sintomas
de 11,8 dias.

A maior proporcdo de casos virémicos foi observada na média de 4,8 dias
(Tabela 4) sendo possivel encontrar resultados positivos por ambos 0s testes nesse
periodo. No estudo de Okabayashi e colaboradores (2015) a carga viral mediana
variou de 2,9 x 104 a 1,6 x 10 8 PFU / ml durante os dias 1 a 4 do periodo de viremia,
e 70% dos pacientes com CHIKF visitaram o hospital durante os primeiros 4 dias apés
0 inicio dos sintomas.

As caracteristicas demograficas da populacdo em estudo mostraram uma maior
representacdo do género feminino (79,4%) e de individuos de meia-idade (IQR 33,3-
57,6 anos), dados que corroboram com estudos atuais (DUVIGNAUD et al, 2018;
FRED et al, 2018). Além disso, outros autores fizeram a relagdo bivariada entre sexo
feminino e idade avancada (acima de 45 anos) encontrando associacdo positiva com
o desenvolvimento de artrite crénica relacionada ao CHIKV (GERARDIN et al., 2013;
ESSACKJEE et al., 2013; ARROYO-AVILA et al., 2017).

Ao analisarmos fatores de risco associados a persisténcia da artralgia, foi
possivel evidenciar a idade acima >40 anos como predominante nos grupos com
maior tempo de sintomas (Tabela 5), sendo uma variavel que se destacou em todos
os periodos estudados, D90, D180, D>180, como fator de predicdo para artralgia
persistente. Delgado-Enciso e colaboradores (2017), que trataram sobre os fatores de
risco associados a artralgia severa em fases aguda e cronica da CHIKF apresentou
resultados consonantes, apontando um risco aumentado de artralgia de alta
intensidade durante o estagio crénico em pacientes = 40 anos de idade.

Com relagdo ao género feminino, como fator de risco associado a dor
persistente, observou-se uma razao de chances superior no periodo D90 (Figura 7),

indicando que mulheres de fato sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo CHIKV,
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entretanto, o género feminino ndo esteve fortemente associado ao perfil de artralgia
persistente a longo prazo.

De acordo com estudos de Heath e colaboradores (2018), o sexo feminino
aumentou o risco de artralgia crénica, embora perdendo por pouco o limite de
significancia, semelhante ao que ocorreu nesse estudo, durante andlise de regresséo
multipla mostrando no modelo multivariado D>180 um valor de beta positivo (0,159)
conforme modelo 6 da regressao multivariada descrita na Tabela 9,10 mostrando que
as mulheres correm maior risco de artrite / artralgia persistente que os homens durante
a infecgao por CHIKV.

Gerardin e colaboradores (2013) em uma analise bivariada, demonstrou que o
género feminino tendeu a estar associado a artralgia persistente, e a forca desta
associacao foi modulada pelo nivel da resposta humoral, que se verificou ser muito
mais elevada no género feminino que no masculino (p<0,001), esta diferenca pode
ser devido a mudanca natural induzida pelo estrogénio em direcdo ao perfil de
citocinas Th2 para promover a producdo de anticorpos em mulheres e ao efeito
inibitorio da diidrotestosterona (DHS) em mulheres, além da maior producédo de IL-10
Imunossupressora, que se correlaciona positivamente com DHS e negativamente com
titulos séricos de IgG em pacientes masculinos com outras infecgdes virais.

Bonifay e colaboradores (2018) observou que comorbidades como histéria de
insuficiéncia cardiaca ou respiratéria, historia de hipertenséo e uso de antinflamatorios
nao-esteroidais (AINEs) antes da hospitalizacdo apresentavam alto risco de
complicacbes ou morte. Godaert e colaboradores (2018) nédo encontrou diferengas
significativas entre os pacientes que foram ou nédo a ébito e o indice de comorbidade.

De acordo com Dorléans e colaboradores (2018) a comorbidade pode estar
associada a gravidade, encontrando maior proporcdo de comorbidade em casos
graves em comparacdo com outros, sendo o diabetes relatado em 29% dos casos
clinicos graves. Economopoulou e colaboradores (2009) na ilha de Reunién mostrou
gque de 610 casos atipicos observados, 546 (89%) tinham condicbes médicas
subjacentes respiratérios ou cardiovasculares e hipertensdo sendo associadas com
maior risco de desenvolver doenca grave. Ja a diabetes mellitus, apesar de ser
comumente relatada como uma doencga subjacente, n&o foi encontrado para aumentar

0 risco de doenca grave ou morte.
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Diversos fatores podem estar fortemente associados ao risco de chikungunya
cronica, incluindo, gravidade da doenca aguda e presenca de doenca articular
anterior (GERARDIN et al, 2013; BOUQUILLARD et al, 2018).Observamos que a
presenca de doencas reumaticas prévias, HAS e outras comorbidades apresentaram
fraca associacdo a persisténcia da dor a longo prazo, sendo as doencas reumaticas
prévias apresentando maior razdo de chances no periodo de sintomas D90 (Figura
7).

Rahim e colaboradores (2015), uma histéria de doencga reumatica anterior a
infeccdo por CHIKV aumentou a probabilidade de incapacidade grave por mais de 2
vezes em pacientes com dor persistente. Sissoko e colaboradores (2009) associaram
condicOes pré-existentes de osteoartrite a persisténcia da artralgia. Os principais
achados em nossa pesquisa apos analise de regressao linear mdltipla, confirmam a
incidéncia em nivel populacional de artralgia persistente pés CHIKF em diferentes
variaveis e o0s valores prognosticos de idade avancada (41-60 anos), doencas
reumaticas prévias assim como outras comorbidades como doencas metabdlicas ou
gue envolvam outros sistemas foram capazes de prever a evolugdo cronica da
infecgéo por CHIKV.

A contribuicdo da comorbidade subjacente tem sido considerada um pré-
requisito para dor crénica em CHIKV, Gerardin e colaboradores (2013) demonstraram
gue disturbios reumaticos associados a artralgia crénica CHIKF quando associados a
um ou mais componentes da sindrome metabdlica (obesidade, diabetes mellitus tipo
2, hipertenséo ou dislipidemia) como dois fatores de risco fundamentais na doenca.
No entanto no estudo essa relagcdo nao resistiu ao ajuste por idade, devendo essas
guestdes serem consideradas importantes e merecem mais estudos para fechar essa
lacuna entre CHIKV e doenca metabdlicas.

O padréo de acometimento articular simétrico foi prevalente nos pacientes,
seguidos de gueixas de recidivas que ocorriam com um intervalo em média de meses,
persistindo com maior frequéncia nos joelhos, tornozelos, pés, dedos dos pés, maos
e dedos das méos. Resultados semelhantes foram apresentados por Miner e
colaboradores (2015) bem como por Brito e colaboradores (2017) associaram a
artralgia persistente ao relato de rigidez matinal e edema articular, ocorréncia também

evidenciada neste estudo.
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Rahim e colaboradores (2015) evidenciou que uma histéria de edema articular,
além da febre e artralgia durante a fase aguda da doenca, este fato aponta para uma
resposta inflamatoria mais grave a infeccdo. Por sua vez, este sintoma inicial provou
ser um preditor de recorréncia da dor. Destacaram que a presenca de edema articular
prever ndo s6 uma doenca crbnica, mas um maior risco de incapacidade nos
pacientes.

Durante pesquisa desenvolvida por Huits e colaboradores (2018),
caracteristicas inflamatérias, como a rigidez matinal, edema e vermelhiddo foram
comumente relatados, outros sintomas neurolégicos foram registrados com
frequéncia, como o déficit de concentracdo e disturbios do sono, corroborando com
nossos achados que evidenciaram uma maior frequéncia de edemas de articulacoes,
rigidez matinal, dorméncia e déficit de concentragéo.

Larrieu e colaboradores (2010) mostraram que deficiéncias esqueléticas
durante a fase aguda previam a gravidade da doenca em infec¢des por alfavirus
artritogénicos, descobrindo que a persisténcia dos sintomas tendia estar ligado com a
carga clinica durante a fase aguda. Nossos resultados ndo evidenciaram forte
potencial de predicéo relacionado a caracteristicas inflamatérias como presenca de
edema e rigidez matinal quando ajustados a um modelo final de regressao logistica
para predizer artralgia persistente em um periodo de 180 dias ou mais de sintomas.

Andrade e colaboradores (2010) durante sua pesquisa identificou um subgrupo
de pacientes cuja maior problematica ndo era artralgia, e sim as caracteristicas
neuropéticas (CN), como queimacdo, dor a exposicdo ao frio, formigamento,
dorméncia e comichdo. Cerca de um em cada cinco de seus pacientes relataram dor
com CN, sugerindo que outros mecanismos também pudessem estar envolvidos.

O CHIKV é um virus neurotrdpico, que pode acessar o cérebro através de
varias vias, incluindo o transporte axonal retrogrado ao longo dos neurénios motores
(LUDLOW et al, 2015). Estudos realizados por Bank e colaboradores (2015)
relacionaram sequelas neuropaticas a um fendmeno imunomediado secundario ao
invés da atividade direta do préprio virus. No entanto, os mecanismos que levam as
alteracdes neuropatoldgicas ou imunopatologicas precisam ser melhor elucidados.

Identificamos o comprometimento de nervos periféricos em uma idosa de 64
anos, sem antecedentes reuméaticos ou outra comorbidade, que por meio do exame

eletroneuromiografico foi detectada uma polineuropatia periférica padrdo axonal
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sensitivo-motora, com isso, a redu¢gdo no niumero de axdnios operantes que causou a
diminuicdo da velocidade de conducdo nervosa e amplitude do potencial de acdo
nervo-sensitiva nos nervos ulnar e mediano direito e esquerdo respectivamente, bem
como o fibular superficial direito. Os exames evidenciaram reducao de potencial de
acao moderado em unidades motoras de pontos musculares examinados do extensor
curto, dedos dos pés direito e esquerdo e abdutor halux direito.

Simon e colaboradores (2015) o CHIKV pode causar descompensacao de
artropatias degenerativas ou traumaticas preexistentes, como osteoartrite ou
tendinite, ocasionalmente calcificadas. Manifestagcdes locais, como edema reacional
e sindromes de compresséao nervosa, particularmente dos nervos ulnar, medial e tibial,
gue produzem sindromes dos tuneis cubital, carpal e do tarso, respectivamente, foram
observadas pelos autores. Rigidez articular matinal, dor neuropatica e fendmenos
vasculares periféricos, como a sindrome de Raynaud, também séo descritos.

Um estudo realizado em Bangladesh, a infeccdo por CHIKV causou perda
significativa de produtividade devido ao absenteismo no trabalho, atividades
domeésticas e escolares, com 29,6% dos pacientes perdendo mais de 10 dias de
produtividade durante a fase aguda, outros chegaram inclusive a perder o emprego
(HOSSAIN et al, 2018). Waymouth e colaboradores (2013) revelaram que em 80-
100% dos pacientes, o envolvimento das articulacfes tende a persistir por pelo menos
seis semanas e que, ao longo do tempo, esse percentual diminuira para
aproximadamente 10% no final do segundo ou terceiro ano apos a fase aguda.

Nesse estudo mais da metade dos participantes relataram incapacidade na
realizacdo de AVD e precisaram afastar do trabalho por até 2 meses, como relatado
por uma paciente com evolucao atipica. Em 91,2% dos casos, houve necessidade de
atendimento médico e implementacdo de tratamento medicamentoso. Atualmente,
sabe-se que o perfil imunolégico de cada paciente pode interferir na variacdo de
apresentacdes clinicas, no entanto caracteristicas associadas a variabilidade genética
do virus também podem estar associadas a intensidade e gravidade dos sintomas
(ZAID et al, 2018). Estudos clinicos e experimentais tém buscado proporcionar
maiores perspectivas sobre o conhecimento atual da patogénese do CHIKV que
contribuam para a compreensdo do virus e forneca possiveis solugdes terapéuticas

garantindo uma melhor abordagem do tratamento e gestdo da CHIKF.
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Um estudo recente realizou a investigacdo molecular de infec¢des por CHIKV
em pacientes com sintomatologia sugestiva, no Estado do Piaui, Nordeste do Brasil,
mesma localidade e em um intervalo temporal proximo ao desta pesquisa. Por meio
deste foi fornecida a primeira vigilancia de genétipo de casos de CHIKV durante
2016/2017 no Estado do Piaui, sendo identificada a circulagdo do genotipo ECSA. Os
autores relataram a ocorréncia de uma manifestacdo neurologica dentre 0s casos e
ressaltaram a importancia do monitoramento da alta incidéncia de sintomas crénicos
mostradas por pesquisas anteriores, haja visto 0os impactos sociais e econémicos
ocasionados pela doenca, bem como a necessidade de mais pesquisas como esta,
gue avalie a prevaléncia e impacto de infeccbes agudas e cronicas por CHIKV na
regido (CARDOSO et al, 2019).

Portanto, quanto ao CHIKV, observou-se uma vasta heterogeneidade entre os
estudos sobre dor articular crénica associada a infeccao, sendo denominada muitas
vezes como “‘reumatismo inflamatério cronico pds-chikungunya"”, essas pesquisas
evidenciam a dificuldade enfrentada com relacdo ao diagnéstico diferencial com
outras patologias artritogénicas. Até 0o momento, a dor articular cronica € bem descrita
no que refere a carga socioecondémica da infeccéo pelo CHIKV, o mesmo podendo
ser responsavel por gerar incapacidades a longo prazo em individuos infectados,
contudo ainda existe uma grande lacuna a ser preenchida no que refere a prevencao
e tratamento dessas infeccbes bem como suas manifestacdes clinicas a curto e longo
prazo (LEVI; VIGNUZZI, 2019; AMARAL et al, 2019).

Algumas limitagoes deste estudo devem ser consideradas na interpretacao dos
resultados alcancados. A falta de sensibilizacdo da populacdo com relagcdo ao
prognéstico da CHIKF provavelmente impediu que pacientes sintomaticos
procurassem consulta médica introduzindo um viés de selecdo em nossa coorte. Um
ponto forte dessa avaliacdo refere-se ao questionario semiestruturado utilizando além
de questdes de multiplas escolhas, questbes abertas, que possibilitou uma maior

guantidade de detalhes sobre a apresentacao clinica dos pacientes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

e Este estudo permitiu detectar, por técnicas moleculares, a circulagdo CHIKV
durante os anos de 2017 e 2018 no estado do Piaui.

e Nessa pesquisa, a apresentacdo clinica da infecgcdo CHIKV em uma populagéo
adulta indicou que fatores como idade, género, presenca de comorbidades e
caracteristicas inflamatdrias da fase aguda podem contribuir com a persisténcia
da artralgia embora estatisticamente tenham apresentado uma fraca relacéo,
apontando que outros fatores podem estar envolvidos no processo de
cronificagéo e gravidade do CHIKV, como caracteristicas associadas ao proprio
sistema imune do hospedeiro.

e O desfecho clinico de uma paciente com polineuropatia periférica padréo
axonal sensitivo-motora relacionada ao quadro de infeccao viral evidenciou
dentro do nimero amostral estudado o neurotropismo do virus bem como a
ocorréncia de manifestagfes atipicas.

¢ Quando todos os fatores foram considerados simultaneamente em uma analise
multivariada, as variaveis do modelo final de regressao foram capazes de
explicar 11,9% da persisténcia da artralgia no periodo D90, 2,3% nem D180 e
9,3% no periodo D>180 sendo fatores preditivos de fraca magnitude para
artralgia cronica em CHIKV no grupo estudado. A idade >49 anos foi
significativa em dois momentos avaliados (D90 e D>180) um maior risco foi
observado.

e Apesar do baixo coeficiente de determinacdo, analisando-se os valores do
coeficiente de determinacéo beta, conforme cada periodo estudado obteve-se
um valor de associacdo positivo para os seguintes modelos: D90 (idade,
presenca de edema articular, HAS, doencas reumaticas prévias); D180 (idade,
rigidez matinal, dorméncia, HAS); >180D (género, doencas reumaticas prévias
e outras comorbidades) foram associados positivamente com a evolugéo
cronica da infec¢ao por CHIKV.

e Estudos clinicos e experimentais tém buscado proporcionar maiores
perspectivas sobre o conhecimento atual da patogénese do CHIKV que

contribuam para a compreensdo do virus e forneca possiveis solucdes
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terapéuticas garantindo uma melhor abordagem do tratamento e gestdo da
CHIKF.

Estes fatores de risco devem ser avaliados em estudos prospectivos, para que
possam contribuir para a identificacdo de doentes infectados com perfis
suscetiveis a cronicidade e gravidade da infeccdo, para que esses sejam
permitidos se beneficiar de futuras intervencgdes terapéuticas, tais como drogas
antirreumaticas modificadoras da doenca ou compostos antivirais, haja visto
gue a infeccdo por CHIKV tem se mostrado uma causa potencial de inatividade
em doencas cronicas.

A ndo procura de pacientessintomaticos aos servicos de saude pode ter
restringido a selecdo dessa coorte, no entanto umponto forte dessa avaliacao
refere-se ao questionario semiestruturado utilizando além de questbes de
multiplas escolhas, questfes abertas, que possibilitou uma maior quantidade

de detalhes sobre a apresentacao clinica dos pacientes.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do projeto:

“Identificagcdo molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de polimorfismos genéticos
em pacientes no Estado do Piaui."

Pesquisador responsavel:

Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira

Profa. Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

Universidade Federal do Piaui — Campus Universitario de Parnaiba
Av. Sdo Sebastido, 2819 — CEP 64202-020

Telefones: (86) 9482-1278/99203470 / 94013035

Esclarecimentos

Vocé estd convidado a participar deste estudo e contribuir para o conhecimento dos arbovirus
circulantes no estado bem como fatores do paciente (hospedeiro) que podem predispor a infeccbes
pelos arbovirus. O paciente pode ser incluido no estudo se este apresenta sintomatologia da
dengue/arbovirose e caso ocorra a realizacéo de exames em instituicao publica de saude de Parnaiba.
Caso vocé concorde com a participacéo (ou participacdo da crianca), uma pequena porcao de sangue
sera obtida, por pungdo venosa, e transportada imediatamente para o laboratério. O paciente sera
atendido no Servico de saude, 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
disposicao a qualquer momento da pesquisa. Vocé ou a crianga ndo receberdo qualquer remuneracéo
pela participacéo.

Vocé podera sentir desconforto durante a coleta de sangue mas os técnicos disponiveis para coleta
sdo bem treinados e credenciados e utilizam todo o material estéril que prové seguran¢a ao processo.
Qualqguer davida ou constrangimento que vocé tiver serd esclarecida pelo pesquisador.

Os resultados desse estudo serdo Uteis para avaliarmos os sorotipos/genétipos virais circulantes na
cidade de Parnaiba e estado do Piaui e quais condi¢des relacionadas ao hospedeiro frente a Dengue
gue sédo encontradas na populagdo do Piaui. Por se tratar de um estudo populacional, ndo ha beneficio
direto para o participante. Somente no final do estudo poderemos concluir a participacdo de alguns
fatores genéticos como causadores de uma maior gravidade de infecgdo. Vocé tera a garantia de
receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer duavida relativa aos
procedimentos, riscos, beneficios e de outras situacfes relacionadas com a pesquisa, com 0S
responsaveis pela pesquisa. Além disso, vocé também terd a liberdade de retirar o seu consentimento
e deixar de participar do estudo a qualquer momento e sua decisdo ndo acarretara em qualquer prejuizo
na continuidade do seu acompanhamento e tratamento. Se concordar em participar do estudo, seu
nome e identidade serdo mantidos em sigilo. A menos
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gue requerido por lei ou por sua solicitacdo, somente o pesquisador, a equipe do estudorepresentantes
do Comité de Etica teréo acesso a suas informacdes para verificar as informacées do estudo.

A realizacdo desse projeto ndo tera custos aos voluntarios. Além disso, fica garantida a manutencao
de sigilo, por parte dos pesquisadores, sobre a identificagdo dos voluntarios que decidirem colaborar
com esse projeto de pesquisa.

Este documento sera assinado em duas vias sendo uma de posse do participante e outra do
pesquisador.
Consentimento da participagdo da pessoa como sujeito

Eu, , CPF n° , abaixo
assinado, concordo em participar do estudo/participacao do estudo “ldentificagdo molecular de Dengue
virus e outros arbovirus e prevaléncia de polimorfismos genéticos em pacientes no Estado do Piaui.",
como sujeito. Fui suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo. Eu discuti com o Dr. Gustavo Portela Ferreira/ Dra. Anna Carolina Toledo
da Cunha Pereira sobre a minha decisédo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais
sdo os propésitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu acompanhamento/
assisténcia/tratamento neste Servigo.

Parnaiba, / /

Impresséo digital

Assinatura do sujeito ou responsavel

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

Testemunhas (nédo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

RG: Assinatura:
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Nome:

RG: 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, / /

Gustavo Portela Ferreira Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

Observacdes complementares

Se vocé tiver alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI

Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Bairro Ininga.
Pré Reitoria de Pesquisa - PROPESQ.
CEP: 64.049-550 - Teresina - PI.
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ANEXO Il

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

DATA DO ATENDIMENTO:
NOME:

SEXO: O Masculino O Feminino DATA DE NASCIMENTO:

NOME NA MAE:
CEP: |
ENDERECO:
NUMERO:
BAIRRO:

MUNICIPIO: e[ ]

O Adulto O Crianca (até 12 anos) O Idoso (acima de 60 anos) O Gestante O1° T O 20T O 3°T

Inicio dos sintomas |:| |:| Febre ha |:| dias.

SINAIS E SINTOMAS PRESENTES

O cefaleia O Artralgia [ Nauseas O Dor retroorbitaria O Mialgia O Ictericia
O prostracsio O Diarreia Ovémitos [0 Exantema com ou sem prurido

Uchoro persistente/irritabilidade

O Manifestac6es hemorragicas: gengivorragia - epistaxe - metrorragia - hematémese - melena -
hematdria - petéquias - equimoses

O Dor abdominal
O outros

COMORBIDADES/ DOENGCAS CRONICAS COEXISTENTES

O Hipertensdo Arterial O boenca Hematolégica

O Diabetes Mellitus O Doenca Cardiovascular

O ppoc  Opoenca Autoimune O Insuficiéncia Renal 0 Doenca acido-péptica
O Hepatopatia [ Anemia Falciforme

O outras

O Nao ha comorbidades/doencas crbnicas coexistentes.

AVALIACAO QUANTO A PRESENCA DE SINAIS DE CHOQUE/HEMORRAGIA GRAVE
O Comprometimento respiratério
O Hemorragia grave com ou sem sinais de choque

Hemorragia presente ONao  Osim. Qual (is)?
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O conjuntival O Epistaxe OGengivorragia [ Petéquias T Equimose
O Metrorragia O Hematdria O Hematémese O Melena O Hemoptoicos
Sinais de choque:

O Ppulso rapido e fino [0 Extremidades frias O pele palida e tmida
O Enchimento capilar lento (> 2 seg.)

O Pressao arterial convergente (PA diferencial < 20 mmHg)
O Hipotens&o postural (queda > 30 mmHg)

[0 N&o héa presenca de sinais de choque hipovolémico/hemorragia grave
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ANEXO Il

QUESTIONARIO
AVALIACAO DE CRONICIDADE CHIKV

DATA DO ATENDIMENTO:

NOME:

SEXO: O Masculino O Feminino Idade: |:|
ENDERECO:
NUMERO:
BAIRRO:

MUNICIPIO: UF:[::]

O Adulto O Crianga (até 12 anos) O Idoso (acima de 60 anos) O Gestante O1° T O 2°T O 3°T

Data da coleta: Primeiro contato:

Segundo Contato: Atual:

SINTOMAS E DADOS CLINICOS DE FASE CRONICA

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

2. Rigidez matinal (>30 min): Sim O Nzo O

3. Quantifique Principais membros/sitios anatdmicos/articulac6es acometido (a) s:
Dedos das mdos 0 Maos O Punhos O Cotovelos 0 Ombros O

Quadril O Joelhos O Tornozelos 00 Pés[] Dedos dos pés O

Dores na coluna: cervical 0  Toracica [ Lombar [

3.1 - Outros membros/articulagbes acometidos

4. Intensidade da artralgia: Fraca 00 Moderada [0 Forte O
5. Padrdo de acometimento articular: simétrico 1 assimétrico [
6. Presenca de edema/inchaco nos membros ou articulagbes: ndo O sim O

Quais membros

6.1 - Edema com vermelhidao: sim []

ndo O

6.2 - Edema com calor sobre a articulagdo: sim [

Nédo [

7. Dorméncia nos membros: sim [

nédo O

8. Outros sintomas Clinicos: mialgia ] manifestacées cutaneas/ coceira/ vermelhiddo [
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déficit de concentracdo [0  depressdo [

9. Presenca de Comorbidades

9.1. Hipertensao arterial O

Usa medicagdo [

9.2. Diabetes [

Usa medicacédo [

9.3. Doencas reumaéticas Prévias [

Usa medicacdo [

9.4. Doencas autoimunes O

Usa medicacdo O

9.5. Obesidade [ Peso Altura

Usa medicacdo O

9.6. Outras comorbidades [

Usa medicacédo [

10. Duracéo e Recorréncia
Queixas: Permantente [ Recidivante [

10.a - Na média, quantos dias vocé passou sem dores?

10.b - Quantos periodos sem dores vocé teve nas Ultimas 12 semanas?

10.c - Quantos desses periodos duraram mais que 1 més?

11. Limitagéo dos movimentos articulares ao realizar atividades cotidianas: sim O  ndo O
12. Houve necessidade de afastamento nos ultimos 3 meses de suas atividades usuais (trabalho,
escola, servico doméstico) devido a dor? dias

13. Segue algum tratamento medicamentoso para combater as dores ocasionadas por CHIKV:

sim 0 nao
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