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RESUMO

Chikungunya (CHIKV) € uma arbovirose transmitida por vetores do género Aedes. O
virus CHIKV é um Alphavirus, pertencente a familia Togaviridae. Foi isolado pela
primeira vez na Tanzéania, em 1952-53, onde causava surtos locais, mas sofreu importante
disseminacdo pelo mundo nas duas ultimas décadas. E um virus emergente no Brasil,
inicialmente associado a casos importados, mas que se estabeleceu de forma endémica no
pais, em anos muito recentes. A transmissao local do CHIKV, foi detectada no Brasil pela
primeira vez em setembro de 2014. Desde 2015, Alagoas vem registrando oficialmente
casos de infec¢bes humanas por CHIKV, apesar da infeccdo por CHIKV poder ser
identificada principalmente por deteccdo do RNA viral e por sorologia para pesquisa de
anticorpos, o diagndstico da maioria dos casos tem sido realizado apenas clinicamente.
Ainda que as infec¢des por arbovirus vém assumindo um papel de grande importancia
em anos recentes no Brasil, ha dificuldade e caréncia de métodos laboratoriais capazes de
confirmar o diagndstico etioldgico das infeccdes por diferentes arbovirus que causam
doenca com sintomas semelhantes, levando a subnotificacdo de casos de CHIVK e dados
imprecisos sobre o real periodo de entrada da doenca em Alagoas. O objetivo desse
trabalho foi investigar, de forma retrospectiva, a ocorréncia de infecgdes por CHIKV em
Alagoas entre os anos de 2013 e 2014. Um total de 44 amostras de soro provenientes de
um biorrepositério, coletadas de individuos com suspeita de dengue nos anos de 2013 e
2014, foram selecionadas para o estudo por terem se mostrado negativas nos testes
diagnosticos para dengue e outros flavivirus realizados anteriormente. Dentre as
amostras, algumas foram coletadas na fase aguda da doenca febril (<7dias do inicio dos
sintomas) e outras na fase convalescente (>7 dias). As amostras foram triadas para
confirmacdo de infeccdo por CHIKV através dos métodos de sorologia, RT-PCR e
isolamento viral em cultura de células. Foram encontrados anticorpos anti-CHIKV 1gM
em 2 amostras e IgG em outras 4 amostras, coletadas entre os meses de junho e setembro
de 2014. Em uma das amostras IgM-positiva, coletada em agosto de 2014, foi obtido
sucesso no isolamento viral em células C6/36, que se confirmou positiva para a espécie
CHIKYV, através de RT-PCR do sobrenadante e através da marcac¢ado positiva do antigeno
viral na reacdo de imunofluorescéncia. A estirpe deste isolado clinico foi chamada
CHIKV Mcz630. Nossos dados conjuntos de sorologia e isolamento viral obtidos com
amostras séricas coletadas em 2014 demonstram que o CHIKYV ja estava em circulagéo
no estado de Alagoas desde aquele ano, e ndo somente desde 2015 como registram dados
oficiais. Esses resultados sugerem inclusive que o CHIKV entrou em Alagoas antes do
primeiro relato autéctone por CHIKV no Brasil.

Palavras-chave: Alagoas, Chikungunya, Busca retrospectiva.



ABSTRACT

Chikungunya (CHIKYV) is an arbovirus transmitted by vectors of the genus Aedes. The
CHIKV virus is an Alphavirus, belonging to the Togaviridae family. It was isolated for
the first time in Tanzania, in 1952-53, where it caused local outbreaks, but it has been
spread across the world in the past two decades. It is an emerging virus in Brazil, initially
associated with imported cases, but which has been established in an endemic way in the
country, in very recent years. Local transmission of CHIKV was detected in Brazil for
the first time in September 2014. Since 2015, Alagoas has been officially registering cases
of human infections by CHIKV, although CHIKYV infection can be identified mainly by
detection of viral RNA and serology for antibody research, the diagnosis of most cases
has been made only clinically. Although rapid arbovirus infections have assumed an
important role in recent years in Brazil, there are difficulties and lack of laboratory
methods capable of confirming the etiological diagnosis of infections by different
arboviruses. This group of viruses causes disease with similar symptoms, leading to
underreporting of CHIVK and inaccurate data on the real period of entry of the disease in
Alagoas. The aim of this work was to investigate the occurrence of CHIKV infections in
Alagoas between the years 2013 and 2014, retrospectively. For the survey, it was selected
44 serum samples from a biorrepository, which had been collected from individuals with
suspicion of dengue in the years 2013 and 2014, previously tested and negative for dengue
and other flavivirus. Among the samples, some were collected in the acute phase of febrile
illness (<7 days from the onset of symptoms) and others in the convalescent phase (> 7
days). Samples were screened for confirmation of CHIKV infection using serology, RT-
PCR and viral isolation in cell culture. Anti-CHIKV IgM and IgG antibodies were found
in 2 and 4 samples, respectively, that were collected between June and September 2014.
CHIKYV was successful isolated in C6/36 cells from one IgM-positive serum sample
(collected in August 2014). The specie CHIKV was confirmed by RT-PCR of the cells
supernatant and by immunofluorescence for viral antigen detection. The strain of this
clinical isolate was called CHIKV Mcz630. Overall, our serology and viral isolation data
- obtained from serum samples collected in 2014 - demonstrate that CHIKV was already
present in the state of Alagoas since that year, and not only since 2015, as attest official
data. These results even suggest that CHIKV emerged in Alagoas before the first report
of the autochthonous infection of CHIKV in Brazil.

Key words: Alagoas, Chikungunya, Retrospective survey.
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1. INTRODUCAO

O virus chikungunya (CHIKV) tem sido considerado um problema de saude
publica global, com grande impacto em regides tropicais e subtropicais, pela prevaléncia
de mosquitos vetores pertencentes ao género Aedes. Esse problema se agrava devido a
limitacdo de recursos para reducdo do vetor. Pelo fato de ndo haver tratamento especifico
ou vacina para o CHIKV, o controle da propagacdo dos vetores é a principal forma
disponivel na atualidade para o controle da doenca (PIALOUX et al, 2007). Devido ao
intenso movimento de viajantes virémicos vindos da Africa, india e ilhas do Oceano
indico muitos casos importados da doenca foram notificados em paises da América,
Europa e Asia, desde 2006 (SOUZA et al, 2017).

O CHIKV é um virus emergente no Brasil, inicialmente associado a casos
importados, mas que se estabeleceu de forma endémica no pais, em anos muito recentes.
A transmissao local do CHIKYV, foi detectada no Brasil pela primeira vez em setembro de
2014, com casos relatados praticamente ao mesmo tempo em Oiapoque (Amapa) e Feira
de Santana (Bahia), cidades separadas por mais de 2.000Km de distancia. Analises
genéticas confirmaram, posteriormente, a cocirculacdo de duas linhagens distintas do
virus no Brasil (NAVECA et al, 2019). Em 2016, CHIKV causou importante epidemia
em diversas partes do pais, seguida de queda na incidéncia, porém ainda hoje se mantém
ativo, causando infec¢fes em surtos de menores proporcGes em municipios de diferentes
regides do Brasil (BRASIL, 2020).

Uma das grandes preocupacdes em relacdo as infeccdes por CHIKV é a capacidade de
cronificacdo da doenca, sendo causa de dores cronicas e incapacitantes em muitos dos
individuos afetados. Estudos de DIAS et al, 2018, mostram que pessoas que possuem
sorologia positiva para CHIKV, e foram sintomaticos, tem uma chance significativa
adquirir uma forma cronica da doenca. Apesar do muito que ja aprendeu sobre a doenca
durante o periodo epidémico, as caracteristicas epidemioldgicas, dinamicas de

transmisséo, diversidade gendmica no Brasil, ainda precisam de mais esclarecimento.

A notificacdo de novos casos de CHIKV aqui no pais é controversa, pois é baseada apenas
em critérios clinicos-epidemioldgicos e o0s casos acabam sendo subnotificados,

principalmente por causa da cocirculacdo e coinfeccdo com outros virus que causam
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sintomas sobrepostos, como a zika e a dengue (NAVECA et al, 2019). Por conta dessa
dificuldade, muitos dos casos notificados como dengue, por exemplo, podem ter sido, na
realidade, casos de infeccéo por outras arboviroses, como o CHIKV.

Esse fato corrobora com a ideia de que ha na literatura dados controversos sobre o
periodo real em que o CHIKYV teria entrado no Brasil e se estabelecido como um patdgeno
endémico-epidémico (NAVECA et al, 2019; SOUZA et al, 2018; NUNES et al, 2015;
SOUZA et al, 2019). Considerando um banco de amostras/biorrepositorio da Universidade
Federal de Alagoas! contendo soros humanos previamente triados para DENV e que se
mostraram negativos para tal virus, este trabalho visou a realizar uma busca ativa
retrospectiva por infecgdes precoces por CHIKV em Alagoas. Para tanto, propds analisar
tais amostras de soro tanto para a pesquisa de anticorpos quanto para tentativas de
isolamento viral de CHIKYV de cepas selvagens em cultura e deteccdo molecular do genoma
viral. Desta forma, contribuindo, ainda de que forma retrospectiva, para a vigilancia

epidemioldgica e o diagnostico etioldgico dessas infecgdes no estado de Alagoas.

! No Laboratério de Pesquisa em Virologia e Imunologia (LAPEVI), integrante do Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude, ICBS.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. ARBOVIRUS

Os arbovirus (arthropod-borne virus) sdo um grande e variado grupo de virus,
causadores de doencas que acometem os vertebrados, transmitidas por vetores artropodes
hematofagos, como mosquitos e carrapatos (WEAVER, 2010; HERNANDEZ et al.,
2014). Destas doencas, as que mais se destacam - em razéo de sua elevada incidéncia -
sdo aquelas transmitidas por culicideos, principalmente os dos géneros Culex e Aedes
(DONALISIO, 2017).

Os arbovirus sdo um grupo heterogéneo, sendo os de relevancia médica
pertencentes, em grande parte, aos géneros Alphavirus (Familia Togaviridae) e Flavivirus
(Familia Flaviviridae) (DONALISIO, 2017). H& também outros géneros de relevancia,
pertencentes as familias Peribunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. Todos esses
virus possuem material genético de RNA, apresentando grande plasticidade genética e
alta frequéncia de mutacdes, 0 que permite adaptacdes a hospedeiros vertebrados e
invertebrados (COFFEY et a.l, 2013).

A grande parte dos arbovirus circula horizontalmente e sua transmissdo, para
hospedeiros vertebrados e vetores biologicos, é feita durante a alimentacdo sanguinea.
Por esse motivo, os arbovirus se adaptaram a uma grande quantidade de hospedeiros,
podendo ser capazes de infectarem e se replicarem tanto em vertebrados quanto em
invertebrados. Podemos usar como exemplo, os alfavirus, que utilizam uma enorme
variedade de hospedeiros aviarios e mamiferos como hospedeiros reservatérios de
manutencdo bem como algumas espécies de mosquito como vetores primarios (COFFEY
et al., 2013; WEAVER, 2006).

Nesse sentido, a diferenga entre a ampla gama de hospedeiros em comparagéo
com a gama mais restrita de vetores artropodes hematdfagos indica um potencial maior
para mudanca de reservatério do que para mudanca de vetor durante o curso da evolugéo
viral e surgimento de doencas. Esse padrdo sugere que os arbovirus evoluiram como
generalistas, em relacdo aos hospedeiros vertebrados e especialistas com relagdo aos seus
vetores (WEAVER, 2006). Os arbovirus foram capazes de se adaptar ao sistema imune
de vertebrados e invertebrados (MC FARLANE et al., 2014), sendo capazes de infectar
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e de se replicarem em hospedeiros de filos diferentes, além de uma variedade de células
em cultura (LYSKI, 2013).

Originariamente, a maioria dos arbovirus eram apenas zoon6ticos na natureza,
(WEAVER, 2013) em geral, circulando entre os animais silvestres e mantendo-se em
ciclos enzodticos em poucas espécies de vertebrados e invertebrados. Podiam envolver
animais selvagens/domeésticos e seres humanos, porém essas infeccdes eram superficiais
e ndo influenciaram a evolugdo do patdgeno a longo prazo, sendo seu mecanismo mais
simples de infeccdo o Spillover? (LANCIOTTI & VALADERE. 2014; WEAVER, 2006).

O processo de adaptacdo aos ciclos urbanos dos arbovirus ocorreu por muitos
séculos, portanto a diferenciagdo entre os ciclos silvatico e urbano (Figura 1),
possivelmente ocorreu a partir da expansao da populacdo humana, com suas mudangas
de hébitos, as quais aumentaram a exposicdo a infeccGes. A domesticacdo de animais
também forneceu a alguns arbovirus a oportunidade de sofrer amplificacdo secundaria
para aumentar os niveis de circulacdo e a probabilidade de Spillover para humanos ou
animais domésticos (WEAVER, 2013, WEAVER, 2006).

Figura 1: Representacéo dos ciclos de transmissdo dos arbovirus silvatico e urbano.

ciclo selvdtico ciclo urbano

s %
|
Y

ot <

Fonte: Souza (2019)

2 Spillover é o termo em inglés utilizado para dizer que um virus conseguiu se adaptar e migrar de uma
espécie de hospedeiro para outra.
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Apesar de a contaminacéo por arbovirus estar comumente relacionada a vetores
mosquitos e hospedeiros aviarios, surtos de infec¢cbes em humanos e em outros animais
ocorrem frequentemente e, por isso, tornam-se uma preocupac¢do econdmica e de salude
publica (RUPP, 2015). Isso ressalta a relevancia do estudo dos arbovirus que, segundo
Nogueira et al (2016), representam uma séria ameaga em todo o mundo, principalmente
em paises tropicais e subtropicais. Nesses paises, um surto de arboviroses pode acarretar
em sobrecarga do sistema publico de salde e, consequentemente, gerar perdas

econdmicas.

No que se refere a distribuicdo das arboviroses no mundo, Rust (2012) afirma
que o Unico continente onde os arbovirus ndo sdo endémicos é o Antéartico. O autor afirma
ainda que esses virus tendem a ter uma distribuicdo geogréafica e climatica restrita, como
se fizessem parte de um subsistema ecoldgico especial composto pelos virus, vetores,
hospedeiros amplificadores e reservatorios. Nesse sentido, em funcdo do clima
predominantemente tropical, com extensas florestas, o Brasil torna-se um local favoravel
para a existéncia do vetor e, portanto, para a ocorréncia de arboviroses (FIGUEIREDO,
2000).

2.2 ALFAVIRUS

O género Alphavirus pertence a familia Togaviridae, que até o ano de 2018
contava com 2 géneros — Alphavirus e Rubivirus- e 30 espécies de virus. Em 2019 houve
uma mudanca na classificacdo e, atualmente, a familia Togaviridae conta apenas com um
género (Alphavirus) e 31 espécies virais (ICTV, 2020). A familia Togaviridae, se
caracteriza como uma familia de virus pequenos - com genomas de RNA de sentido
positivo, de cadeia simples, de 10 a 12 Kb e cauda poli-A -, os alfavirus sdo virus
envelopados, cujos virions sdo particulas esféricas com cerca de 70 nm de didmetro
(CHEN et al, 2018).

As particulas dos alfavirus sdo compostas por copias das glicoproteinas de
membrana E1 e E2 associadas ao core formado por proteinas do Capsideo (C). Além

disso, as membranas E1 e E2 ficam conectadas a bicamada lipidica interna, formando
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uma rede icosaédrica com E1 e E2 sendo visto como espiculas (JOSE et al, 2009;
BROWN & HERNANDEZ, 2012). A glicoproteina E2 estaria envolvida tanto no
reconhecimento quanto na ligacéo da particula viral as células intestinais do mosquito. Ja
as proteinas ndo-estruturais, a exemplo da protease nsP2 ou da RdRp/nsP4, apresentam
funcbes enzimaticas diversas, além de formarem o complexo replicativo (FRANZ et al.,
2015).

O genoma dos alfavirus possui dois quadros de leitura abertos, no inglés Open
Reading Frame (ORF), separados por uma regido intergénica. A primeira ORF codifica
quatro proteinas ndo estruturais, da nsP1 a nsP4, que sdo necessarias para a replicacdo do
RNA viral. Essa codificacdo deve-se a um promotor subgenémico interno que fica
imediatamente a montante da ORF (KING et al., 2011; HALLENGARD et al., 2014). A
segunda ORF é traduzida em um unico precursor de poliproteina, que é subsequentemente
processado para formar as proteinas do capsideo (C), duas glicoproteinas da superficie do
envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptideos (E3 e 6k). Dessa forma, a organizagdo do
genoma pode ser resumida como 5'-m 7 L-NSP1-nsP2-NSP3-nsP4- (juncéo) -C-E3-E2-
6k-E1-A-3' (KING et al.,, 2011; HALLENGARD et al., 2014), conforme pode-se

observar na figura 2.

Figura 2: Estratégia de codificacio gendmica de Alfavirus. E mostrado o RNA genémico com regides
ndo codificadoras representadas como linhas pretas sélidas e ORFs como caixas abertas (NS-ORF = ORF
de proteina ndo estrutural; S-ORF = ORF de proteina estrutural).

NS-ORF S-ORF
5-m'G{ Mr | Hel Pro [Mac, HVO] " RdRP A(n)-3"
nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 CPE3 E2 6K/TF E1
sgRNA 5" A(n)-3'

FoFonte: ICTV — Virus Taxonomy Profile:Togaviridae, 2018.

A replicacédo dos alfavirus ocorre no interior do citoplasma das células (Figura
3), onde as proteinas ndo-estruturais, traduzidas diretamente do genoma viral, formam o
complexo de replicacdo e sintetizam um RNA intermediério para a sintese dos RNAs
subgendmicos (GALAN-HUERTA et al., 2015), os quais codificam as proteinas
estruturais (BROWN & HERNANDEZ, 2012). O brotamento de novos virions
envelopados ocorre na membrana plasmatica das células de mamiferos. Entretanto, em

células de mosquitos, os virions sdo formados em vacuolos e maturados por vias
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exociticas. Assim, na natureza esses virus sao hibridos, adquirindo lipidios, carboidratos
e outras modificacdes da célula hospedeira (AKHRYMUK et al., 2012; HERNANDEZ
etal., 2014).

Figura 3: Ciclo replicativo dos Alfavirus. 1: ligacdo ao receptor de membrana. 2: endocitose. 3:
acidificacdo do vacuolo. 4: fusdo de membranas. 5: desmontagem do core. 6: traducéo. 7: processamento.
8 e 9: transcricdo. 10: tradugdo. 11: processamento. 12: processamento de maturacédo de glicoproteinas. 13:
transporte de glicoproteinas processadas e ativagdo por furina. 14: empacotamento do genoma viral. 15:
montagem do nucleocapsideo. 16: brotamento de novas particulas virais. Modelo de replicagdo em células
de vertebrado e invertebrado,
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Fonte: Oliveira Mota et al., 2015.

A organizagdo taxondmica dos Alfavirus foi organizada historicamente de
acordo com as relagOes antigénicas determinadas em ensaios sorologicos (CALISHER &
KARABASTOS, 1988). Atualmente, eles sdo organizados em 31 espécies e 8
sorocomplexos (Figura 4): o complexo da encefalite equina venezuelana (VEE),
complexo da encefalite equina oriental (EEE), complexo da encefalite equina ocidental
(WEE), complexo Barmah Forest, complexo Middeelburg, complexo Semliki Forest e o

complexo Ndumu, segundo similaridades antigénicas e genéticas (CHEN et al, 2019).
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Figura 4: Alphavirus. Arvore filogenética de isolados representativos de todas as espécies de alfavirus
gerados a partir de uma regido conservada de sequéncias nucleotidicas do gene da proteina do envelope

(2184 nt) usando o modelo de substitui¢io GTR + 1+ T e o método de maxima verossimilhanca.
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Fonte: ICTV, 2020.

Os oito complexos antigénicos de alfavirus parecem retratar com precisdo 0s
clados de virus que compartilham caracteristicas importantes do ponto de vista médico.
Um exemplo disso, sdo os membros dos complexos EEE e VEE que compartilham o
potencial de causar encefalite em equinos e humanos, enquanto os virus dos complexos

do Semliki Forest e Barmah Forest geralmente causam uma sindrome artritogénica.

As caracterizagdes sorologicas dos alfavirus podem fornecer alguns
esclarecimentos sobre as relagdes entre os complexos. Por exemplo, quando os anticorpos
monoclonais gerados contra o nucleocapsideo do virus Semliki Forest sdo usados em
ensaios de captura de anticorpos, eles apresentam reacdo cruzada com membros do virus
Semliki Forest, WEEV, EEEV, virus Middelburg e complexos do virus Ndumu. O fato
de o nucleocapsideo ser uma das proteinas do virion mais conservadas, pode refletir em

algumas relagdes antigas entre os alfavirus (POWERS ET AL, 2001).
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A grande maioria dos Alfavirus é transmitida por mosquitos e possui uma vasta
gama de hospedeiros, podendo infectar vertebrados diferentes, como humanos, primatas
ndo humanos, roedores e equideos. Essa ampla capacidade de transmissao proporciona
sua manutencdo na natureza, embora estudos recentes tenham descoberto que alguns
alfavirus véo de encontro a essa regra, a exemplo dos denominados de inseto-especificos
(ISV). Diferentemente dos outros virus transmitidos por mosquitos, os ISVs sdo
incapazes de se replicar em células de vertebrados in vivo ou in vitro, sendo cultivado
com sucesso apenas em mosquitos e linhagens celulares de mosquitos (NASAR et al,
2015; AGBOLI et al, 2019).

De acordo com Hermanns et al (2020), apenas trés ISVs pertencem ao grupo dos
alfavirus, sdo eles: o virus Eilat (EILV), o virus da floresta Tai (TALV) e o virus
Mwinilunga (MWAYV), que formam um grupo monofilético no complexo WEEV,
transmitido por mosquitos. O virus Eilat, foi o primeiro Alfavirus ISV isolado a partir de
um grupo de mosquitos Anopheles coustani, em Israel (AGBOLI et al, 2019). Estudos
mostram que o virus Eilat ndo foi capaz de capaz de infectar células de mamiferos, porém

possui a capacidade de se replicar em altos titulos em células de inseto.

De acordo com um dos estudos, a infecgdo ativa de células derivadas de Aedes
albopictus com o virus Eilat (EILV) reduziu a capacidade de infec¢do de virus
coinfectantes (SINV, VEEV, EEEV, WEEV e CHIKV) em aproximadamente 10-10.000
vezes e atrasou capacidade de replicacdo em 12 —48 horas. Além disso, a infeccdo prévia
in vivo por EILV de mosquitos Aedes aegypti atrasou a disseminacdo de CHIKV por 3
dias. Estudos dessa natureza, com ISVs tém aumentado nos ultimos anos (NASAR et al,
2015) e os achados podem contribuir para o controle de doencas arbovirais, ensaios
diagnosticos e desenvolvimento de vacinas (AGBOLI ET AL, 2019).

Espécies de alfavirus sdo endémicas nos cinco continentes e a variedade a sua
variedade esta condicionada as barreiras ambientais de cada regido. Por essa razdo, novas
populages humanas estdo sendo expostas aos alfavirus e ao risco de doencas, conforme
observado no mais recente surto do CHIKV (WEAVER, 2014; WEAVER & LECUIT,
2015).
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2.3. 0 VIRUS CHIKUNGUNYA

Pertencente ao género dos Alphavirus e a familia Togaviridae, 0 CHIKV é um
virus envelopado, com aproximadamente 70 nm de diametro, e que possui uma fita
simples de RNA, de polaridade positiva, com tamanho de aproximadamente 11.8 kB
(ROBERTS et al., 2017; SOLIGNAT et al., 2009). O CHIKV apresenta apenas um
sorotipo, porém possui quatro genotipos: o Oeste Africano; o Leste-Centro-Sul-Africano
(ECSA), o Oceano indico (IOL) - originario da cepa do ECSA, e o Asiatico (PEREIRA,
2018). Nas figuras 5 e 6, apresenta-se, respectivamente, a organizagdo estrutural do
CHIKYV e a uma arvore filogenética mostrando a relacdo entre os genotipos.

Figura 5: Organizacao estrutural do CHIKV. Em A, mostra a estrutura representativa do virion. Em B,

mostra as estruturas com base em reconstrugdes microscopicas eletronicas de alta resolucdo do CHIKV.
Em C, tem-se uma figura representativa da estrutura molecular do CHIKV.

Fonte: Weaver et al., 2015.
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Figura 6: Arvore filogenética baseada nas ORFs concatenadas de isolados de CHIKV. As quatro
linhagens de CHIKYV estdo indicadas nos colchetes. Os isolados CHIKV do Brasil pertencentes a linhagem
ECSA estdo em vermelho, enquanto os da linhagem Asiatica, mas em circulagdo no Brasil, estdo em azul.
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CHIKV ¢ transmitido por mosquitos culicideos, os quais podem infectar
vertebrados e artropodes. Sua transmissdo para humanos ocorre através de mosquitos do
género Aedes, principalmente o Aedes aegypti e 0 Aedes albopictus (ROBERTS et al.,
2017; PRESTI et al., 2014), sendo o primeiro o principal vetor no meio urbano
(SCHAFFENER et al., 2014).

O A. aegypti, pode ser encontrado em regides tropicais e subtropicais do mundo,
enquanto o A. albopictus circula também no continente europeu e nas Américas
(ABRANTES & SILVEIRA, 2009). Existem hipoteses de que o mosquito foi introduzido
nas Ameéricas por meio de embarcacdes que cruzavam o oceano Atlantico durante o

comércio de escravos nas primeiras colonizacbes SCHAFFENER et al., 2014).

2.3.1 HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS CHIKUNGUNYA

O CHIKYV ¢ originario da Africa e, como os virus Dengue (DENV) e Febre
Amarela, possivelmente foi transportado por navios para cidades portuarias durante 0s
séculos XVIII e XIX. No entanto, foi necessario que o0 CHIKV se espalhasse por pelo
menos duas vezes, do leste da Africa para a Asia, para estabelecer a transmisso urbana
permanente (WEAVER, 2013). Foi isolado pela primeira vez em 1952-53, na Tanzania,
préximo a divisa com Mogambique (SOUZA, 2019). Em Kimakonde, uma lingua Bantu
falada pelo grupo étnico Makonde, no sudeste da Tanzania, a palavra “chikungunya’’
significa “com o corpo contorcido”. Essa palavra faz alusdo as fortes dores nas
articulacGes causadas pela infeccdo por CHIKV, as quais impedem movimentos mais
amplos (CHIA et al., 2010).

A maior epidemia de CHIKV j& notificada comecou na Ilha Lamu, litoral do
Quénia, na Africa, em 2014 (SURHBIER, 2019). Ap0s essa epidemia, 0 virus comegou
a se espalhar pelas llhas do Oceano indico, india e sudeste asiético, atingindo mais de 6
milhdes de casos (POWERS et al., 2000; SERGON et al., 2007; STAPLES; BREIMAN;
POWERS, 2009; THIBERVILLE et al., 2013). Em 2005, uma epidemia de CHIKYV foi
identificada em Comores, causando a infeccdo de aproximadamente 215.000 pessoas
(SERGON et al., 2007). Entre marco de 2005 e abril de 2006, 255.000 pessoas foram
infectadas na Ilha Reunido (JOSSERAN et al., 2006). Entretanto, as preocupagdes com 0
CHIKYV aumentaram quando o virus foi diagnosticado no norte da Italia (REZZA et al.,
2007).
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Em setembro de 2010, foi relatado um caso autoctone de infeccdo por CHIKV
no sudeste da Franca (GRANDADAM et al., 2011). No mesmo ano, 0 virus causou
doencas na India, Indonésia, Mianmar, Tailandia e Maldivas. Ainda em 2010, casos
importados também foram identificados em Taiwan, nos Estados Unidos e no Brasil, em
viajantes que se deslocaram, respectivamente, da Indonésia, da llha Reunio, da india e
do sudoeste asiatico (BRASIL, 2014). Em 2013 o CHIKV chegou a América, espalhando-
se, inicialmente, pelo Caribe, antes de chegar ao Brasil, quando foi identificado pela
primeira vez em setembro de 2014 (NUNES et al., 2015). Ao se expandir pelos quatro
continentes, o CHIKYV alcancou mais de 100 paises (Figura 7), atingindo, até o ano de
2019, mais de 10 milhdes de casos (SURHBIER, 2019).

Figura 7: Surgimento e propagac¢éo da epidemia de CHIKV 2004-2019. Em 2004 a maior epidemia de
chikungunya, no Quénia (estrela vermelha). A epidemia se espalhou pela Africa e espalhou-se para as ilhas
do Oceano indico até a Asia, depois disso a epidemia cresceu na india e sudoeste asiatico e propagou-se
para as ilhas do Pacifico e chegou até o Caribe, em 2013 (diamante vermelho). O CHIKV se disseminou
para América central e do Sul e ainda foram reportados em 2018-2019.

Fonte: Surhbier (2019).
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2.3.2 MANIFESTACOES CLINICAS

Apbs a inoculacdo do virus, através da picada da fémea do mosquito infectado,
h& um periodo de incubacdo médio de 3-7 dias, com variacdo de 1 e 12 dias em alguns
casos. Em humanos, o periodo de viremia pode durar até 10 dias. Geralmente, esse
periodo inicia-se 2 dias antes de 0s sintomas serem apresentados. Em comparagdo com a
dengue, a taxa de casos sintomaticos de CHIKV ¢ alta, geralmente maior que 90%. Em
contrapartida, casos assintomaticos sdo raros, geralmente 3-25% das pessoas com
evidéncia sorologica de infeccdo ndo apresentaram sintomas (KOHLER et al, 2017;
MARQUES, 2017; BRASIL, 2017, BURT et al, 2012).

A doenca € caracterizada por um inicio abrupto de febre, artralgia, mialgia, dor
de cabeca, exantema, ndusea e cansaco (Figura 8) (CEROL et al, 2020). De acordo com
VAIRO et al (2019), ha trés formas sintomaticas da doenca: aguda, pds-aguda e cronica.

Figura 8: Sintomas do Chikungunya. A figura ilustra as possibilidades de sintomas que podem ocorrer

Nnos casos agudos e raros.
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2.3.2.1 FASE AGUDA

Ap0s o periodo de incubagdo, hé o inicio da fase aguda, que dura em médial0
dias. Nessa fase, 0s sintomas mais comuns sdo: febre alta, com temperatura maior que
38° C e duracdo média de 2-3 dias, dor de cabeca, nausea, vomito, mialgia, artralgia
simétrica, que pode ser intensa e acometer as extremidades, principalmente punhos e
falanges (Figura 9) (HOSSAIN et al., 2018; PAIXAO et al., 2018; CASTRO et al, 2016;
BRASIL, 2017).

Uma média de 90% dos pacientes com CHIKV, relatam a presenca de
poliartralgia, que acomete pequenas e grandes articulagdes, podendo causar inchaco,
levando a tenossinovite. Quando o paciente apresenta mialgia, geralmente é de forma leve
a moderada (BRASIL, 2017).

Figura 9: Les6es nas articulares com CHIKV. Nas fotos 1 e 2, evolu¢do da mesma paciente no 1° e 5°

dia de doenca.

Fonte: Kleber Giovani Luz.

Na maioria dos casos, o0 individuo também apresenta exantema macular ou
maculopapular no tronco e/ou nas extremidades. Esses sintomas surgem, normalmente,
do 2° ao 5° dia apds o inicio da febre. Uma média de 25% dos pacientes relata a presenca
de prurido, o qual pode ser generalizado ou apenas na regido da palma das méos e planta
dos pés. (PAIXAQ et al., 2018; RUNOWSKA et al., 2018; BRASIL, 2017). Também ha
relatos de outras manifestacdes cutaneas como: dermatite esfoliativa, hiperpigmentacéo,
fotossensibilidade e lesGes vesiculobolhosas e Ulceras orais (BRASIL, 2017).
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2.3.2.2 FASE POS-AGUDA

Geralmente nessa fase a febre desaparece e ha o agravamento, ou a persisténcia,
da artralgia, aumento da dor articular nas regides que foram acometidas na fase aguda,
tenossinovite hipertréfica subaguda nas maos, punhos, falanges e tornozelos (Figura 10).
O comprometimento articular pode ser acompanhado de inchaco, dor, de moderada a

intensa, podendo haver também recorréncia da febre (BRASIL, 2017).

Figura 10: Manifestacoes clinicas na fase pés-aguda. Na 1° foto, paciente com inchago persistente na
mao direita, com 60 dias apds o inicio dos sintomas. Na 2° foto, paciente com inchaco no tornozelo e pé,

50 dias ap6s o inicio dos sintomas.

Fonte: Carlos Brito.

Também podem estar presentes o prurido generalizado e 0 exantema
maculopapular, além de outras lesdes cutdneas. Alguns pacientes podem desenvolver
manifestagdes cardiacas, fadiga e sintomas depressivos. Se 0s sintomas persistirem por
mais de 3 meses ap6s o inicio da doenca é provavel uma evolucéo para fase cronica
(BRASIL. 2017; SUHBIER, 2019).

2.3.2.3 FASE CRONICA

Apo6s a fase pos-aguda, alguns sintomas persistem, principalmente dores
musculares, neuropaticas e musculoesqueléticas (BRASIL, 2017). De acordo com 0s
estudos de meta-analise de Paixdo (2018), aproximadamente 25% dos pacientes com
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CHIKYV tiveram a doenca por mais de 2 meses e 14% por mais de 18 meses. Os sintomas
primarios em pacientes com doenga crénica com CHIKYV sdo artralgia e artrite (mais de
79%), alopecia e depressdo. AlteracBes de humor, fadiga e disturbios do sono também
sdo comuns aos sintomas cronicos. Sequelas de Chikungunya, a longo prazo, incluem
depressdo, fadiga cronica e outras desordens neuroldgicas, como: encefalite, Sindrome de
Guillain-Barré e neurite retrobulbar (DUVIGNAUD et al., 2018; BRIZZI, 2017;
FIGUEIREDO, 2017).

2.3.2.4 MANIFESTACOES CLINICAS ATIPICAS E GRAVES

A Pan American Health Organization (PAHO), reconhece ainda formas
sintomaticas atipicas e graves da doenca. Na fase aguda atipica, além dos sintomas mais
comuns, o CHIKV afeta os érgdos e o sistema neuroldgico, cardiovascular, renal e
respiratdrio. A fase aguda atipica é comumente mais observada em pacientes idosos ou
com alguma comorbidade, como Diabetes, hipertensédo e deficiéncias cardiorrespiratorias
(GODAERT et al., 2017; FIGUEIREDO, 2017).

Na forma aguda grave, h4, comumente, manifestacfes cardiacas ou falha multipla
dos 6rgdos (SUHBIER, 2019). As infec¢cbes graves também podem ser responsaveis por
complicacdes neuroldgicas, associadas a doencas do Sistema Nervoso Central (SNC),
como encefalopatia e encefalite (GERARDIN et al, 2016). Em alguns casos graves, 0
individuo apresenta insuficiéncia renal, podendo ir a Obito. Outras causas de morte
relacionadas ao CHIKV incluem hepatite toxica, dermatite  bolhosa,
miocardite/periocardite, insuficiéncia respiratoria e infarto agudo do miocardio
(ECONOMOPOULOU et al, 2009).

2.3.3 CHIKUNGUNYA NO BRASIL

No final do ano de 2013 e durante o ano de 2014, a Organizagédo Mundial de
Saude (OMS) recebeu notificacBes de milhares de casos de Chikungunya. Inicialmente
os casos foram notificados somente nas ilhas do Caribe. Posteriormente houve
notificagbes em outras partes da América, 0 que despertou a atencdo de autoridades
sanitarias brasileiras acerca do o risco da introducdo da doenca no Brasil, considerado

alto por causa da importagéo do virus, por viajantes, por vetores capacitados — pois eram
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0s mesmos da dengue —, e pela populacao suscetivel — por ndo apresentar anticorpos para
a doenca (BRASIL, 2014).

O A. aegypti e 0 A. albopictus, vetores do CHIKV, podem ser encontrados
em 5.172 dos 5.494 municipios brasileiros, que abrigam 98,6% da populagdo brasileira.
Tal situacdo favorece a disseminacdo do virus no Brasil. Somados a esse fator de
disseminacdo do CHIKV, tem-se o intenso deslocamento de pessoas, 0 modelo de
desenvolvimento econdmico, caracterizado pelo crescimento desordenado dos centros
urbanos, coleta e destino inadequado de residuos solidos sdo alguns dos fatores que
favorecem a propagacao do virus (BRASIL, 2014; NUNES et al, 2015).

No Brasil, o primeiro caso autoctone de CHIKV foi confirmado em 13 de
setembro de 2014, em Oiapoque, no Amap4, regido norte do Brasil. Sete dias apos a
confirmagdo desse primeiro caso, outro caso autdctone foi confirmado em Feira de
Santana, Bahia, regido nordeste do Brasil. Oiapoque e Feira de Santana sdo municipios
com mais de 2000 Km de distancia (Figura 11) (NAVECA et al., 2019; BRASIL, 2014).
Apesar de esses terem sido 0s primeiros casos autdctones, o Brasil ja registrava casos
importados da doenca, a exemplo do que consta no boletim epidemioldgico N° 20/2014:
o registro de 36 casos importados de CHIKV. Até novembro de 2014, foram confirmados
1.425 casos de CHIKV (BRASIL, 2014 BOLETIM EPIDEMIOLOGICO).

De acordo com informacdes emitidas pela PAHO, entre os anos de 2013-
2017, o Brasil registrou 773.010 casos de CHIKV, tendo, no ano de 2016, um nimero
recorde de casos, 558.542. De todos 0s paises que apresentaram casos em seu territério,
o0 Brasil tem ocupado posicéao de lideranca. Entre os anos de 2018 a 2020 (julho), o pais
registrou 193.904 casos, com isso, atingiu a marca de 970.914 casos acumulados entre 0s
anos de 2013-2020 (NAVECA, 2019).
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Figura 11: Distribuicdo dos casos importados por estado e dos casos autoctones por municipio de

residéncia de chikungunya no Brasil em 2014.
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Fonte: Ministério da saude, 2014.

No que se refere aos casos autdctones no Brasil, foram identificadas duas
introdugdes separadas do CHIKV relacionadas aos genotipos: Asiatico e ECSA. O
genotipo asiatico, cuja filogenia é idéntica a do virus que circula no Caribe e na América
do Sul, foi introduzido no Brasil em 2014, no Oiapoque, regido Norte. JA 0 genotipo
ECSA, que apresenta cepas do virus que circulam em Angola, na Africa, foi identificado
na regido nordeste (SOUZA et al., 2019).

A introducdo da chikungunya no Brasil alterou o cenario das arboviroses, pois,
com o0 aumento dos casos autoctones, registros de casos graves e 6bitos, houve o aumento
da demanda por servigos de salde, recursos humanos e financeiros, para diminuir o0s
efeitos do virus na sociedade (SILVA, 2018).
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2.3.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

O diagndstico diferencial é de grande importancia para identificacédo precisa do
CHIKYV, pois sua manifestacéo clinica pode ser semelhante a de outros patdgenos que co-
circulam no Brasil, como DENV e o Zika virus (ZIKV) (MARQUES et al, 2017;
POWERS, 2010), que sao transmitidos pelo mesmo vetor, o Aedes aegypt. Embora essas
trés doencas apresentem sintomas clinicamente semelhantes, como febre, dores de
cabeca, dores nas articulacbes e exantema, hd algumas outras manifestagdes que as
diferem. E importante salientar que o principal sintoma de Chikungunya é a artralgia a
qual pode se manifestar em todas as articulagdes e, na maioria dos casos, nas dos pés, das
maéos, tornozelos e pulsos (FIOCRUZ, 2015).

A artralgia também pode se apresentar como sintoma da dengue e da zika, mas
com menor intensidade de dor. Desse modo, o paciente infectado com CHIKV apresenta
dores em nivel elevado, reduzindo sua produtividade e da qualidade de vida (FIOCRUZ,
2015). E importante destacar que o DENV causa uma sindrome clinica que mimetiza a
infeccdo por CHIKV. Também é necessario levar em consideracao a possibilidade de uma
coinfeccdo do CHIKV com ZIKV e/ou DENV, que pode ocorrer durante as epidemias de
arboviroses (CEROL et al, 2020; MARQUES et al, 2017).

Além do DENV e do ZIKV, h& outro arbovirus que podem produzir sintomas
semelhantes aos do CHIKYV, o virus Mayaro (MAYYV). Do ponto de vista filogenético, o
MAYYV ¢ um alfavirus parente proximo do CHIKV, que também induz sintomas agudos
semelhantes aos da Chikungunya, possui caracteristicas artritogénicas e também pode
causar doenca crénica (MARQUES et al, 2017).

Ao se considerar que tanto o CHIKV quanto o MAY'V sdo membros do complexo Semliki
Forest, destaca-se que uma pequena porcentagem das pessoas que residem em areas rurais
do norte e oeste do Brasil, ttm anticorpos para o MAYV (VASCONCELOS et al., 1992)
e a reatividade cruzada entre 0 MAYV e CHIKYV ja foi relatada (NUNES et al, 2015)

Estudos de WEBB et al, 2019 indicam que ha uma resposta imunoldgica de
reatividade cruzada significativa entre o MAYV e 0 CHIKV, o que poderia reduzir o risco
de surgimento de MAYV em regides tropicais com altos niveis de imunidade de rebanho
natural de CHIKYV devido a transmissao epidémica desse virus iniciada em 2013. Por essa
razdo, parece provavel que a imunidade contra CHIKYV forneca algum tipo de prote¢do
contrao MAYV (NUNES et al, 2017).
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Dessa forma, faz-se necessario uma maior disponibilidade de testes para diagndstico
especificos para CHIKV, treinamento dos profissionais de salide, programas educacionais
e um sistema nacional de vigilancia para um diagndstico diferencial de CHIKV eficiente
MARQUES et al, 2017).

2.3.5 DIAGNOSTICO CLINICO E LABORATORIAL

As infecgdes causadas pelo CHIKYV sdo diagnosticadas por critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais (Figura 12). Quando ocorre um quadro agudo de artralgia
ou febre, ndo sendo explicada por outros disturbios médicos, geralmente € considerado
um possivel caso de CHIKV. E o caso se torna mais provavel, quando o individuo visitou

ou vive em um local endémico (BURT et al, 2012).

Figura 12: Critérios de diagnoéstico da CHIKYV. Para obter um diagnéstico correto, sdo utilizados 3

critérios: clinico, epidemioldgico e laboratorial.

CRITERIO CLINICO Possivel caso quando nio é explicado por

Inicio abrupto de febre =38° C; — outros médicos. Condi¢io: Dengue ou

Poliartralgia severa. infeccio por outros Alphavirus; Malaria;

doencas artriticas...

4

Possivel caso se os critérios clinicos e

Residéncia ou vicita a dreas epidemiolégicos forem atendidos: outros
endémicas 15 dias antes do inicio patégenos com manifestagdes clinicas
——
dos sintomas. similares podem co-circular dentro da
mesma regiio demogrifica.
Caso confirmado caso o paciente seja
Isolamento viral;
— positivo nos critérios laboratoriais,

Presenca de RNA viral por RT-PCR;
Busca por anticorpos IgM e IzG.

independentes das manifestacdes clinicas.

Fonte: Adaptado de BURT et al, 2009.
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Por apresentar sintomas semelhantes com a dengue e outras arboviroses
transmitidas por artrépodes do género Alphavirus, a confirmacdo laboratorial é de suma
importancia para estabelecer um diagnostico correto (WHO, 2009). As infeccGes podem
ser confirmadas por testes laboratoriais como: testes soroldgicos, isolamento viral e
técnicas moleculares, como a Transcrigdo reversa - Reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR). O tipo de teste realizado depende do periodo da doenca e do volume da amostra
(WHO, 2009; STAPLES et al, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar retrospectivamente a ocorréncia de infecgdes por CHIKV em Alagoas, no
periodo de 2013 a 2014.

3.2 Especificos

° Investigar a presenca de anticorpos especificos para CHIKV e do genoma viral
em amostras de soros coletadas de pacientes com suspeita clinica de alguma arbovirose,
no periodo de 2013 a 2014;

° Realizar isolamento viral de CHIKV de cepas selvagens em cultura celular;

° Confirmar o sucesso do isolamento viral por meio da deteccdo do genoma de
CHIKV no sobrenadante das células inoculadas e da deteccdo de antigenos virais nas

células por imunofluorescéncia.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e aspectos éticos

Este estudo é do tipo investigacdo analitico-descritiva, transversal e
observacional, de cunho epidemioldgico. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da UFAL (processo n° 58454516.9.0000.5013; n° do
parecer 2.896.643). As andlises das amostras foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisas em Virologia e Imunologia (LAPEVI) do ICBS/UFAL.

4.2 Amostras clinicas

Para este estudo foram selecionadas amostras coletadas de pacientes com
suspeita de arbovirose, entre os anos de 2013-2014, durante uma epidemia de dengue, no
Hospital Escola Dr. Hélvio Auto (HEHA), em outras unidades de salde de Maceio e na
Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria Municipal de Saude de Macei6 (SMS). Para este
trabalho, foi solicitado e autorizado pelo CEP a dispensa da assinatura de TCLE pelos
sujeitos do estudo, por se tratarem de amostras de biorrepositério. Para inclusdo, foram
selecionadas amostras que se mostraram negativas para a pesquisa de genoma de

Flavivirus, triadas em trabalhos anteriores do nosso grupo.

4.3 ENSAIOS SOROLOGICOS
ELISA 1gG/IgM — anti-CHIKV

Para sorologia de Chikungunya, foram utilizados kits comerciais Anti-virus
Chikungunya ELISA I1gG e Anti-virus Chikungunya ELISA IgM (EUROIMMUN®,
Germany). Os testes foram realizados da seguinte maneira: Cada poco da placa contendo
tiras com 8 pogos destacaveis é revestido com antigenos de virus CHIKV recombinante,
em cada poco foi adicionado 100 pL do respectivo soro teste (diluido 1:101) e dos trés
calibradores do kit (para 0 ELISA IgM anti-CHIKYV, é necessario apenas 1 calibrador),
sem diluicdo, junto com os controles positivo e negativo e incubado a 37°C por 1 hora,
na etapa seguinte os pocos foram lavados trés vezes com solucdo de lavagem 1X e foi
adicionado 100 pL de conjugado (anticorpo 1gG anti-IgG ou anti-lgM humanas marcado

com peroxidase) em cada po¢o, a placa foi incubada por 30 min. em temperatura ambiente
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(T.A.). Na etapa seguinte, os pocos foram lavados por trés vezes e depois foi adicionado
um volume de 100 pL/poco do substrato/cromadgeno, que foi incubado a T.A. por 15 min.,
protegido da luz. Na etapa final foi adicionado 100 pL de solugéo de parada (sol. stop)
em cada poco e a placa foi lida em espectrofotdmetro utilizando filtro de 450 nm e filtro

de referéncia de 630 nm.

Para o teste de ELISA IgG anti-CHIKYV, os resultados foram analisados de forma
quantitativa, entdo, foi necessario construir uma curva de calibracdo. As absorbancias
dos testes foram anotadas e interpoladas em uma curva de calibracdo obtida através do
Microsoft Office Excel®, no qual as absorbancias e as concentra¢es conhecidas dos
calibradores do kit foram utilizadas para construir um gréafico de dispersdo (X, Y). Os
valores das absorbancias dos 3 calibradores foram incluidos no eixo Y, e os valores das
concentracdes em Unidades relativas por mililitro (RU/mL), no eixo X. Para calcular a
concentracdo dos anticorpos em cada amostra, o grafico mostrou uma equacéo de 1° grau,
dada pela formula Y = A.X+B, onde o valor de Y sera substituido pelo valor de
absorbancia de cada amostra-teste, e os valores de A e B serdo entdo fornecidos pelo
gréfico. Ja para o teste de ELISA IgM anti-CHIKV, os resultados foram analisados de
forma semiquantitativa, onde o valor da absorbancia da amostra do paciente ira ser

dividido pela absorbancia do calibrador.

Isolamento viral

Para o isolamento viral, foram utilizadas as linhagens de células VERO E6
(ATCC CRL-1586) e C6/36, que foram cultivadas em garrafas de 12,5 cm? Foram
semeadas aproximadamente 1,66 x 106 células por garrafa de cultura celular, num volume
final de 3 mL de meio Leibowitz (L15 - Gibco, USA), contendo 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB), 100U/ml de penicilina, 100pug/ml de estreptomicina e 25 pg de
anfotericina B (PSA). Nas células C6/36 também foram adicionados 10% de caldo
triptose fosfato ao meio. Tanto as células VERO E6 (ATCC CRL-1586) quanto as C6/36

foram mantidas em estufa por 24h, até 0 momento da infeccéo.

As amostras foram inoculadas nas garrafas de cultura, que foram semeadas com
celulas contendo pelo menos 80% de confluéncia de sua monocamada. A dilui¢io das
amostras foi feita da seguinte maneira: 25uL de amostra diluida em 475 mL de meio L-

15 puro, numa propor¢do de 1:20. Apds essa etapa, o soro diluido foi adicionado na
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monocamada das células e as garrafas incubadas por 1h, sendo homogeneizadas e

observadas a cada 15 min. Ao término de 1 hora, o volume do indculo foi retirado da

monocamada e colocado em microtubo de 1,5ml e centrifugado a 3000 RPM por 5
minutos; o sobrenadante foi descartado, com o objetivo de eliminar substéncias toxicas
presentes no soro, o pellet de células foi ressuspenso em 1 ml de meio L-15 2% (contendo
2% de SFB, 2% Triptose, apenas em C6/36, e 1% de PSA) e adicionado novamente na
garrafa com mais 2 mL de meio L-15 2%. As garrafas que foram incubadas e observadas
diariamente para a verificacdo de efeito citopatico viral (ECP), ap6s o periodo de
aproximadamente 6 a 20 dias, as células foram removidas dos frascos de cultura e fixadas
em lamina de microscépio para teste de confirmacao de infeccao por imunofluorescéncia

indireta.
Imunofluorescéncia indireta (IFI) para confirmacéo dos isolados virais

O pellet celular foi obtido ap6s a centrifugacdo (3000 rpm, 5 min.) dos
sobrenadantes das células inoculadas, o pellet foi lavado 3 X com PBS e aplicado em spots,
em duplicata, em laminas para imunofluorescéncia. Apos a secagem das laminas, as
mesmas foram fixadas em metanol P.A. + acetona gelados na propor¢édo 1:1 por 3 min. e
deixadas secar a temperatura ambiente (T. A). A seguir, as laminas foram incubadas com
anticorpos primario monoclonal anti-proteina E de alfavirus diluido 1:100 em PBS com
25uL por spot, por 1 hora a 37°C em camera umida. Apos incubagdo, as laminas foram
lavadas 3 X (imersdo em PBS néo estéril por 5 min.) e secas a T.A. A seguir, foi adicionado
25uL por spot do conjugado Alexa Fluor ™ 488 goat anti-mouse 1gG (H+L) diluido 1:100
em PBS e as laminas foram incubadas a 37°C por 1 hora em cadmera Umida. Transcorrido
0 periodo da segunda incubacdo as laminas foram lavadas 3 vezes por imersdao por 5
minutos em PBS 1X ndo estéril, e secas em T.A. Por fim, as laminas foram cobertas com
glicerol 10% em PBS, preparadas com laminula e visualizadas em microscopio com luz
UV na objetiva de 10X.

4.4 ENSAIOS MOLECULARES
Extracdo dos RNA virais

A extragdo dos RNAs virais a partir das amostras de soro (140uL) e das aliquotas

de controle positivo (estoques virais) e negativo (soro de voluntario saudavel ou agua
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ultrapura), foi realizada utilizando kit comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen),
seguindo as especificacOes do fabricante.

Pesquisa do genoma de CHIKV: Foram realizadas analises para o genoma do CHIKV
através de uma PCR espécie-especifica, segundo protocolo adaptado de HASEBE et al,
2002. Neste protocolo, utilizou-se primers que se anelam ao gene da proteina néo-
estrutural p1 (NSp1) do virus, produzindo amplicons de 354 pb.

Reacdo de transcricdo reversa

Primeira etapa: Preparou-se mix de reagentes contendo: 6,6uL de agua DEPC; 0,4uL de
dNTPs a 10uM; e 1puL de primer CHIKV/nsPI-C a 25uM (5’
CTTTAATCGCCTGGTGGTAT-3"), distribuida em microtubos de 200uL. Adicionou-
se a seguir SuL. de RNA extraido de amostra e/ou de controles, e 0s tubos foram

submetidos a desnaturacdo a 70°C, seguido de banho de gelo, por 2 min.

Segunda etapa: Uma segunda mix de reagentes foi preparada da seguinte forma: 4,0 pL
de tampao da enzima 5X; 2ulL de DTT a 0,1M; 0,5uL de inibidor de RNAse a 40U/uL e
0,5uL de enzima MMLV-RT a 200U/uL. Esta mix foi adicionada sobre a mix anterior e
a reacdo de transcricdo se processa a 37°C por 50 min., seguida de 70°C por 15 min., para

inativacdo da enzima.
Reacéo de PCR e eletroforese

Reacdo de PCR para CHIKYV e eletroforese: Preparou-se uma mix de reagentes
contendo: 16,05 uLL de 4gua DEPC; 2,5uL de tampao da enzima 10X; 0,75uL de MgCI2
a50mM; 0,5 pL de ANTP a 10mM; 0,5uL. CHIKV/nsP1-C a 25uM; 0,5uL. CHIKV/nsP1-
S a25uM (5’- TAG AGC AGG AAATTG ATC CC —-3’) e 0,4 puL de Taq polimerase a
S5U/uL. Adicionou-se 4ul de cDNA, sendo o volume final da reacdo igual a 50ul. Os
tubos de reacdo foram submetidos aos seguintes ciclos em termociclador: um ciclo inicial
a 94°C por 30 segundos, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30segundos, 54°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos; e extensao final a 72°C por 30 segundos e 12°C . Os
produtos das reacGes (amplicons) foram visualizados apds corrida eletroforética em gel
de agarose a 1,5% (peso\volume), corados com brometo de etidio, e visualizados em um

transiluminador UV. Comparou-se os tamanhos das bandas apresentadas com um
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marcador de peso molecular padréo de 100pb (Qiagen®), sendo o tamanho esperado do
amplicon para CHIKV de 354pb.

5. RESULTADOS

Neste trabalho foram triadas para diagndstico retrospectivo de Chikungunya 44
amostras de soro, provenientes de biorrepositorio, que haviam sido obtidas de individuos
apresentando doenca febril aguda e suspeita de infeccdo por DENV, coletadas entre 0s
anos de 2013-2014. As amostras que se apresentaram negativas para DENV e outros
flavivirus em estudos anteriores, foram entdo triadas para CHIKV pelos testes ELISA
(IgM e 1gG) (n=24), isolamento viral (n=11; entre as quais algumas triadas por
imunofluorescéncia) e RT-PCR (n=21), sendo que uma dessas amostras foi submetida a

todos os testes e as demais apenas a um ou a dois deles.

Para as analises de isolamento e moleculares, as amostras testadas foram
aquelas que tinham sido coletadas com até 7 dias do inicio dos sintomas. J& as amostras
submetidas a sorologia de IgM e IgG anti-CHIKYV foram coletadas na fase convalescente
(>8 dias; n= 10) e na fase aguda (< 7 dias; n= 12) da doenga. Porém, ressalta-se que para
2 dos 24 pacientes testados por sorologia, ndo havia informacgdes sobre data de inicio dos

sintomas em suas fichas de registro.

Para obtencédo dos resultados do ELISA IgG anti-CHIKYV, foi construida uma
curva de calibracéo, a qual permitiu chegar aos resultados da concentracdo de anticorpos
em Unidades Relativas por mililitro de soro (RU/mL), conforme grafico mostrado na
Figura 13, que é a plotagem ponto-a-ponto dos valores da absorbancia dos 3 calibradores

do kit, pelas unidades correspondentes (linear/linear).

O célculo foi realizado a partir de uma equacao de 1° grau representada por Y
= A.X+B, onde o valor de Y foi substituido pela absorbancia das amostras e o valor de X
o resultado procurado, conforme o grafico constante na figura 12. O valor de R?
corresponde a regressao linear, sendo que para veracidade desse céalculo o valor de R?
deve ser > 0,95. Assim, a curva de calibragdo foi construida com o uso de calibradores
nas concentracdes 200 RU/ml; 20 RU/ml; 2 RU/ml, fornecidos pelo kit, e o valor das

D.O.s (densidades 6ticas) obtidas no teste.
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Curva de calibracao construida para a quantificagdo de anticorpos IgG anti-CHIKV
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Concentracdo em RU/mL.

Ja os resultados do ELISA IgM anti-CHIKYV, foram obtidos a partir da divisdo

da absorbéancia da amostra do paciente pela absorbancia do calibrador, resultando em um

indice cuja interpretacdo € mostrada no Quadro 1. De acordo com o protocolo do kit, 0s

resultados das concentracdes de 1gG e IgM, respectivamente, devem ser interpretados

segundo o Quadro 1:

Quadro 1:

Interpretacdo de resultados para as concentragdes de 1gG anti-CHIKYV e para os indices

obtidos no teste de deteccdo de anticorpos IgM anti-CHIKV.

IgG | Borderline: >16 a22 RU/mL | IgM | Borderline: > 0,8 a<1,1

Positivo: > 22 RU/mL Positivo: > 1,1

Negativo: <16 RU/mL Negativo: < 0,8

NOTA: RU/mL significa Unidades Relativas por mililitro

O resultado da pesquisa de anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV nas 24 amostras

de soro investigadas por sorologia é mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Amostras processadas para pesquisa de anticorpos anti-CHIKV e as respectivas

concentracdes de 1gG/IgM encontradas.

Data de Amostra | Diasde | Suspeita | IgG anti- | Indice de Interpretacdo

coleta da infeccao clinica CHIKV IgM

amostra* no principal (em anti-

momento RU/mL) | CHIKV
da
coleta*
18/12/2013 | 144H 8 Dengue <0 0,72 Né&o reagente para 1gG e IgM.
13/01/2014 | 150H 7 Dengue <0 0,86 N&o reagente para IgG e IgM.
24/04/2014 | 164H 9 Dengue <0 0,64 N&o reagente para IgG e IgM.
28/05/2014 | 189H 7 Dengue <0 0,98 Né&o reagente para IgG e duvidoso para IgM.
02/06/2014 | 190H 7 Dengue 6,9 0,25 N&o reagente para IgG e IgM.
02/06/2014 | 191H 7 Dengue <0 0,26 N&o reagente para IgG e IgM.
31/05/2014 | 192H 8 Dengue <0 0,22 N&o reagente para IgG e IgM.
15/06/2014 | 238H 7 Dengue 16,39 0,21 Duvidoso para IgG e néo reagente para IgM.
20/06/2014 | 276H 4 Dengue 19,2 2,46 Duvidoso para IgG e reagente para IgM.
- 305H 7 Dengue <0 0,64 Na&o reagente para I1gG e IgM.

24/06/2014 | 314H 8 Dengue 67,70 0,81 Reagente para IgG e duvidoso para IgM.
07/07/2014 | 408H - Dengue <0 0,41 N&o reagente para IgG e IgM.
25/07/2014 | 569H 7 Dengue <0 0,37 N&o reagente para IgG e IgM.
02/08/2014 | 595H 9 Dengue <0 0,49 N&o reagente para IgG e IgM.
04/08/2014 | 613H 8 Dengue <0 0,51 N&o reagente para IgG e IgM.
07/08/2014 | 630H 8 Dengue 94 1,50 N&o reagente para IgG e reagente para IgM.
07/08/2014 | 633H - Dengue 34,05 0,06 Reagente para IgG e ndo reagente para IgM.
08/08/2014 | 645H 8 Dengue <0 0,38 Né&o reagente para 1gG e IgM.
30/08/2014 | 676H 8 Dengue <0 0,88 N&o reagente para IgG e IgM.
07/09/2014 | 687H 8 Dengue <0 1,66 N&o reagente para IgG e duvidoso para IgM.
08/09/2014 | 693H 3 Dengue 17,33 0,32 Duvidoso para IgG e néo reagente para IgM.
09/09/2014 | 694H 3 Dengue 35,31 0,56 Reagente para IgG e ndo reagente para IgM.
09/09/2014 | 698H 4 Dengue 22,47 0,03 Reagente para IgG e ndo reagente para IgM.
24/09/2014 | 733H 3 Dengue 19,09 0,62 Duvidoso para IgG e nédo reagente para IgM.

* A informacdo ndo consta na ficha do paciente.
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Na pesquisa de IgM, duas das amostras (276H e 630H), que corresponderam a
8,33% e foram coletadas em junho e em agosto de 2014, apresentaram resultados
positivos. Vale ressaltar, porém, que dentre as amostras mais precoces, outras trés
mostraram resultado duvidoso para IgM (189H, 314H e 687H), tendo sido coletadas em

maio, setembro e junho de 2014, respectivamente (Tabela 1).

J& na pesquisa de 1gG, quatro das amostras (16,7%) se mostraram positivas
(314H, 633H, 694H, 698H) e outras quatro apresentaram niveis limitrofes de 1gG, sendo
entdo classificadas como duvidosas (238H, 276H, 693H, 733H), conforme destacado na
Tabela 1. Chama a atencdo que a amostra 314H, uma das mais precoces, foi coletada em
junho de 2014.

Considerando-se os achados com as amostras reagentes, seja para IgM seja
para IgG, nossos dados mostram evidéncias da circulagdo precoce de CHIKV em
Alagoas, ou seja, pelo menos desde maio de 2014 (vide 276H IgM positiva). Contudo,
para confirmacdo com metodologia adicional, somente trés amostras (das 24 triadas por
ELISA) puderam ser testadas por outro método de deteccdo, e foram as seguintes: a
amostra 276H foi triada por sorologia e por PCR, e as amostras 630H e 693H foram

triadas por sorologia, PCR e isolamento, cujos resultados serdo expostos a seguir.

Para tentativas de isolamento viral, 11 amostras (Tabela 2) foram inoculadas
em células da linhagem VERO/E6 e C6/36. Apds o periodo de incubacdo, de 5 a 14 dias,
observou-se desenvolvimento de efeito citopatico (ECP) em apenas uma amostra
(9,09%), identificada como 630H. Todas as amostras tiveram seu sobrenadante colhido

para a confirmacdo ou descarte da infeccdo por IFI.
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Tabela 2: Identificacdo e resultado das amostras de soro inoculadas em cultura para tentativa de

isolamento viral

Data de coletada | Amostras | Desenvolvimento | Imunofluorescéncia

amostra ECP indireta
03/02/2014 154H Nao Negativa
26/05/2014 174H Nao Negativa
- 241H Nao Negativa
07/08/2014 630H Sim Positiva
25/08/2014 660H Né&o Negativa
28/08/2014 666H Né&o Negativa
30/08/2014 670H Né&o Negativa
04/09/2014 681H Né&o Negativa
08/09/2014 692H Nao Negativa
08/09/2014 693H Nao Negativa
13/09/2014 705H Nao Negativa

Essa amostra, com resultado positivo, foi colhida de um paciente com oito
dias de infecgéo, em agosto de 2014. Este soro tinha mostrado presenga de IgM na triagem
soroldgica. Na inoculacdo em cultura desta amostra 630H em primeira passagem, obteve-
se sucesso no isolamento do virus em células C6/36 e também em células VERO-ES,

porém o efeito citopatico somente ficou visivel em C6/36 (Figura 14).
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Figura 14: Monocamada de células C6/36 inoculadas com a amostra 630H, primeira passagem (P.1)
mostrando o efeito citopatico do virus Chikungunya isolado. (A) Controle negativo; (B) Monocamada
com 4 dias de infecgdo; (C) Monocamada com 5 dias de infec¢do; (D) Monocamada com 10 dias de

infeccdo. As setas vermelhas indicam formacéo de sincicios e células aumentadas.

Para confirmacdo das infecc@es in vitro por CHIKV, nas células inoculadas para
isolamento, foram confeccionadas laminas para imunofluorescéncia indireta (IFI) com as
celulas recolhidas de todas as 11 amostras inoculadas em cultura. Deste modo, foi também
confirmado por IFI o sucesso do isolamento de CHIKV a partir do soro 630H (e apenas
nesta amostra; 9,1%), conforme observado na figura 15. A cepa deste isolado viral foi
entdo chamada de CHIKV Mcz630.
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Figura 15: Imunofluorescéncia para confirmacao do isolamento de CHIKYV a partir da amostra de
soro 630H. (A) Controle negativo, (B) Cepa CHIKV Mcz 630, (C) controle positivo (cepa CHIKV
Mcz780).

Na confirmacdo molecular do isolado 630H, foi realizada reacdo de RT-PCR
do sobrenadante das células inoculadas com a amostra de soro, e obteve-se amplificacédo
positiva do genoma do CHIKYV cepa Mcz630, confirmando o sucesso do isolamento viral
(Figura 16). Este resultado mostra que infec¢des por CHIKV ja vinham ocorrendo em
Alagoas, pelo menos desde agosto de 2014, data em que o soro 630H foi coletado do

paciente.

Figura 16: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% mostrando os produtos da reacdo de RT-PCR para
0 virus Chikungunya, obtido do sobrenadante de cultura inoculada com a amostra 630H (isolado
630H; cepa Mcz630). Na figura, a linha 1 indica o marcador de peso molecular de 100pb; linha 2, controle
negativo; linha 3, isolado 630H mostrando banda esperada de 354pb, positivo para CHIKV e linha 4,
controle positivo de CHIKV cepa Mcz780H.
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Além do soro 630H, outras amostras também foram submetidas a triagem
molecular, sendo que foram testadas por RT-PCR no total 21 amostras. Seis destas
amostras de soro também tiveram seu isolado (sobrenadante de cultura de células

inoculadas) triado para pesquisa do genoma do CHIKYV, conforme conta na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados dos testes realizados em pares de amostras de soro e seus isolados virais
(sobrenadante de cultura de células inoculadas) para a deteccdo do genoma do virus CHIKV.

Data da coleta da Amostras RT-PCR
amostra
Soro Isolado
28/05/2014 189H Negativo -
12/06/2014 227H Negativo -
14/06/2014 233H Negativo -
15/06/2014 234H Negativo -
14/06/2014 236H Negativo -
15/06/2014 238H Negativo -
18/06/2014 259H Negativo -
20/06/2014 276H Negativo -
17/07/2014 516H Negativo -
24/07/2014 562H Negativo -
04/08/2014 618H Negativo -
07/08/2014 630H Negativo Positivo
07/08/2014 640H Negativo -
25/08/2014 660H Negativo -
28/08/2014 666H Negativo -
30/08/2014 670H Negativo Negativo
01/09/2014 677H Negativo -
04/09/2014 681H Negativo Negativo
08/09/2014 692H Negativo Negativo
08/09/2014 693H Negativo Negativo
13/09/2014 705H Negativo Negativo

Contudo, dentre todas as amostras analisadas por RT-PCR de RNAs extraidos

diretamente do soro, nenhuma amostra deste estudo mostrou amplificacdo de genoma de

CHIKYV (Tabela 3). Foi obtido um resultado positivo de genoma de CHIKV somente

qguando o RT-PCR foi realizado do sobrenadante de cultura de células inoculadas com a

amostras de soro 630H (figura 16).
Finalmente, considerando-se a relevancia epidemioldgica da obtencdo da cepa

CHIKV Mcz630, foram realizadas outras duas passagens virais do isolado 630H, para
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aumento do titulo e expansdo do estoque viral. Nestas duas passagens, para o inéculo
inicial partiu-se do isolado primario, ou primeira passagem (P.1). As segunda e terceira
passagens (P.2 e P.3) foram realizadas em células C6/36 e em Vero E6, e foram
aliquotadas e armazenadas para uso em experimentos futuros, como sequenciamento e
analises funcionais desta cepa. O resultado dessas inoculagdes, observado como efeito
citopético, em P.2 e P.3 sdo mostrados na figura 17.

Figura 17: Efeito citopatico do CHIKYV isolado originalmente da amostra de soro 630H, aqui em
segunda e terceira passagens (P.2 e P.3) ap6s inoculagédo do isolado primario em linhagens de células
C6/36 e Vero E6. (A) Controle negativo (mock) de monocamada de células C6/36 ndo inoculadas com
soro; (B) Células C6/36 inoculadas na segunda passagem viral (P.2), com 6 dias p6s-infeccdo (p.i.)
mostrando intenso efeito citopatico; (C) Monocamada de células Vero E6 (mock) nédo infectadas; (D)
Células Vero E6 inoculadas na terceira passagem viral (P.3), com 1 dia p.i, mostrando destruicdo da
monocamada de células.
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No total, dentre as 44 amostras incluidas neste estudo, 6 (13,63%) mostraram
positividade em pelo menos um dos testes realizados, com destaque para a amostra 630H,
positiva em quatro testes. Em conjunto, os achados de duas amostras IgM positivas (276H
e 630H), quatro amostras IgG positivas (314H, 633H, 694H, 698H), e um isolado positivo
(630H) demonstram que o virus CHIKV ja estava presente em Alagoas causando
infec¢Oes humanas, que foram clinicamente confundidas e notificadas como dengue no
ano de 2014.
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6. DISCUSSAO

Com o intuito de investigar a ocorréncia de infec¢gdes por CHIKV anteriores ao
ano de 2015 no estado de Alagoas, este trabalho analisou amostras clinicas provenientes
de individuos com suspeita de infec¢do por DENV coletadas, principalmente, ao longo
de 2014. Tal analise baseou-se no fato de os sintomas e a cocirculagdo das arboviroses no
pais, como dengue e zika, dificultarem a diferenciacdo entre essas doencas, fazendo com
que haja subnotificacdo de casos, sendo seu o diagnostico considerado um desafio para o
sistema de saude, o que afeta a prevencao e desenvolvimento de estratégias para seu
tratamento (BAGNO et al., 2019). O interesse em analisar amostras coletadas em 2014
para deteccdo de casos pregressos de CHIKV advém do fato de que, segundo a Secretaria
de Saude do Estado, o CHIKYV s0 teria comegado a circular em Alagoas a partir do ano
de 2015 (SESAU/AL, 2016).

Conforme apresentado na secao anterior, foram testadas 44 amostras escolhidas
a partir de uma triagem que considerou o intervalo de dias apds o inicio dos sintomas. A
escolha do teste adequado estd condicionada a relacdo método/tempo, dependendo do
marcador que cada teste detecta, 0 qual esta relacionado ao intervalo de dias apés o inicio
dos sintomas em que a coleta da amostra € realizada. Isso porque, de acordo com Chu &
Ang (2016), o momento apropriado de coleta de amostra e de o uso do resultado da
metodologia de diagnéstico mais adequado é crucial para um diagndstico preciso da
infeccdo por CHIKV.

O diagndstico laboratorial de infec¢do por CHIKV pode ser confirmado usando
dois testes diferentes: deteccdo do RNA viral e identificacdo da resposta imune especifica
(IgM e 1gG), através de ensaios soroldgicos. Os testes soroldgicos sdo 0os métodos mais
comuns em razdo de os anticorpos comecarem a aparecer alguns dias apds o inicio dos
sintomas (CHU; ANG, 2016), e fornecerem informacfes valiosas das respostas
imunoldgicas a infec¢do por CHIKV. Varios tipos de ELISA foram desenvolvidos para
detectar anticorpos anti-CHIKV e aqueles que usam o antigeno viral completo (como o
que foi utilizado neste trabalho) para sensibilizacdo da placa tém sido os métodos
preferidos (NATRAJAN et al, 2019), embora demonstrem um desempenho aceitavel,

mas néo perfeito.

Um estudo que comparou o desempenho de trés kits de ELISA comercialmente

disponiveis para deteccdo de anticorpos IgG anti-CHIKV mostrou que o kit da
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Euroimmun (o qual foi utilizado neste trabalho) teve 100% de sensibilidade, 81,8% de
especificidade para detecgédo dos anticorpos, e 22,2% de resultados falso-positivos, o que
mostra certa limitacdo do ensaio para uso clinico (SALAZAR et al., 2017). Neste sentido,
outro estudo anterior havia ja demonstrado que Kits comerciais para deteccdo de
anticorpos anti-CHIKV podem reagir cruzado com amostras de soro contendo IgM e 1gG
contra os alphavirus Mayaro e O’nyong-nyong, embora o kit da Euroimmun s6 tenha
detectado IgG anti-Mayaro e ndo IgM (PRAT et al, 2014). Digno de nota, este dado se
mostra relevante, visto que o virus Mayaro é endémico na regido Norte do Brasil
(FIGUEIREDO e FIGUEIREDO, 2014; PEZZI et al., 2019), e existe, portanto, a
possibilidade de vir a emergir em outras partes do pais, inclusive em Alagoas. O mesmo
estudo de Prat e cols. (2014) mostrou que os testes de Elisa da Euroimmun tiveram o
seguinte desempenho: especificidade de 82% para IgM e de 95% para IgG e sensibilidade

de 85% para IgM e 88% para IgG, com 18% de falsos positivos para IgM.

Em nosso trabalho, anticorpos IgM anti-CHIKYV foram evidenciados em duas das
amostras testadas (276H e 630H), as quais foram coletadas nos meses de junho e agosto
de 2014. Este resultado indica que estes dois pacientes haviam sido infectados por
CHIKYV recentemente naquele ano. No caso do paciente 630H, como sera discutido mais
adiante, foi confirmada infeccdo aguda na ocasido da coleta, visto que conseguimos

realizar o isolamento do virus em cultura.

Uma variavel importante para o uso de testes sorolégicos é a extensdo da
duracdo de anticorpos detectaveis no sangue ap0s a infeccdo aguda (NATRAJAN et al.,
2019). Segundo Niedrig e cols (2009), anticorpos IgM and IgG podem ser detectados
rapidamente apds inicio dos sintomas. A primeira classe de anticorpos a ser identificada
no soro do paciente durante a fase aguda do CHIKYV é IgM, que pode ser identificada
entre 0 3° e 6° dias da doenca, e tende a atingir o pico entre 4 e 20 dias ap6s o inicio dos
sintomas. Contudo, sabe-se que anticorpos IgM anti-CHIKV podem persistir até 6 meses
(CHU; ANG, 2016; CHUA et al, 2017), ou até por periodos mais prolongados, em casos
excepcionais, como 11 a 18 meses pds-infeccdo (NATRAJAN et al., 2019).

Por sua vez, anticorpos 1gG podem ser identificados num periodo de 4 a 7 dias a
partir do inicio da doenca, podendo persistir por anos no organismo € podem indicar
protecéo vitalicia (SUHRBIER et al, 2012; CHUA et al, 2017; NATRAJAN et al., 2019).
Em nosso estudo, de todas as amostras testadas, quatro delas (314H, 633H, 694H e 698H),
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colhidas entre os meses de junho a setembro de 2014, demonstraram resultado positivo

para IgG anti-CHIKV, o que indica infecgdo recente ou passada.

Anticorpos 1gG geralmente surgem logo apds a detecgéo de IgM, como os IgG anti-
protetina E2, que j& foram detectados em apenas 6 dias ap0s o inicio dos sintomas
(NATRAJAN et al., 2019). Porém, os anticorpos com acdo neutralizante ndo sdo
detectados antes do 10° dia de doenca (CHUSRI et al, 2014). Vale ressaltar, ainda, que
existe variacao intraindividual no que diz respeito ao inicio da producdo de anticorpos
frente & CHIKV aguda. No estudo realizado por Taubitz e cols (2007) alguns dos
pacientes analisados s6 demonstraram sorocoverséo (inclusive para IgM) ap6s a primeira
semana do inicio dos sintomas, e trés de cinco pacientes mostraram resultados negativos
na testagem durante a primeira semana, sendo 1gG ndo detectavel antes do 6° dia
(TAUBITZ et al., 2007). De fato, o 6° dia de doenca parece ser o divisor de aguas da
doenca, pois é quando ocorre a rapida diminuicdo da carga viral, a0 mesmo tempo em
que ocorre 0 aumento exponencial dos niveis de IgM anti-CHIKV IgM no sangue
(CHUSRI et al, 2014). Por esta razdo, no presente trabalho, optamos por realizar os
ensaios soroldgicos somente tanto nas amostras consideradas de fase aguda (<7 dias)
quanto convalescente (>7 dias de doenca).

No que se refere aos testes moleculares, de acordo com REDDY et al. (2012), os
ensaios para deteccdo do RNA viral sdo os métodos mais sensiveis para a deteccdo do
CHIKV. O teste de RT-PCR € 0 método mais utilizado para esse fim, embora o ensaio no
formato real-time RT-PCR seja apontado como o mais sensivel de todos (NATRAJAN et
al, 2019). Todavia, ndo existe um padrdo ouro molecular para avaliar os ensaios
moleculares em relagdo ao diagnostico de CHIKV, e a decisdo de implementar um teste
particular depende das vantagens e desvantagens relativas do método junto com o0s
recursos de um determinado laboratério (NATRAJAN et al, 2019).

O RNA viral pode ser detectado no soro do paciente utilizando-se da RT-PCR em
amostras colhidas durante a fase virémica inicial da doenca, durante os sete primeiros
dias do aparecimento dos sintomas, porem, com maiores chances de sucesso até o 5° dia
de doenca (CHUSRI et al, 2014). Apesar disso, dentre os soros analisados por RT-PCR
em nosso estudo, todos apresentaram resultado negativo. Ndo obstante, mesmo com
resultado negativo na RT-PCR, seis dessas amostras foram inoculadas em cultura para
tentativa de isolamento viral e a amostra 630H apresentou resultado positivo na

visualizagdo do efeito citopatico viral (ECP) sob microscopia Gtica.
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Esta amostra de soro 630H foi colhida de uma paciente no 8° dia do inicio dos sintomas,
e embora com resultado de RT-PCR negativo, havia sido IgM anti-CHIKV positiva no
teste de ELISA. Apds a observacdo do ECP, o sobrenadante das células do isolado viral
foi entdo testado por RT-PCR e IFI, e ambos os testes confirmaram a presenca de CHIKV
na amostra. O isolado viral chamado de Mcz630 obtido neste trabalho demonstra a

presenca precoce do CHIKV no estado de Alagoas, no ano de 2014.

E importante considerar o lapso de tempo que existe entre a data em que esta
amostra foi colhida (07 de agosto de 2014) e os registros dos primeiros casos autoctones
de chikungunya em Alagoas. De acordo com dados oficiais do boletim epidemiolégico
do Ministério da Saude (Boletim epidemiolégico, volume 46 n° 44-2015), s se teve
registro da ocorréncia de CHIKV em Alagoas no ano de 2015. Nossos dados contrariam
0s registros oficiais, e estdo em consonancia com o estudo de SOUZA et al (2019), que,
com base em modelos matematicos e logaritmos/anélises de reldgio molecular, trazem
evidéncias tedricas de que o CHIKYV foi introduzido no Brasil ja em 2013, um ano antes
da deteccao oficial do primeiro caso autoctone do virus no pais. As analises de sequéncia
do CHIKYV de diversas estirpes virais analisadas no estudo de Souza e cols (2019) (todas
de 2015 em diante) revelam que o gendétipo ECSA circulava no pais um ano antes de ser
identificado. Revelam, também, que os casos de CHIKV no Brasil estdo relacionados a
estirpe detectada na Republica Centro-Africana ainda na década de 1980, destacando que

a circulacdo do CHIKV-ECSA foi negligenciada por anos em todo mundo.

O mesmo estudo filogenético de SOUZA et al (2019) estimou o periodo da
introducdo do gendtipo ECSA de CHIKV no estado da Bahia, Nordeste do Brasil, no
inicio do ano de 2013, vindo provavelmente de um pais africano e se disseminando para
outros estados brasileiros. Isto teria ocorrido tanto na regido Nordeste (como em Alagoas
e Paraiba) quanto na regido Sudeste, principalmente no estado do Rio de Janeiro, onde a
introdugdo do genotipo ECSA foi datada para o inicio de 2014, ap6s o que o virus teria

voltado para a regido Nordeste, chegando em Sergipe.

E fundamental ressaltar que estas hipéteses sdo todas embasadas apenas nos resultados
de analises realizadas utilizando-se modelos matematicos tedricos que avaliam a taxa de
mutacdo espontanea do CHIKYV e as sequéncias genéticas de cepas de CHIKV coletadas
no Brasil nos anos de 2015 e 2016. Nenhum trabalho havia obtido o isolamento de uma

cepa de CHIKV de 2014 fora das areas de entrada oficial do virus no pais (Oiapoque-AP
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e Feira de Santana-BA), e dai a importancia da obtencdo do isolado viral Mcz630 em

nosso trabalho.

Em consonancia com nossos resultados, o trabalho de Azevedo e cols. (2015)
defende que casos importados de Chikungunya e individuos virémicos comecaram a
aparecer pela primeira vez no Brasil a partir junho de 2014, e somente no més de setembro
daquele ano ocorreu o primeiro caso com transmissao autoctone no Brasil, no Amapa.
Naquele mesmo més, um surto de CHIKV foi detectado em Feira de Santana, BA
(MAGALHAES et al., 2017).

Em resumo, nossos dados conjuntos de sorologia e isolamento viral — que
mostraram dois pacientes com IgM positiva, quatro com IgG positiva anti-CHIKV e que
obteve o isolado clinico CHIKV Mcz630 em amostras coletadas no ano de 2014 —
demonstram que o CHIKYV jé estava em circulacdo no estado de Alagoas desde ao menos
um ano antes do registro oficial de casos autdctones, e que, entdo, provavelmente tenha
entrado no pais e sido transmitido silenciosamente entre individuos em diferentes

municipios e regides ainda antes disso.

Por fim, vale ainda destacar que a emergéncia do CHIKV no Brasil e em outros paises da
Ameérica do Sul, onde hoje o virus circula de forma endémica e eventualmente epidémica,
quebrou um paradigma do que se sabia da epidemiologia dos membros do género
Alphavirus no mundo. Até pouco tempo, estudava-se que os alphavirus artritogénicos
(como o CHIKYV) eram prevalentes no Velho Mundo, enquanto que nas Américas
circulavam os alphavirus encefalitogénicos (como os causadores das encefalites equinas)
(SUHRBIER, JAFFAR-BANDJEE e GASQUE, 2012). Agora, o padrdo epidemiolégico
tornou-se bem mais complexo e sobreposto. Novos alphavirus (novas espécies) vem
inclusive sendo descobertas no Brasil e no mundo - como por ex. o virus Caaingua,
isolado de um mosquito no norte do Parana (TSCHA et al, 2019), e que tém o potencial
de emergirem como novos patdgenos humanos e/ou disseminarem-se para outros paises,

distantes de seus locais de origem, abrindo novos capitulos na histéria dos alphavirus.
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7. CONCLUSAO

Ao realizar a andlise retrospectiva das amostras coletadas em 2013-2014, pelos métodos
de ELISA (IgM e 1gG), isolamento viral e RT-PCR de amostras de soro, foi obtido
sucesso no isolamento de uma estirpe viral, chamada CHIKV Mcz630, a partir de uma
amostra coletada de paciente com doenga febril em agosto de 2014, data que antecede o
primeiro relato de infecgédo autdctone por CHIKV no Brasil.

Esse achado tem relevancia epidemioldgica porque confirma a hipétese levantada com
analises de relogio molecular realizadas por outros pesquisadores que indicam que 0
genotipo ECSA de CHIKV tem circulado no Brasil desde 2013, quase um ano antes de
ser detectado pelo programa de vigilancia em arbovirus. Esses resultados reforcam a
importancia da realizacdo de testes de diagndstico etiologico, para fornecer informacoes

precisas para os 6rgaos de saude publica.
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