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RESUMO

As arboviroses compreendem a um grupo de doengas virais transmitidas
ao homem por meio da picada de artrépodes fémeas infectadas. Os arbovirus
possuem ampla distribuicdo geografica, estando presente em quase todos os
continentes do globo terrestre e sdo considerados um grave problema de saude
publica, sendo responsaveis por causar surtos e epidemias no mundo. Os
principais arbovirus que acometem a saude humana e de outros animais
vertebrados, como os primatas, sdo membros de cinco familias: Bunyaviridae,
Flaviviridae, Togaviridae, Reoviridae e Rhabdovidae. O virus Chikungunya,
Dengue e Zika sdo considerados endémicos no Brasil, ocasionando todos os
anos uma alta taxa de incidéncia. Isso ocorre devido ao nao controle do principal
mosquito transmissor desses virus, o mosquito Aedes Aegypti, pela propria
populagdo e agdes governamentais. Nesta perspectiva o presente estudo tem
como objetivo caracterizar os aspectos sociodemograficos e clinicos da
Chikungunya na populacdo do estado do Maranhdo. Os dados
sociodemograficos e clinicos foram obtidos através da aplicagdo de um
questionario em 179 pacientes atendidos em unidades de saude dos municipios
de S&o José de Ribamar, Pagco do Lumiar, Raposa, Santa Inés e Vargem
Grande. De 2019 a 2020, o Maranhao registrou 706 casos provaveis de
chikungunya, sendo que, em 2020 houve uma redugao de 74,8% dos casos se
comparado a 2019. Das 179 amostras apenas 3 deram positivo para
Chikungunya. A febre e a mialgia foram os sintomas mais relatados pelos
participantes e a atividade da colinesterase plasmatica ndo apresentou
resultados significativos para identificacdo de casos de arboviroses, no entanto,
devido ao tamanho de nossa amostra e dados mais robustos, salientamos que
€ preciso continuar com essa hipotese uma vez que dados refletem
positivamente para a dosagem da colinesterase plasmatica em pacientes
acometidos por Covid. Contudo, faz-se necessario continuar estudando o
comportamento dessas arboviroses em nossa populacéo, principlamente com o
advento de novos surtos, ndo somente de dengue, zika e chikungunya, mas

também de covid e gripe.

Palavras-chaves: Arboviroses; Chikungunya, Colinesterase; Epidemiologia.



ABSTRACT

Arboviruses comprise a group of viral diseases transmitted to humans
through the bite of infected female arthropods. Arboviruses have a wide
geographic distribution, being present in almost all the continents of the globe
and are considered a serious public health problem, being responsible for
causing outbreaks and epidemics in the world. The main arboviruses that affect
human health and other vertebrate animals, such as primates, are members of
five families: Bunyaviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Reoviridae and
Rhabdovidae. Chikungunya, Dengue and Zika viruses are considered endemic
in Brazil, causing a high incidence rate every year. This is due to the lack of
control of the main mosquito that transmits these viruses, the Aedes Aegypti
mosquito, by the population and government actions. In this perspective, this
study aims to characterize the sociodemographic and clinical aspects of
Chikungunya in the population of the state of Maranhdo. Sociodemographic and
clinical data were obtained by applying a questionnaire to 179 patients treated at
health units in the cities of Sdo José de Ribamar, Pago do Lumiar, Raposa, Santa
Inés and Vargem Grande. From 2019 to 2020, Maranh&o registered 706 probable
cases of chikungunya, and in 2020 there was a reduction of 74.8% of cases
compared to 2019. Of the 179 samples, only 3 were positive for Chikungunya.
Fever and myalgia were the symptoms most reported by the participants and
plasma cholinesterase activity did not show significant results for the identification
of arboviruses, however, due to the size of our sample and more robust data, we
emphasize that it is necessary to continue with this hypothesis since data reflect
positively on the measurement of plasma cholinesterase in patients affected by
Covid. However, it is necessary to continue studying the behavior of these
arboviruses in our population, especially with the advent of new outbreaks, not

only of dengue, zika and chikungunya, but also of covid and flu.

Keywords: Arboviruses; Chikungunya, Cholinesterase; Epidemiology.
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1 INTRODUGAO

As arboviroses compreendem um grupo de virus que sao transmitidos por
artrépodes, muito deles insetos hematofagos. Os Arbovirus (ARthropod BOrne
VIRUS), como sdo chamados, possuem ampla distribuicdo geografica, pois sdo
encontrados em quase todos os continentes, menos na Antartida, pelo fato do
vetor ter afinidade a lugares de clima tropical ou temperado (WEAVER,;
VASILAKIS, 2009; RUST, 2012).

Os principais arbovirus que acometem os animais vertebrados, como os
primatas e os humanos, sdo membros de cinco familias: Bunyaviridae,
Flaviviridae, Togaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (FIGUEIREDO, 2007). O
virus da Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus pertencente a familia Togaviridae
(THIBERVILLE et al, 2013). O CHIKV foi isolado pela primeira vez por Ross
(1952-1953) em Newala, Tanzania, onde o principal vetor do virus foi 0 mosquito
do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti. E desde entdo, surtos de
CHIKV se tornaram frequentes no continente africano como vistos no Quénia em
2004; llhas Camardes (2005), ultrapassando a barreira do continente e
chegando a outros territorios como as ilhas Reunién, Seychelles, Mauricio,
Madagascar e Mayotte (PIALOUX et al., 2007). Em 2006, na ilha francesa
Reunion, houve registro de mais de 240 mil casos e 250 6bitos (SIMON et al.,
2006; REITER et al., 2006; TSETSARKIN et al, 2007).

Devido a grande mobilidade urbana, avango da globalizag&o e a variagéao
do vetor ocorrido na ultima grande epidemia ocorrida na llha francesa de
Reunion, a doenga espalhou-se rapidamente, chegando no continente europeu
e também nas Américas (ENSERINK, 2006; TSETSARKIN et al, 2007;).

No Brasil, sua primeira notificacdo epidemiolégica ocorreu em setembro
de 2014 no estado do Amapa e posteriormente na Bahia, onde casos agudos de
febre associados a dores articulares apontavam para a doenca desencadeada
por este virus (HONORIO et al, 2015). No entanto, acredita-se que o virus tenha
chegado antes de 2014, ndo sendo detectado pela vigilancia epidemioldgica

como aponta Souza et al., 2019.
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Contudo, fatores socioambientais das cinco regiées do Brasil contribuiram
para uma disseminacao acelerada do CHIKV em decorréncia da proliferacdo do
vetor, sendo registrado em 2016 cerca de 271.824 casos provaveis de CHIKV
em todo territério brasileiro (COLUCCI, 2016; BRASIL, 2016). Em 2017 a regiao
Nordeste foi a mais afetada pelo CHIKV respondendo por 76% (141.363 casos)
dos casos provaveis em todo o pais (BRASIL, 2017), onde foram observados
pelos agentes de saude casos de febre, fortes dores musculares e articulares na

populacdo afetada, sintomas caracteristicos da doenca.

A doenga Chikungunya pode evoluir em duas fases: aguda ou febril (com
duracao até 10 dias) e cronica (>90 dias). Na fase aguda, as manifestagoes
clinicas variam muito, e vao desde a febre alta com cefaleia e nauseas a mialgia
e artralgia simétrica (THIBERVILLE et al, 2013). Quando ha persisténcia desses
dois ultimos sintomas por muito tempo, considera-se a doenga em sua em fase
cronica, em que 40 a 80% dos pacientes desenvolvem manifestagdes reumaticas
nao resolvidas associadas a inflamacdo e a destruicdo do tecido
musculoesquelético, podendo levar a deformidade articular e incapacitagao
laboral (CHOPRA et al., 2006).

Os sintomas cronicos da chikungunya assemelham-se muito aos da artrite
reumatoide, sendo dificil distinguir entre essas duas situagdes clinicas apenas
com base na clinica do paciente (THANAPATI et al, 2017). Com isso, as
respostas inflamatdrias a infeccdo e dano tecidual sdo caracterizadas por uma
complexa interacao entre citocinas proé e anti-inflamatoérias, e outros mediadores
inflamatdrios direcionados a erradicagdo de invasores que auxiliam na
diferenciagao entre as duas doengas (PAVLOV; TRACEY, 2005).

Células, natural killer (NK) e natural killer T (NKT), componentes
importantes do sistema imune inato, est&o criticamente envolvidos nas respostas
imunes do hospedeiro a agentes infecciosos, como virus e fungos, e a células
malignamente transformadas (WALDHAUER, STEINLE 2008; BIRON et al,
1999).
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Essas células expressam citocinas, como o Interferon gama (IFN-y) e o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), uma das mais potentes citocinas
osteoclastogénicas detectada comumente nos processos artriticos (SUHRBIER
et al, 2009; SHEGARFI et al, 2012). Ha relatos recentes de infiltracdo de células
NK e NKT no liquido sinovial de pacientes que sofrem de chikungunya crénico
(HOUARAU et a., 2010; PAZM ANY, 2005), e a expressao de IFN-y TNF-a por
essas células tem sido associada a cronicidade em chikungunya (THANAPATI
et al, 2017).

Em modelos de artrite induzida por chikungunya em comundongos, niveis
elevados de IFN-y e TNF-a foram associados a inflamacéao artritica (GARDNER
et al, 2010). O TNF-a é um sinalizador precoce da resposta inflamatdria local,
funcionando no controle da mesma. Mas sua liberagdo excessiva provoca

inflamagao, dano tecidual secundario e mesmo desenvolvimento do choque
séptico (TRACEY, 2002).

No ano 2000 foi descoberta a via anti-inflamatéria colinérgica, um
mecanismo parassimpatico para inibir a liberacdo do TNF na inflamacao
(BOROVIKOVA et al, 2000). O SNC parassimpatico secreta acetilcolina,
neurotransmissor que inibe a liberagéo do TNF-a e outras citocinas (interleucinas
1, 6 e 18), consequentemente inibindo o processo inflamatério (PAVLOV,
TRACEY, 2004; BOROVIKOVA et al, 2000).

A acetilcolina, ndo é sintetizada apenas na célula neuronal. Nos ultimos
anos tem sido demonstrado que varios tipos de células ndo neurais sao capazes
de expressar a gama de proteinas que formam um sistema colinérgico, ou seja,
a enzima sintetizadora de acetilcolina (ACh), a colina acetiltransferase (ChAT),
receptores nicotinicos (NAChR) e muscarinicos (mMAChR), e as enzimas de
hidrélise de ACh, acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE)
(Kummer et al., 2008), Assim, sistemas colinérgicos nao neuronais foram
identificados em tecidos humanos consistindo de células epiteliais, endoteliais e
mesoteliais, bem como nas fibras musculares e células gliais, parenquimatosas
e imunes (WESSLER et al., 2003).
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A AChE hidrolisa especificamente e rapidamente a ACh, e sua fungao é
critica para encerrar as respostas colinérgicas. J& a BChE hidrolisa
preferencialmente butiril- e succinil-colina, e pode substituir a AChE na
eliminacdo da ACh quando a AChE est4 inibida ou ausente (MASSOULIE et al.,
1993). No sangue, a AChE é encontrada principalmente nos eritrocitos enquanto

a BChE é encontrada no plasma.

Ambas as enzimas apresentam alteragcao de suas atividades em varias
condi¢des clinicas, exercendo fungdes ndo neuronais, e intervém em processos
celulares importantes, como proliferagdo, diferenciacdo, apoptose e
reconhecimento célula-célula, bem como no processo inflamatério (SOREQ and
SEIDMAN, 2001). A despeito dos estudos da infecgao por CHIKV, sao escassos
relatos na literatura da quantificacdo da acetilcolinesterase AChE ou da BChE
(enzima que hidrolisa a acetilcolina) em individuos infectados por esse arbovirus,
assim como nenhuma outra arbovirose. Um aumento da atividade dessas
enzimas seria responsavel direto por um rapido aumento do processo

inflamatorio oriundo do estimulo viral.

Diante do exposto, faz-se necessario ter uma melhor compreensao da
acgao e circulagao desta arbovirose na populagao do estado do Maranhao, tendo
em vista a gravidade que possiveis surtos podem provocar. Mas também buscar
meios rapidos, baratos e eficazes de detectar rapidamente a possibilidade de

desencadeamento de um processo inflamatério que pode se tornar crénico.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Arboviroses

Durante décadas, as arboviroses, doengas causadas por virus que se
disseminam por meio da picada de artrépodes infectados, como mosquitos e
carrapatos, vém gerando um grave problema de saude publica (WILDER-
SMITH, 2017). Nos ultimos anos, a atual dindmica de urbanizacg&o, globalizagao
e mobilidade internacional tem promovido o surgimento de doengas transmitidas
por artrépodes, principalmente Zika, dengue, febre amarela e chikungunya,
gerando grandes surtos epidémicos nos mais diversos pontos do globo terrestre,
principalmente nas regides em desenvolvimento (LOPES et al., 2014).

Em virtude do seu veiculo de transmissdo ser principalmente por
mosquitos, os arbovirus, sdo considerados uma grave problema de saude de
ambito mundial, uma vez que a distribuicdo desses mosquitos vetores como o
Aedes spp, ocorre de forma extensa em quase todos os continentes,
principalmente aqueles que situam-se nos trépicos e subtrépicos do globo
terrestre, podendo ser considerado endémico em muitos paises onde 0os meios
climaticos junto com a falta de estrutura sanitaria o favorecam (STRUCHINER et
al, 2015). Os vetores mais importantes de arbovirus em humanos séo aqueles
pertencentes aos géneros Culex e Aedes (WEAVER; REISEN, 2010).

As infecgdes por arbovirus podem ter uma variedade de manifestagoes
clinicas, desde febre leve e doencas indiferenciadas a certas sindromes do
sistema nervoso, articulagdes e febre hemorragica. Normalmente, as infec¢des
mais graves sao registradas apenas apos grandes epidemias, que geralmente
apresentam efeitos imprevisiveis sobre a morbidade e mortalidade como visto
na epidemia da llha de Reunién (2005), e na india (2006) (QUATRESOUS, 2005;
RAVI, 2006). Embora as manifestagdes clinicas nos portadores dessas
arboviroses se confundam, ha manifestagdes clinicas que sao peculiares de

cada arbovirose.
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2.2. Dengue

A dengue é uma doencga infecciosa febril causada por um arbovirus
pertecente a familia Flaviviridae e género Flavivirus, transmitido principalmente
pelo mosquito A. aegypti (BRASIL, 2019). O virus da dengue apresenta quatro
sorotipos diferentes, o DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4- e sua incidéncia ocorre
principalmente em areas tropicais e subtropicais (Ministério da Saude. 2001;
ANDRADE. 2010). No Brasil a dengue é considerada endémica, tendo a
circulagao simultdnea dos quatro sorotipos em todas as regides do pais, tendo o
sorotipo DEN-2 mais prevalente apresentando sinais e sintomas semelhantes da
DEN-1, DEN-3 e DEN-4 (OLIVEIRA et al,. 2010; BACK; LUNDKVIST, 2013).

As manifestagdes clinicas apresentadas pela dengue variam de sintomas
leves (forma classica) a casos graves (dengue hemorragica), sendo que este
ultimo na auséncia de cuidados e com a evolugao do quadro, casos fatais de
dengue hemorragica podem ocorrer em 4% dos infectados (MORAES et al.,
2013).

Apoés a picada do mosquito fémea infectado no homem, o tempo de
laténcia, necessario para o surgimento dos sintomas, € em media de 5 a 6 dias
com inicio abrupto de febre alta acompanhada de um ou mais sintomas como
forte dor de cabeca, dor atras dos olhos, perda do paladar e apetite, manchas e
erupcdes na pele semelhantes ao sarampo, principalmente no térax e membros
superiores, nauseas e vomitos, tonturas, extremo cansago, moleza, os pacientes
também podem apresenta mialgia e leve artralgia, caracterizando a doenga em
seu estado classico (BRASIL, 2001; WHO, 2009). Quanto a dengue
hemorragica, que é a forma grave da doenga, € observado que nos primeiros
dias de infeccdo os sintomas sao semelhantes ao da dengue classica, no
entanto, entre o terceiro e o quarto dia com o controle da febre, ha um
agravamento da situacdo e o quadro evolutivo do paciente tende a piorar
drasticamente com o aparecimento de manifestacbes hemorragicas com
sangramento na pele, gengivorragia e epistaxe, choques onde a presséao arterial
e 0 pulso sao imperceptiveis e problemas neuroldégicos (WHITEHORN;
SIMMONS, 2011; FIOCRUZ, 2021).
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A diferenga ocorre quando acaba a febre e comegcam a surgir os sinais de
alerta: Dores abdominais fortes e continuas, vomitos persistentes, pele palida,
fria e umida, sangramento pelo nariz, boca e gengivas, manchas vermelhas na
pele, sonoléncia, agitacdo e confusdo mental, sede excessiva e boca seca, pulso
rapido e fraco, dificuldade respiratoria e perda de consciéncia. Ja o quadro clinico
da dengue hemorragica se agrava rapidamente, apresentando sinais de
insuficiéncia circulatéria e choque, podendo levar o paciente a morte em até 24
horas (VALLE et al., 2015).

O diagndstico da infecgao por este virus é realizado com base em exames
laboratoriais por meio de testes usando o material biolégico do paciente,
normalmente o sangue, onde é feito a pesquisa do material genético do virus
(LANCIOTTI et al., 1992), ou a presenga de anticorpos das classes IgM e IgG
para dengue (SHU, 2004), ja que somente as manifestagdes clinicas podem ser
inconclusivas, principalmente em regides onde ha circulagdo de outras
arboviroses como CHIKV e ZIKV (MUSTAFA, 2015; MULLER et al., 2017).

2.3 Zika Virus

O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus emergente que pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus e tem importancia clinica no mundo por reunir
patdgenos humanos como o virus da dengue (DENV sorotipos 1 a 4), o virus da
febre amarela (YFV), o virus do oeste do Nilo (WNV) e o virus da encefalite
japonesa (JEV). O ZIKV é transmitido por fémeas de mosquitos Aedes
(Stegomyia) spp., e recentes evidéncias sugerem que também possa ser
transmitido por Culex quinquefasciatus (HAYES, 2009).

A infecgao por este virus também se da pela forma congénita, pelo ato
sexual, e possivelmente por transfusdo sanguinea (VASCONCELOS, 2015).
Estima-se que 80% das infecgcdes de ZIKV sao assintomaticas, os sintomas mais
comuns sao febre, cefaléia, mal-estar, erup¢do maculopapular, mialgia e
artralgia, sendo por vezes confundido com os sintomas de DENV (GUEDES,
2017). Embora os sintomas comuns da infecgao por ZIKV sejam leves, em

alguns casos também ocorrem graves complicagbes neuroldégicas como
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microcefalia em recém-nascidos e sindrome de Guillain-Barré em adultos
(MACKENZIE, GUBLER, PETERSEN, 2004).

O diagnéstico da ZIKV pode ser feito com bases nos achados clinicos e
laboratoriais, tendo o uso de técnicas parecidas na identificacdo de outras
arboviroses como a detecgao do material genético do virus em tecidos e fluidos
provenientes dos pacientes (LANCIOTTI, 2007) e identificagdo da presencga de
anticorpos contra o virus (STAPLES et al., 2016).

2.4 Chikungunya

O género Alfavirus, apresenta diversos sorotipos agrupados com base
em suas propriedades antigénicas (BURT et al.,, 2012), sendo o CHIKV
pertencente ao complexo antigénico do virus da floresta Semliki (SERGON et
al., 2008). Estudos indicam que CHIKV é de origem africana, no qual diversas e
distintas linhagens genéticas foram identificadas como a linhagem da Africa
ocidental, a linhagem oriental, central e sul africano que inclui um gendtipo
asiatico. (PAL, 2015; WICHIT et al., 2017). A diversidade de gendtipos e a
adaptacdo evolutiva do virus ao mosquito vetor vém sendo associados aos

surtos mais frequentes observados desde os anos 2000 (KOGA et al., 2017).

O virus da Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus que apresenta um RNA
de cadeia simples de sentido positivo, medindo aproximadamente 12 kb e
contendo 2 sequéncias de leitura aberta (ORFs- opening reading frames)
(SMITH et al., 2015). O virion maduro de CHIKV contém duas glicoproteinas, a
proteina de fusdo E1 e a de ancoramento E2, a qual é gerada a partir de um
precursor poliproteico p62-E1, pela clivagem proteolitica (SMITH et al., 2015). O
genoma viral do CHIKV codifica 4 proteinas néo estruturais (nsP1 a nsP4) e
cinco proteinas estruturais, sendo flanqueado por regides nao traduzidas com
um tampao de N-metil guanosina 5 'e uma cauda de poli-A, entre as quais
residem duas ORFs (Figura 1) (PINTO et al., 2015).
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Figura 1. Representacao da estrutura do virus Chikungunya. Fonte: expasy.com / Viral

Zone 2010 Swiss Institute of Bioinformatics.

2.4.1 ORIGEM DO CHIKV

O termo “Chikungunya” tem origem no idioma Makonde, falado em
algumas areas do sul da Tanzéania e norte de Mogambique, que significa “aquele
que se dobra”, referindo-se a postura adquirida pelo paciente devido as severas
artralgias (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). O CHIKYV foi isolado em 1952,
pela primeira vez, em paciente na Tanzania, na Africa. A partir de ent&o, diversas
epidemias foram documentadas nessa regido e no Sudoeste Asiatico. Em 2004,
no Quénia, aconteceu grande surto, atingindo prevaléncia de aproximadamente
75% da populacédo (BURT et al., 2012).

No final de 2014 e inicio de 2015, servigos de vigilancia epidemioldgica de
estados do Nordeste brasileiro relataram um surto de doenca exantematica com
quadro clinico caracterizado por exantema de inicio precoce, sem febre ou febre
baixa, acompanhada de artralgia, edema articular e conjuntivite (SOUZA et al.,
2019). Devido a presenga de artralgia, a infecgcdo pelo virus chikungunya
(CHIKV) foi investigada e e atestada por testes soroldgicos e pela técnica de
PCR (polymerase chain reaction) (SILVA et al., 2014). Contudo, casos

autoctones de Chikungunya foram confirmados, em 2014, simultaneamente em
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duas regides: Norte, em Oiapoque / Amapa e, no Nordeste, em duas cidades
(Feira de Santana e Riachao do Jacuipe-Bahia (TEIXEIRA et al., 2015; NUNES
et al., 2015).

No mesmo ano, os casos da doenca foram relatados em Brasilia, Mato
Grosso do Sul, Roraima e Goias (HONORIO et al., 2015). Em 2015, o virus se
espalhou por todo o pais, tendo o maior numero de casos confirmados na Regiao
Nordeste, onde o clima tropical € muito favoravel ao desenvolvimento dos
vetores. Pela andlise dos casos diagnosticados no Nordeste brasileiro, pode-se
inferir que a incidéncia dessa infec¢ao viral esta intimamente relacionada a
proliferacdo vetorial e, consequentemente, as condicdes sanitarias da regiao
(VU; JUNGKIND; LABEAUD 2017). No municipio de Natal, capital do Estado do
Rio Grande do Norte, por exemplo, a maioria dos casos procedia da Zona Norte
da cidade, onde apenas 5% da rede de esgotamento sanitario sao
adequadamente tratadas (VERSTEEG et al.,, 2016). Em Natal, os dados
entomoldgicos apontam para presenga significativa dos mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus (POWERS; LOGUE, 2007).

Em 2016, da Semana Epidemioldgica (SE) 1 a SE 52, foram registrados
271.824 casos provaveis de CHIK no Brasil, sendo confirmados 151.318 (55,7%)
(BRASIL, 2017a). Em 2017, até a SE 52 (até 30/12/2017), foram registrados
185.737 casos de CHIK, com incidéncia de 90,1 casos/100 mil habitantes, dos
quais, 151.966 foram confirmados (81,8%). A Regido Nordeste apresentou o
maior numero de casos provaveis (142.131 casos; 76,5%) e a maior taxa de
incidéncia (249,7/100 mil habitantes), com destaque para o Estado do Ceara,
com 16 1271,0/100 mil habitantes (BRASIL, 2018).

Em 2018, até a SE 52, a Regido Sudeste apresentou o maior numero de
casos provaveis de CHIK (52.966 casos; 60,4%) em relagao ao total do pais. Em
seguida, aparecem as Regides Centro-Oeste (13.862 casos; 15,8 %), Nordeste
(11.287 casos; 12,9 %), Norte (9.315 casos; 10,6 %) e Sul (257 casos; 0,3 %)
(BRASIL, 2018). No Brasil, a CHIK é uma doenga de notificagdo compulséria, de
acordo com a Portaria MS/GM n° 2.472, de 31 de agosto de 2010. A ocorréncia
de casos suspeitos pode indicar possivel surto, portanto, as autoridades de

saude publica mais préxima devem ser imediatamente notificadas, de acordo
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com as recomendacdes do Regulamento Sanitario Internacional (BRASIL,
2014).

2.4.2 EPIDEMIOLOGIA CHIKV

O CHIKV é um alfavirus originario da Africa, primeiramente isolado em
1952 no Planalto Makonde da provincia do sul da Tanzania, antigo Tanganyika
(THIBERVILLE et al., 2013). Apds o isolamento do virus, em 1953 sabe-se que
0 mesmo permaneceu circulante em ciclos silvestres na Africa, sendo a primeira
reemergéncia documentada com sua introdug&o no sudeste asiatico e na india,
no ano de 2005, instalando-se em um ciclo esporadico de transmissédo urbana
que permanece atualmente (HONORIO et al, 2015). Esses surtos
documentados estdo associados a mutagdes no genoma viral do CHIKV que
facilitaram a replicagdo do virus em mosquitos Ae. albopictus (THIBERVILLE et
al., 2013).

Em 2004, no Quénia, a segunda re-emergéncia do virus ocorreu atingindo
diversas ilhas do Oceano indico, india e sudeste asiatico. No ano de 2006, o
virus atingiu as llhas La Réunion, na Africa, sendo essa epidemia estudada por
muitos pesquisadores devido ao surgimento de mutagdes virais levando a uma
transmissibilidade mais eficaz pelo Ae. Albopictus (2015; FROS; PIJLMAN,
2016). Em outubro de 2013, o CHIKV alcangou o continente americano através
do Caribe, resultando em milhares de infeccoées. Em maio de 2014 o Caribe
apresentava mais de 100.000 suspeitos e 4.000 casos laboratoriais confirmados,
e durante as duas semanas epidemiologicas seguintes, o numero de casos
reportados foi dobrado (SLAVOV et al., 2015).

Boletins epidemioldgicos relacionados as arboviroses circulantes no Brasil
sdo constantemente emitidos pelo site da Secretaria de Saude. A dengue, a
febre da Chikungunya e a febre pelo virus Zika sdo doengas de notificacdo
compulsoéria e estao presentes na Lista Nacional de Notificacdo Compulsodria de
Doencas, Agravos e Eventos de Saude Publica, sendo que a febre pelo virus
Zika foi acrescentada a essa lista apenas pela Portaria n® 204, de 17 de fevereiro

de 2016, do Ministério da Saude (SINAN, 2017). Isso implica que quaisquer
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casos suspeitos de infeccdo por uma dessas arboviroses devem ser cadastrados
através de fichas individuais de 24 notificagdes e investigacdo em um banco de
dados nacional denominado SINAN (Sistema de informacédo de agravos de

notificacao).

As fichas de cadastro utilizadas na notificagéo dessas doengas de agravo
contém informagdes importantes para estratégias epidemiolégicas como sexo,
area residencial (urbano ou rural), estado e municipio de residéncia, data dos
primeiros sintomas, municipio, estado e pais da infecgédo (para determinagao de
casos autdctones), além disso, informagdes relacionadas as caracteristicas
clinicas dos pacientes (SINAN, 2017). O SINAN (Sistema de Informagao de
Agravos de Notificagdo) objetiva registrar os dados sobre agravos de notificagao
em todo o territério nacional, fornecendo informagdes para analise do perfil da
morbidade e contribuindo, desta forma, para a tomada de decisées em nivel
municipal, estadual e federal. Em 2014, a primeira transmissao autoctone foi
detectada no Brasil, na cidade de Oiapoque (Amapa) (HONORIO et al., 2015).

O Brasil era um pais considerado indene para o virus da Chikungunya, o
que indica que os habitantes ndo apresentavam memoria imunoldgica para o
mesmo (HONORIO, 2014). Além desse fator, suas caracteristicas climaticas e
ambientais associadas a ineficacia do controle dos mosquitos do género Aedes,
garantiram que o virus da Chikungunya encontrasse no Brasil um cenario de alta
receptividade a sua disseminagdo (PANCETTI et al., 2015). Ao longo de 2014,
2.772 casos de CHIKV foram confirmados, distribuidos em seis Unidades
Federativas: Amapa (1.554 casos), Bahia (1.214), Distrito Federal (2), Mato
Grosso do Sul (1), Roraima (1) e Goias (1) (SVS, 2015). No ano de 2016 foram
registrados no pais 277.882 casos provaveis de febre Chikungunya (taxa de
incidéncia de 133,0 casos/100 mil hab.), distribuidos em 2.829 municipios, dos
quais 151.318 (55,7 %) foram confirmados, ocorrendo 196 6bitos (SVS, 2016).
Em 2017, foram registrados 185.605 casos provaveis de CHIKV, com uma
incidéncia de 90,1 casos/100 mil hab., destes, 151.101 (81,4%) foram
confirmados, tendo a regido Nordeste com o maior numero de casos provaveis
de chikungunya (142.006 casos; 76,5%) em relagao ao total do pais. Além terem
sido confirmados laboratorialmente 168 ébitos em 2017 (SVS, 2017). Em 2019

foram 1.544 mil casos de dengue, 132 mil casos de chikungunya e mais de 10
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mil casos de zika (SVS, 2020). Em 2020, o Brasil registrou mais de 900 mil casos
de dengue, 82 mil casos de chikungunya e mais de 7 mil casos de zika (SVS,
2021).

Ja em 2021, foram notificados 36.242 casos provaveis (taxa de incidéncia
de 17,1 casos por 100 mil hab.) no pais. Esses numeros correspondem a uma
diminui¢cao de 18,7% dos casos em relagéo ao ano de 2020. A regiao Nordeste
apresentou a maior incidéncia com 29,1 casos/100 mil hab., seguida das regides
Sudeste (20 casos/100 mil hab.) e Norte (3,3 casos/100 mil hab (SVS, 2021).

2.4.3 GENOTIPOS DO CHIKV

Foram descritos trés genotipos do CHIKV: Asiatico (As), Africano
Ocidental (WATf) e Leste-Centro-Sul Africano (ECSA). O ECSA deu origem a
linhagem Oceano indico (IOL), responsavel por epidemias nas ilhas do Oceano
indico, na india continental e na Europa, a partir de 2004 (VOLK et al., 2010).
Durante isolamento viral, realizado em dezembro de 2005, na llha de Reunion
que faz parte do territério francés situada no Oceano indico, a mutagcdo A226V
na glicoproteina E1 apareceu em mais de 90% dos casos (CAGLIOTI et al.,
2013; TSETSARKIN et al., 2011; BURT et al., 2012). O genétipo predominante
nas Ameéricas é o gendtipo Asiatico (FERANDEZ; NAVARRO, 2015).

2.4.4. Estrutura viral

O Chikungunya é um arbovirus do género Alphavirus, pertencente a
familia Togaviridae, constituido por RNA (CAGLIOTI et al., 2013), pertence ao
complexo antigénico da Floresta Semliki. Entre esses arbovirus capazes de
causar doengas em seres humanos estdo os virus Mayaro, O'Nyong-nyong e
Ross River (CLETON et al.,, 2012). O CHIKV é uma particula esférica, com
aproximadamente 70 nm de diametro, formada por um envelope composto por
uma bicamada lipidica e 240 cdpias da proteina do capsideo. Nesse envelope,
estdo inseridos 80 espigdes em forma de trimero, formados por glicoproteinas
E1 e E2 (THIBERVILLE et al., 2013).
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O virus se liga a célula através da glicoproteina E2, incluindo peptideo de
fusdo que medeia a entrada da nucleocapsideo no citoplasma do endossoma
(LEUNG et al., 2011). No centro do virus, esta o capsideo que contém uma
cadeia de RNA. Na superficie, localizam-se as glicoproteinas E1 e E2 do
envelope, junto com a bicamada lipidica (FERNANDEZ; NAVARRO, 2015).

2.4.5. TRANSMISSAO

A capacidade do mosquito de infectar outro hospedeiro suscetivel é
influenciada por alguns fatores intrinsecos (por exemplo, vetor e genética viral,
competéncia vetorial e tragos da histéria de vida do vetor) e extrinsecos (por
exemplo, temperatura, chuvas e uso da terra), fatores que, por sua vez,
influenciam a atividade do virus e a biologia do mosquito, em muitos aspectos
(KRAMER; CIOTA, 2015). O CHIKV ¢ transmitido aos seres humanos por meio
da picada mosquito fémea do género Aedes spp, Ae. albopictus e,
particularmente, Aedes aegypti, que é um dos vetores mais eficientes para
arbovirus (COFFEY et al., 2014).

O Ae. albopictus é o segundo maior transmissor do CHIKV. Uma
mutagdo associada a uma substituicdo de aminoacidos na glicoproteina
envolvida (E1-A226V) permitiu ao virus se adaptar melhor ao vetor, aumentando,
assim, a capacidade de transmitir e disseminar o virus (TSETSARKIN et al.,
2007). Na epidemia por CHIK, ocorrida na Ilha da Reunido, em 2005-2006,
destacou-se com o vetor A. albopictus, enquanto A. aegypti foi importante para
disseminagéo do CHIKV na india (KRAMER et al., 2015).

A entrada, permanéncia e expansao dos mosquitos do género Aedes
nas Américas esta associada a fatores como desmatamentos, mudangas
climaticas, auséncia de agua, saneamento basico, urbanizacdo desorganizada
e deslocamentos populacionais, os quais podem direcionar caminhos das
doengas, sendo influenciada pelas adaptagdes genéticas dos virus a
hospedeiros, vetores, mutagéo viral e o novo ambiente (DONALISIO et al., 2017).
Dois distintos ciclos de transmissao tém sido bem documentados: silvestre e
urbano. Na Africa, o Alphavirus circula em complexos ciclos silvestres

envolvendo vetores do género Aedes e primatas ndo humanos.
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A transmissdo no ciclo silvestre pode se espalhar infectando pessoas
que moram proximas ao habitat silvestre. O mosquito silvestre, vetor do CHIKV,
inicia uma transmissao inter-humana durante pequenos surtos. Epidemias
ocorrem na Africa, quando o CHIKV é introduzido em &reas urbanas, onde
vetores antropofilicos, Aedes aegypti e Aedes albopictus, podem iniciar
transmissao homem-mosquito-homem. O CHIKV é capaz de iniciar transmissao
em ciclo urbano sustentado que depende apenas do Aedes aegypti e/ou do
Aedes albopictus e do homem como hospedeiro e amplificador do virus (GALAN-
HUERTA et al., 2015). Outras espécies de mosquitos, de diferentes partes do
mundo, tém a capacidade de transmitir CHIKV, incluindo: Eretmapodites

chrysogaster, Culex annulirostris e Anopheles stephensi (COFFEY et al., 2014).

A transmissdo através destes vetores esta relacionada a distribuicao
geografica e aos tipos de ciclos de transmissdo (COFFEY et al., 2014). Existem
casos documentados sobre a transmissao do CHIKV por outros mecanismos,
além do vetorial, como a transmissao do virus da méae para crianca, quando a
gestante estiver infectada, levando, muitas vezes, a uma infecgdo neonatal grave
e até obito (GERARDIN et al., 2008). Também foram documentados casos por
transmissao sanguinea, por meio da manipulacdo de sangue infectado por
profissionais de laboratério. Essa possibilidade gera preocupagédo também na
transfusdo de sangue e a doagao de érgaos para transplantes (PETERSEN et
al., 2010; STAPLES et al., 2009). Outro estudo demonstrou a transmissao pela
via ocular, o CHIKV foi detectado em quatro dos 12 doadores saudaveis de
enxerto de cornea, demonstrando o risco potencial de transmissao durante o
transplante de tecido (COUDERC et al., 2012).

2.4.6 FISIOPATOLOGIA DA CHIKV

Apds periodo de incubagao médio de dez dias, o mosquito torna-se capaz
de transmitir o virus a um hospedeiro suscetivel, tal como um humano. Em
humanos picados por um mosquito infectado, os sintomas da doenca aparecem
apos um periodo de incubacao intrinseco médio de 3-7 dias (intervalo 1-12 dias)

(BRASIL, 2014). Apos a picada do mosquito, os virus atingem o nivel
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intradérmico e entram nos capilares subcutaneos. Depois da replicagao inicial no
nivel das células que sao suscetiveis, como fibroblastos e macréfagos (CHEN et
al., 2014). Posteriormente, migram pela corrente sanguinea para o figado,

musculos, articulagdes e cérebro (MATUSALI et al., 2019).

Durante a primeira semana de infecgédo, a carga viral pode atingir 109
copias/mL no sangue. A viremia no hospedeiro vertebrado pode durar dois a 10
dias apos a infeccdo (KAM et al., 2009; PANNING et al., 2008). Ainda podem
ocorrer alguns eventos patoldgicos subclinicos, como apoptose de hepatocitos
(no figado) e adenopatia (nos érgaos linfoides), enquanto a dor muito forte e a
evolucao para artrite, em alguns casos, estao associadas a infiltragao de células
mononucleares e replicagao viral nos musculos e articulagbes (KOHLER et al.,
2018).

Apos a formacao do endossoma, a alteracdo no pH promovem mudancas
nas proteinas do envelope do virus, acarretando a fusdo da membrana viral com
a membrana endossomal. Depois do RNA viral ser liberado dentro da célula
hospedeira, é traduzido para formar as quatro proteinas do complexo de
replicagéo viral (nsP1-nsP4), em seguida, ocorre a sintese do RNA sub-
gendmico e gendmico, o RNA sub-gendmico por sua vez é traduzido nas
proteinas estruturais da capside, pE2 (precursor de E2 e E3), E1 e 6K, que se
associam para formar a nucleocapsideo, incorporando o RNA genémico durante
0 processo de maturagcédo (LEUNG et al., 2011). As proteinas precursoras de
envelope sao transportadas para o reticulo endoplasmatico e o complexo de
Golgi, onde sdao submetidas a modificagdes pods-transducionais para formar o
heterodimero E-E2 (BROECKEL et al., 2015) (Figura 2). Essas proteinas s&o
transportadas para membrana celular do hospedeiro para formar picos de
envelope viral. O virus é, entdo, liberado da célula hospedeira, através do

processo de brotamento (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo do virus CHIK na célula. 1: célula do hospedeiro. 2: endocitose. 3: fusao
de membranas. 4: tradugio. 5: processamento. 6: empacotamento do genoma viral. 7:

brotamento de novas particulas virais. Fonte: Adaptado de MOTA et al., 2015.

Estudos, nos anos 1960-1980, mostraram que o CHIKV cresce em painel
de linhagens celulares ndo humanas, incluindo células Vero, células
embrionarias de galinha, BHK21 e L929 células semelhantes a fibroblastos e
HEp-2 células hepaticas (GLASGOW, 1966; RINALDO et al., 1975).

Em experimentos de cultura de tecidos humanos, o virus se replica em
varias células aderentes, como células primarias e linhas celulares epiteliais e
endoteliais, fibroblastos e, em menor grau, mondcitos. O inicio da doenga
coincide com o aumento da viremia na circulacdo desencadeando a ativacao de
resposta imune inata, com produc¢ao de interferons (IFNs) tipo | (SOURISSEAU
et al., 2007; SOLIGNAT et al., 2009). Os pacientes eliminam o virus uma semana
apos infeccao, e somente neste momento, ha evidéncia de imunidade adaptativa
especifica ao CHIKV (isto €, respostas mediadas por células T e anticorpos)
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A resposta inflamatéria resultante coincide com
a producao de mediadores imunes e infiltracdo de articulagdes e tecidos

circundantes por células imunes (BURT et al., 2017).
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2.4.7 ASPECTOS CLINICOS DA CHIKV

A infecgdo por CHIKV é caracterizada como doenga reumatica
debilitante associada a inflamacao, dor articular e destruicdo de tecidos
musculoesqueléticos. A artrite € mais frequentemente simétrica, na fase aguda
(SIMON et al., 2015). A infecgao, geralmente, € autolimitada e os sintomas
agudos, geralmente, se resolvem em uma semana, no entanto, a dor articular
pode persistir por anos (COUTURIER et al., 2012). A doenga causada pelo
CHIKV pode evoluir em trés fases: aguda, pds-aguda e cronica. A fase aguda
tem duracdo de até duas semanas. Caso as dores articulares persistam,
caracteriza-se o inicio da fase pds-aguda, que pode durar até trés meses.
Quando os sintomas ainda persistirem, tem inicio a fase crénica. Ainda podem
ocorrer as manifestagdes atipicas da CHIK, casos em que ndo apresentam febre,

nem dor articular, afetando diversos érgaos e sistemas do corpo humano.

2.4.7.1 FASES CLINICAS DA CHIKV

A fase aguda é, geralmente, caracterizada pela triade classica: febre,
artralgia intensa e erupgoes cutaneas (KUCHARZ; CEBULA-BYRSKA, 2012). A
febre que ocorre repentinamente pode ser continua, intermitente ou bifasica, de
curta duracdo (BRASIL, 2017b). A artralgia que ocorre nos dias iniciais da
doenca estda em quase 100% dos pacientes e pode desenvolver artrite
progressivamente dentro de poucos dias. As manifestacbes cutaneas sao
observadas com frequéncia variavel, envolvem, principalmente, rosto, tronco e
extremidades. Essas manifestagdes, comumente, aparecem apos a artralgia e a
mialgia, entre o segundo e o quinto dia apos o inicio da doenga, persistindo por
dois a trés dias (KUCHARZ; CEBULABYRSKA, 2012). Exantemas maculares e
maculopapulares, eritema difuso, com ou sem prurido, e edema facial sdo as

apresentagdes mais comuns.

Outros tipos de lesdes cutaneas também podem ser observados nesta
fase aguda, como vesiculas, bolhas, dermatite esfoliativa, eritema nodoso,

hiperpigmentacao, fotossensibilidade, exacerbacdo de dermatoses existentes,
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como psoriase e ulceras, envolvendo a mucosa oral (BORGHERINI et al., 2008).
Nessa fase, ainda podem aparecer outros sintomas, como dor de cabeca,
confusdo transitéria, fadiga, calafrios, nauseas, vémitos, anorexia, dor nas
costas, conjuntivite e outras manifestagcdes oculares (KUCHARZ; CEBULA-
BYRSKA, 2012).

Na fase pés-aguda as manifestagdes clinicas iniciais perduram por até
trés meses, com excecao da febre que normalmente desaparece apds os
primeiros 15 dias apds a infeccdo. Nessa fase os pacientes apresentam apenas
pequenas melhoras, de curto periodo de tempo, tendo apds, novas recidivas
como as dores articulares, por exemplo, (CUNHA; TRINTA 2017). Alguns
pacientes também apresentam astenia, exantema maculopapular além de
desenvolver fadiga, artralgia crénica e depressao em virtude do convivio com as
fortes dores (BVS, 2017).

Ja na fase cronica ha uma persisténcia dos sintomas articulares,
musculoesquelética e neuropaticas nos pacientes, sendo que cerca de 40 a 80%
deles adentram na cronicidade por CHIK (SISSOKO et al.,, 2008). As dores
articulares dessa fase se assemelham aos da artrite reumatoide e normalmente
o0 acometimento é poliarticular e simétrico. Aléem das dores articulares outras
manifestagcées também foram descritas como fadiga, cefaleia, prurido, alopecia,
exantema, bursite e tenossinovite (CUNHA; TRINTA 2017).

2.4.8. DIAGNOSTICO

A infecdo por CHIKV é diagnosticada com base em critérios clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais. Inicio agudo de febre e artralgia intensa ou artrite
que nao € explicado por outros disturbios, € considerado como possivel caso de
CHIK. O caso torna-se provavel se o paciente viveu ou visitou areas epidémicas,
sendo confirmado quando é positivo em pelo menos um teste laboratorial (WHO,
2009). Os testes bioldgicos irdao depender do estado clinico do paciente. Em
casos dos sintomas atipicos, desfecho complicado ou anormal, € necessaria
diferenciacdo de diagndsticos para sepse, dengue (possivel coinfecgao),

malaria, leptospirose, reacdes imunoldgicas podsestreptococicas e outras
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infecgdes primarias virais, necessitando realizar exames laboratoriais adicionais
(SIMON et al., 2015).

As amostras clinicas utilizadas para o diagndéstico podem ser: sangue,
plasma, soro, liquido cefalorraquidiano (LCR), saliva e urina. As amostras
destinadas ao isolamento viral e a pesquisa de RNA devem ser mantidas em
freezer -70°C até o uso. Amostras para sorologia podem ser mantidas a -20°C.
O descongelamento repetido dessas amostras deve ser evitado (BRASIL,
2017b). O diagnéstico laboratorial confirmativo da infecgéo pelo CHIKV baseia-
se no isolamento viral, na identificacdo de RNA viral através de técnicas
moleculares, como RT-29 PCR, em tempo real e a detecgao de anticorpos IgM
e IgG, por meio de testes soroldgicos, utilizando ensaios imuno-absorventes

enzimaticos (ELISA) e/ou testes imunocromatograficos rapidos.

O tipo de teste escolhido dependera do tempo decorrido entre o inicio
dos sintomas e dia da coleta da amostra (Lo PRESTI et al., 2014). A técnica de
Isolamento viral utiliza replicagao viral, produzida através de cultura em células,
permitindo isolamento destas. E feita em mosquitos coletados no campo ou em
amostras de soro na fase aguda (< 8 dias). O soro obtido de sangue total colhido
durante a primeira semana de doencga deve ser transportado refrigerado (entre
2°C-8°C ou gelo seco) o mais rapidamente possivel, dentro de 48 horas, para o
laboratoério para ser inoculado em linhagem de células sensiveis ou uso de
camundongos (PAHO, 2011). CHIKV produz efeito citopatico nas células
hospedeira, mudando a sua morfologia em, aproximadamente, trés dias, quando

inoculado em variedade de tipos celulares.

A confirmacdo do isolamento de CHIKV pode ser através de
imunofluorescéncia ou RT-PCR. Embora o isolamento viral seja método
altamente especifico, o tempo necessario para obter resultados €& longo
(BRASIL, 2014). Apesar de ser considerado o padréo ouro para detecgao, o
isolamento viral feito em linhagens celulares ndo é considerado ideal para

diagnéstico precoce, devido ao custo e o tempo (WEAVER et al., 2016).
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2.4.8.1 SOROLOGIA

Pacientes infectados com CHIKV respondem com a producdo de
anticorpos na fase inicial da doenga, podendo ser detectadas concentragdes de
imunoglobulina M (IgM) de trés a oito dias apds o inicio dos sintomas e pode
persistir por meses até dois anos, bem como imunoglobulina G (IgG) anti-CHIKV,
neutralizantes, detectada a partir de quatro a dez dias do inicio dos sintomas e
podem persistir por anos e, possivelmente, pelo resto da vida. Os anticorpos sao
importantes para depuragéo da infecgao viral. Os anticorpos neutralizantes
persistem por pelo menos 21 meses e, provavelmente, por anos, protegendo
contra novas infecgdes por CHIKV (BURT et al., 2017; WERVER; LECUIT,
2015). Diferentes kits imunocromatograficos comercialmente disponiveis podem

detectar os anticorpos IgM para CHIK.

Técnicas com uma melhor a utilizam o virus completo como antigeno,
comparada aquelas que usam proteinas recombinantes (PAHO, 2011). O soro
obtido a partir de sangue total & utilizado em ensaios de imunoabsorgéo
enzimatica (ELISA) e teste de neutralizagdo por redugéo de placas (PRNT).
PRNT é necessario para confirmar a MAC-ELISA, uma vez que a reatividade
cruzada no MAC-ELISA entre alguns dos membros do sorogrupo do virus da
Floresta de Semliki (SFV) foram observados (por exemplo, o virus Mayaro). Em
situagdes em que o ensaio PRNT n&o esta disponivel, outros testes soroldgicos,
por exemplo, inibicdo da hemaglutinacao (HI), podem ser usados para identificar
infecgao por alfavirus; no entanto, o PRNT é necessario para confirmar infecgao
recente por CHIKV (PAHO, 2011).

Outra estratégia para confirmacg&o laboratorial € a sorologia pareada.
Neste caso, duas amostras devem ser coletadas, a primeira na fase aguda da
doenca e a segunda, aproximadamente, 15 dias apds a primeira. O aumento de
quatro vezes no titulo dos anticorpos demonstra a reatividade especifica
(BRASIL, 2017b). A reacdo da cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica de
biologia molecular empregada para obter-se a amplificagdo exponencial de
pequenas quantidades de DNA in vitro, empregando elementos do processo
natural de replicacdo do DNA. A PCR de transcriptase reversa (RT-PCR) é
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utilizada para amplificacdo do RNA, necessaria para sintese de DNA
complementar. Nessa técnica a fita de DNA complementar sintetizada servira de

molde para reagéo da cadeia da polimerase (HUGGETT et al., 2005).

Trabalhos utilizando RT-PCR em tempo real para detectar RNA do
CHIKV foram descritos, visando identificar o gene NSP1 ou E1. Estes testes
moleculares sdo capazes de detectar o RNA viral somente durante a fase
virémica em pacientes, que geralmente dura do dia zero ao dia seis, apds a
infecgdo (PASTORINO et al., 2004; PASTORINO et al., 2005; WU et al., 2018).
A RT-PCR pode ser projetada em ensaio multiplex para detectar outros
arbovirus, o que pode ser util para triagem de pacientes, sobretudo, em areas de
cocirculagao viral (WEAVER; LECUIT, 2015). Ao considerar a sensibilidade, a
Organizagédo Pan-Americana de Saude (OPAS) recomenda o uso de protocolos
do RT-PCR CHIKV do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) e do

Instituto Pasteur.

Soro e liquor sdo utilizados para os testes de Reacédo de Cadeia da
Polimerase (RT-PCR), assim como o isolamento do virus (GALAN-HUERTA et
al.,, 2015). Com a reacdo da RT-PCR do virus CHIK, & possivel obter o
diagnostico mais rapido e preciso do virus. Em geral, a sequéncia dos testes
realizados é: RT-PCR entre o dia 0 e 5, RT-PCR e sorologia entre os dias 5 e 7,
somente a sorologia apos 7 dias com a pesquisa de anticorpos; ja a cultura viral
nao é realizada rotineiramente. Por outro lado, além desses testes outros podem
servir como auxiliadores no diagnostico como a dosagem de proteinas
relacionadas a infecgao viral que podem servir até mesmo como marcadores de

prognéstico de doengas inflamatérias como no caso das colinesterases.

3. AS COLINESTERASES COMO MARCADORES INFLAMATORIOS

Além das células neuronais, muitas outras células, como as do sistema
imune (macréfagos, linfocitos, micréglia, etc), sdo capazes de expressar o
sistema colinérgico completo, conhecido como sistema colinérgico n&o-neuronal
(HALDER; LAL, 2021). Esse sistema é constituido pelo neurotransmissor

acetilcolina (ACh), receptores colinérgicos nicotinicos (hAAChRs) e muscarinicos
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(mAChRs), enzima colina acetiltransferase (ChAT) e as enzimas hidroliticas
acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BChE) (REALE; COSTANTINI,
2021).

O sistema nervoso colinérgico tem efeitos moduladores na produgao de
multiplas citocinas inflamatorias, através da via antiinflamatdria colinérgica. A
presenca de patdogenos e danos teciduais periféricos induzem a liberagéo de
citocinas no sitio inflamatorio, as quais estimulam o sistema nervoso autbnomo
parassimpatico através de proje¢cdes axonais das fibras aferentes sensoriais do
nervo vago. No nucleo do trato solitario do cérebro ocorre, entéo, a ativagao da
via vagal eferente. Ao ser ativado, o nervo vago secreta ACh, que pode interagir
e ativar os nAChRs e produzir efeito supressor da produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (D’ELIA et al., 2013).

Dentre os subtipos de nAChRs, o receptor alfa 7 (a7nAChR) é o mais
proeminente devido a sua alta expressdo em células do sistema imune (células
B, macrofagos, micréglia, células T e células alvo) e sua associagdo com
imunidade humoral e intrinseca. A ativagao do a7nAChR inibe ativacido da via
NF-kB e a producgao de citocinas pro-inflamatérias (especialmente TNF-a, IL-183,
IL-6 e IL-18). Essa via antiinflamatdria colinérgica representa, portanto, um alvo

neuroimune para as doencas inflamatadrias crénicas (COURTIES et al., 2020),

As colinesterases (ChEs; EC 3.1.1.x) sdo enzimas do grupo da
superfamilia das a/f hidrolases (NARDINI; DIJKSTRA, 1999), presentes nos
tecidos colinérgicos e nao colinérgicos, bem como no plasma e outros fluidos
corporais. Este grupo de enzimas é dividido em duas categorias distintas, de
acordo com seu substrato especifico, comportamento na presenca de substrato
em excesso e suscetibilidade a inibidores (COKUGRAS 2003). A
acetilcolinesterase (AChE) é uma colinesterase especifica, que hidrolisa a
acetilcolina (ACh) e apresenta niveis elevados no tecido nervoso e nos eritrocitos
(SOREQ; SEIDMAN 2001, das, 2007). A butirilcolinesterase (BChE) (também
chamada pseudocolinesterase) € uma colinesterase nao especifica, que catalisa
a hidrolise da ACh, e de outros ésteres como succinilcolina e butirilcolina,
(COKUGRAS 2003, DARVESH et al. 2003); e apresenta niveis elevados no

plasma sanguineo, pancreas, figado e sistema nervoso central (KAPLAY, 1976).
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Considerando a capacidade hidrolitica da BChE, um aumento na
atividade da BChE resultara em niveis reduzidos de ACh sérica e tecidual, com
consequente interrupgdo da resposta antiinflamatoéria colinérgica, o que

amplificaria a inflamacgao sistémica, criando um circulo vicioso (DAS, 2007).

Os niveis de BChE sao diretamente influenciados pelo processo
inflamatdrio, tendo sua atividade diminuida na fase inflamatéria aguda e
aumentando rapidamente quando a inflamacdo reduz (HUBBARD, 2008).
Alguns autores tém mostrado que a atividade dessa enzima esta bastante
aumentada no inicio do processo inflamatério e bastante reduzida na inflamagao
sistémica. Inclusive, durante a inflamacéao sistémica, niveis muito reduzidos de
BChE indicam inflamacao sistémica severa (ZIVKOVIC et al., 2015). Niveis
elevados de BChE em portadores de diabetes (CWIERTNIA et al, 2010; DAS,
2012; GUIMARAES et al, 2014) também foram descritos. Ja a sua atividade
reduzida no plasma inferiu um menor tempo de sobrevida em pacientes com
cancer de pancreas (KLOCKER et al, 2020), prognéstico de tumor avangado no
cancer cervical (POETSCH et al, 2020) e recentemente foi relatado que em
pacientes com pneumonia associado ao Covid-19, o nivel de BChE esta
significativamente associado a gravidade e mortalidade, sendo mais baixo no
grupo de morte que no de sobrevida (KUNUTSOR;LAUKKA, 2020).
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral
Avaliar os aspectos clinicos, moleculares e epidemioldgicos da Chikungunya na

populacao do estado do Maranhao

4.2 Especificos

e Descrever os aspectos sociodemograficos da populagdo das regides de
saude do Estado do Maranhé&o;

e Pesquisar os virus Chikungunya em humano no Estado do Maranhao;

e Investigar as formas classicas e graves por Chikungunya;

e Conhecer os aspectos epidemioldgicos e clinicos do virus Chikungunya das
regides de saude do Maranhé&o;

e Avaliar a atividade das colinesterases no sangue de portadores do CHIKV;

e Analisar a relagéo entre a variavel sociodemografica e clinica nas arboviroses

identificadas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Reagentes e solugoes

Os reagentes utilizados neste trabalho foram o Acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzéico (DTNB); Fosfato de Sddio Monobasico; Fosfato de Sdédio
Bibasico; lodeto de Acetiltiocolina; lodeto de Butiriltiocolina; Triton X-100;
Tetraisopropilpirofosforamida (Iso-OMPA); Reagente de Bradford. Todos
adquiridos da Sigma (Merck group) Brasil

Solugdo A: Fosfato de sddio monobasico 0,2 M; Solugdo B: Fosfato de
sédio bibasico 0,2 M; Solugao tampao Fosfato 0,1 M pH 7,4 (20 mL solugao A
+ 80 mL Solugdo B + agua ultra pura qg.s.p. 200 mL). Reagente de Ellman
(DTNB) 0,01 M; Solucéo de lise Triton X-100 0.034%; e lodeto de Acetiltiocolina
5 mM; lodeto de Butiriltiocolina 10 mM, Tetraisopropilpirofosforamida (Iso-
OMPA) 10 mM; Solugao de sangue total (Sgt) a 2% em tampao de lise; Solugéo
de eritrécitos (RBC) a 2% em tampéo de lise e Solugdo de plasma a 20% em

tampéo fosfato pH 7.4.

5.2PACIENTES E AMOSTRAS

Foram coletados em tubos vacutainer contendo EDTA e em tubos
vacutainer contendo gel separador, o sangue venoso periférico de 179
pacientes com suspeita de Chikungunya oriundos dos municipios de Santa Inés
(48 amostras), Raposa (31 amostras), Pago do Lumiar (24), Sdo José de
Ribamar (27), Vargem Grande (19 amostras) e Sao Luis (30). Todos os
pacientes antes da realizagdo da coleta foram esclarecidos sobre a pesquisa e
sua importancia para o nosso Estado. Logo apos, assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para assim responderem um questionario
sociodemografico e clinico referente a pesquisa. Os critérios de inclusdo foram
com base nas manifestagdes clinicas onde eram observadas as principais
caracteristicas da doenca Chikungunya como febre, dor muscular e articular, a

idade dos pacientes, onde a idade minima aceitavel era de 18 anos. Ja os
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critérios de exclusdo foram relacionados a manifestagdes clinicas e o
diagnéstico laboratorial confirmado para outras doengas desencadeadas pelo
mosquito Aedes Aegypti como a Dengue e Zika e o uso de pesticidas. Também
foram coletadas amostras de sangue de pacientes que nunca foram
diagnosticadas com Chikungunya para servirem de nosso controle, sendo ao
todo 30 amostras provenientes do municipio de Sao Luis — Ma. A coleta
procedeu no periodo de dezembro de 2019 a fevereiro de 2021. Esta pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal
do Maranhao — UFMA, com o parecer 3.428.814.

5.3PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostras dos municipios de Sao José de Ribamar, Raposa e Paco do
Lumiar foram transportadas em galerias, acondicionadas em caixas térmicas
contendo gelo reciclavel e enviadas para serem processadas no Laboratorio de
Cultura de Células (LCC) do prédio de Pds-Graduagdo em Saude do Adulto —
UFMA. Um mililitro (mL) das amostras, correspondendo ao sangue total, foi
aliquotado em tubos Eppendorf de 1,5 ml e armazenados no freezer a -80 °C.
O volume restante das amostras foi centrifugado e o plasma foi separado dos
eritrocitos e armazenado no freezer a -80 °C. Os eritrocitos foram lavados em
solugédo tampéo fosfato a 0,1 M em pH 7,4 na proporgao de 1:5 (v/v) e em
seguida recentrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos. Logos apds a centrifugacao
o sobrenadante foi desprezado e o concentrado de eritrécitos foi congelado a -
18 °C até o uso. Ja as amostras de Vargem Grande e Santa Inés foram
processadas (seguindo o mesmo procedimento acima) e armazenadas no
freezer -18 °C por aproximadamente sete dias até seu envio para a
Universidade Federal do Maranhdo em S&o Luis, para serem guardadas no
freezer -80 ° C até seu uso. Todavia, os eritrocitos dos pacientes do municipio
de Santa Inés e Vargem Grande ndo foram lavados em virtude da falta de

solugao tampao fosfato.

Para o teste, a concentragao dos eritrocitos foi de 2% lisado em tampao
de lise Triton X-100 a 0.034%. O sangue total foi diluido a 2% em solugéo
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tampao fosfato a 0,1 M em pH 7.4 e em tampao de lise Triton X-100 a 0.034%,
ja o plasma foi diluido a 20% em tampao fosfato a 0,1 M em pH 7.4. As diluigdes
preparadas (1 ml de cada amostra), foram refrigeradas até ser realizado o teste

na placa de 96 pocos.

5.4 ENSAIO ENZIMATICO

A atividade das colinesterases do sangue total, dos eritrocitos e do
plasma, foi determinada pelo método de Ellman et al. (1961), modificado para
microplacas em triplicata. O ensaio foi realizado em placas de microtitulagéo de
96 pogos em um volume de reacao final de 200 pl composto da seguinte forma:
DTNB 0.32 mM; Amostra: 0.2% Sgt, ou 0.2% RBC ou Plasma 2%; e, dez minutos
depois, adi¢do do substrato ( ATCI 0,5 mM ou 1,0 mM BTCI) . Foi realizada a
curva de inibicado da BChE com inibidor especifico, tetraisopropilpirofosforamida
1, 0 mM (Iso OMPA) e, posteriormente, o sangue total era inibido com Iso OMPA
300 uM;. A atividade enzimatica (absorbancia / min) foi determinada por
subtracéo dos valores de branco do valor de cada atividade, e expressa como a

mudancga no desvio optico em 450 nm.

5.5DIAGNOSTICO MOLECULAR DO CHIKV

Para o diagnostico por biologia molecular, foi realizada a extragdo do RNA
total utilizando o kit comercial de extracao e purificacdo de RNA QIAMP Viral
Mini Kiti (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), seguindo as recomendagdes do

fabricante para posterior realizagao da gRT-PCR.

A extracdo do RNA total das amostras consiste em quatro etapas: lise
celular, ligacdo do RNA a coluna de silica gel, lavagem e eluicdo do RNA. No
primeiro momento 140 uL das amostras foram incubados com tampao de lise
AVL e 5,5 uL de RNA transportador, por 10 minutos para o rompimento celular e
liberagdo dos acidos nucleicos. Logo apods foi adicionado etanol absoluto P.A e,
depois, as amostras foram aplicadas em uma coluna contendo uma membrana
de silica gel que ira segurar o RNA viral. No intuito de purificarmos esse RNA

retido na coluna de silica gel, foi realizada a centrifugacéo e a lavagem com os
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tampdes AW1 e AW2. Feito isso, realizamos a ultima etapa, eluicao, liberagao
do RNA viral da membrana de silica gel, por meio da adigdo de 60 uM do tampé&o
AVE e posterior centrifugagdo. Apos a extragdo o RNA viral foi armazenado em

freezer -80 para a utilizagao.

Para a gqRT-PCR, foi utilizado a metodologia descrita por Lanciotti et. al.
(2007). O uso dessa metodologia fez-se necessaria uma sonda VCHIK 6919P
(Applied Biosystems™) marcada com fluorescéncia, um primer iniciador direto
VCHIKV 6856F e um inverso VCHIK6981R (Invitrogen) e a sequéncia de
interesse. Além dos primers também utilizamos o sistema TagMan FAST Virus
1 Step Master Mix (Applied Biosystems) para hibridizacdo de sequéncias
especificas do material genético de interesse. Com isso, os reagentes foram
distribuidos em uma placa de 96 pocos, com volume final de 15 uL da mistura
com o acréscimo de 5 uL do RNA extraido na primeira etapa. Para a leitura desse
experimento foi utilizado o equipamento ABI Prism 7500 Fast (Applied
Biosystems, Foster City, CA), seguindo as condi¢cbes de termociclagem descrita
por Lanciotti et. al. (2007).

5.6 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

Placas COSTAR 3590 de alta afinidade (Corning Inc., EUA) foram
sensibilizadas com 20ng por pogo de NS1 de ZIKV, DENV1, DENV2, DENV3 ou
DENV4, ou 25ng por poco de E2 de CHIKV (Meridian Life Science, EUA) em
tampéo carbonato-bicarbonato (pH 9,6) em temperatura de 4°C overnight, e
depois bloqueadas com tampao PBS-Tween 20® 1,0% por uma hora. As
amostras foram diluidas na concentracédo de 1:400 em tampé&o de diluicdo PBS-
Tween 20® (Amresco Inc. EUA) 0,1% e dispostas na placa em duplicata. As
amostras foram incubadas em temperatura ambiente por uma hora, no ELISA

para deteccao de IgG total.

Apds o periodo de incubacdo, as placas foram lavadas 5 vezes com
tampédo de lavagem PBS-Tween 20® 0,1%. Anticorpos anti-lgG humanas

conjugados com peroxidase (Rockland, EUA) foram utilizados como anticorpos
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secundarios, diluidos na concentracédo de 1:2000 no mesmo tampao de diluicdo
utilizado para as amostras. Os anticorpos secundarios foram incubados por uma
hora em temperatura ambiente. Apds a incubacao dos anticorpos secundarios,
as placas foram novamente lavadas 5 vezes com tampao de lavagem. A reacao
foi revelada utilizando solugdo de acido 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico (ABTS; Sigma-Aldrich, EUA), tampéao citrato-fosfato (70 mM, pH 4,2) e
peroxido de hidrogénio (Sigma-Aldrich, EUA). As reagbes foram desenvolvidas
por 15 minutos e depois interrompidas com solu¢cédo de 5% de dodecilsulfato de
sédio (SDS; Research Products International, EUA). As placas foram lidas em

comprimento de onda de 405nm, com onda de referéncia de 630nm.

Para calcular os resultados, consideramos a média das absorbancias das
duplicatas como valor definitivo da leitura de cada amostra. Trés controles
negativos foram usados para cada placa. Como controles negativos, amostras
de individuos assintomaticos residentes de area ndo endémica para ZIKV, DENV
ou CHIKV foram utilizadas. O cut-off da reagao foi calculado como a média das
absorbancias dos controles negativos mais trés vezes o desvio padrao dessas
médias, com intervalo de confianca de 95%, como recomendado (FREI;
ZURAKOWSKI, 1998). N6s estabelecemos como zona de indeterminagao todas
as leituras contidas na faixa de 10% acima ou abaixo do valor do cut-off. Para
normalizar os resultados das varias placas testadas, nés calculamos o valor da
OD relativa (rOD) de cada amostra, como a razdo entre a média das

absorbéancias de cada amostra e o valor de cut-off da respectiva placa.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise estatistica descritiva utilizando o software
GraphPadPrism 7 (GraphPad software®, San Diego, CA, EUA).sendo os dados
apresentados na forma de figuras e tabelas. Para verificar associagao entre as
variaveis sociodemograficas e clinicas sera utilizado o teste x? (Qui-quadrado),
sendo considerado estatisticamente significante os valores de p <0,05. Para as
enzimas, os valores de inibicado foram calculados por meio de regressdo nao
linear com o software GraphPadPrism 7 (GraphPad software®, San Diego, CA,
EUA).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1Dados epidemiolégicos e sociodemograficos

De 2019 a 2020, o Maranhdo registrou 706 casos provaveis de
chikungunya, sendo que, em 2020 houve uma redugao de 74,8% dos casos se
comparado a 2019. Esta redugdo pode ser atribuida ao enfrentamento da
pandemia do coronavirus (covid-19), por parte das equipes de vigilancia
epidemioldgica estaduais, o que ocasionou atraso ou subnotificacdo das
arboviroses nos Estados brasileiros. Além do receio de boa parte da populagéo
de procurar atendimento em uma unidade de saude durante esse periodo. Figura
3.

L Queda
2020

Figura 3. Curva epidémica dos casos provaveis de chikungunya nos anos de
2019 e 2020 no Maranhao. Fonte: Adaptado, Sinan Online, 2020.

O que aconteceu no Maranhao néo foi diferente do restante do pais, uma vez
que essa redugao também é vista na curva epidemiologica divulgada pelo

Ministério de Saude como podemos ver na Figura 4.
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Figura 4. Curva epidemioldgica da chikungunya no Brasil em 2019 e 2020.
Fonte: Sinan Online, 2020.

Com isso, amostras de 179 pacientes com suspeita de arboviroses foram
coletadas nos hospitais dos municipios de Sao José de Ribamar, Pago do
Lumiar, Raposa, Santa Inés e Vargem Grande, do Estado do Maranhao, durante
os anos de 2019 e 2020. Municipios pertencentes as Regides de Saude

Metropolitana, Santa Inés e Itapecuru, respectivamente.

Observou-se que o sexo feminino foi 0 mais frequente com 105 (59%), e
isso pode ser explicado ja que as mulheres buscam mais os servigos de saude
dos que os homens. E se tratando de confirmagao de diagnéstico por abovirose,
as mulheres sdo mais frequentes uma vez que testes e exames laboratoriais sdo
solicitados no periodo gestacional, e como vimos algumas arboviroses est&do
correlacionados a doengas congénitas como no caso da ZIKV (RODRIGUES et
al., 2018).

A maior parte dos participantes se declarou do grupo casado 98 (54%),
do grupo parda 147 (82%), com o ensino médio completo 62 (35%) Tabela 1.

CARACTERISTICAS FREQUENCIA
N = %

ESTADO CIVIL

SOLTEIRO (A) 75 42%

CASADO (A) 98 54%
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VIOVO (A) 3 2%
DIVORCIADO (A) 3 2%
ESCOLARIDADE

ANALFABETO (A) 10 6%
E. FUNDAMENTAL

INCOMPLETO 18 10%
E. FUNDAMENTAL

COMPLETO 37 20%
E. MEDIO INCOMPLETO 27 15%
E. MEDIO COMPLETO 62 35%
E. SUPERIOR INCOMPLETO 11 6%
E. SUPERIOR COMPLETO 14 8%
COR DA PELE

BRANCO (A) 31 17%
PARDO (A) 96 54%
NEGRO (A) 52 29%
INDIGINA 0 0%
OCUPAGAO

SIM 105 59%
NAO 74 41%
RENDA FAMILIAR

0-522,50 0 0%
522,50-1,045 93 52%
1,045-1.567,50 57 32%
>1.567,50 29 16%
Q. FAMILIAR

1 0 0%
2 5 3%
3 26 15%
4 54 30%
>5 94 52%

O grupo de cor parda foi a mais predominante com 86 (58%) de nossa
pesquisa, e que somando com a cor negra chega a 79% da populagao, a cor
branca 21%. Por se tratar de uma autodeclaragao nossos dados sao justificados
em virtude da queda do numero de autodeclarados brancos no pais e um
crescente aumento nos numeros de autodeclarados pardos durante os ultimos
anos, ultrapassando em 2015 a populagcdo de cor branca e no ultimo
levantamento chegou a 46% da populagao enquanto a cor branca 42%, tendo a
cada ano uma tendéncia de crescimento conforme os dados do IBGE (IBGE,
2019).
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Outro fator importante de nossa pesquisa foi avaliar as condigdes
sanitarias da populagdo dessas regides de saude, ja que o meio influencia
diretamente na saude e bem-estar, principalmente quando se trata de doencas
transmitidas por mosquitos (SILVA et al 2020). A procedéncia da agua assim
como o seu estoque foi questionada e dos 179 participantes, 172 (96%),
afirmaram receber agua encanada da rede publica municipal e 134 (75%) fazem

0 seu armazenamento em caixa d’agua (Tabela 3).

Tabela 2. Caracteristicas de Saneamento basico

PROCEDENCIA DA
AGUA

96
REDE PULBLICA 172 %
POCO 5 3%
RIO 0 0%
CISTERNA 2 1%
NAO SABE 0 0%
ESTOCAGEM DA AGUA

75
CAIXA D'AGUA 134 %
TONEL 0 0%

25
TANQUE 45 %
OUTROS 0 0%
NAO SABE 0 0%
DESTINO DO ESGOTO

19
FOSSA SEPTICA 34 %
CEU ABERTO 6 3%
FOSSA NEGRA 0 0%
ESTACAO DE 78
TRATAMENTO 139 %
RIO 0 0%
ENCHENTE NA
RUA

35

SIM 62 %
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65
NAO 117 %
NAO SABE 0 0%
DESTINO DO
LIXO

60
COLETA 108 %
ENTERR
A 0 0%
QUEIMA 9 5%

35
CEU ABERTO 62 %

Fonte: Dados da pesquisa

A maioria dos participantes 139 (78%), disseram que o esgoto era
destinado para as estagdes de tratamento e 34 (19%) por fossa séptica. A coleta
de lixo prestado pela prefeitura foi o mais frequente com 108 (60%) e o despejo
do lixo a céu aberto com 62 (35%) (Tabela 2).

Com base na analise das repostas do questionario podemos inferir que
ha sim uma conscientizacdo por parte da populagcdo em relacdo aos cuidados

necessarios para a estocagem da agua.

No entanto, a destinagao do lixo deixa a desejar uma vez que 35% dos
participantes afirmaram depositar seus residuos solidos em locais abertos, o que
pode gerar em periodos chuvosos um agravo para a saude publica, pois a
destinacao incorreta desses residuos refletira na criacao de focos primarios na
disseminagdo de doencgas virais transmitidas principalmente pelo mosquito
Aedes Aegypti, e em conjuntura com a estrutura das ruas dos municipios
estudados, alagamentos nas vias publicas sdo frequentes gerando um

transtorno a mais para a populacao.

Estudos salientam que individuos em condi¢gdes socioeconémicas mais
baixas, vivendo em areas densamente povoadas (favelas, corticos) em moradias
mal construidas, o que observamos nas regides de saude aqui estudadas,

tendem a promover as populagdes de Aedes aegyptie consequentemente
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surtos de arboviroses (NETO et al.,, 2006;TEXEIRA E BARRETO, 2008;
FAZIDAH et al., 2018).

Para analisar a relacdo entre as variaveis referentes ao saneamento
basico e as diferentes arboviroses identificadas pela pesquisa de anticorpos do
tipo IgG nos participantes, realizamos um teste qui-quadrado para essas
variaveis. As variaveis sexo, cor, escolaridade, rua e lixo sao independentes das
doengas, isto é, elas apresentam o comportamento esperado para todas as
categorias das doengas. Na tabela, apresentamos as variaveis que
apresentaram alguma relacdo com alguma das doencgas. A variavel estado civil
e DENV 1 nao sao independentes, assim como a variavel trabalho e as doengas
ZIKV, DENV 1 e DENV 3, a variavel Renda e CHIKV e DENV 3, a variavel P.
Agua e DENV 4, a variavel E. Agua e ZIKV, a variavel D. esgoto e CHIKV e a
variavel IDH e DENV 4, confirmando o que foi exposto acima.

Tabela 3. Relagdo saneamento basico e doenca.

Arbovioroses | Estado civil | Trabalho | Renda P.agua | E.dgua |D. IDH
Esgoto

CHIKV 0,3393* 0,8615 0,0748* | 0,3641* | 0,1991* | 0,0597* | 0,3975*
(0,2611) (0,8607) | (0,0701) | (0,3407) | (0,21971) | (0,0373)

ZIKV 0,2353* 0,0497 0,2101* | 0,5834* | 0,0624* | 0,8565* | 0,1567*
(0,2838) (0,0660) | (0,1979) | (0,5927) | (0,0476) | (0,6770)

DEN-1 0,0278* 0,0247* | 0,2372* | 0,1415* | 0,6931* | 0,9455* | 0,1388
(0,0130) (0,0213) | (0,2982) | (0,1028) | (0,7698) | (0,9084)

DEN-2 0,2013* 0,1189* | 0,4097* | 0,6162* | 0,6586* | 0,9888* | 0,4467*
(0,1596) (0,1150) | (0,4568) | (1,000) | (0,7996) | (1,000) | (0,4117)

DEN-3 0,2035* 0,1649* | 0,0609* | 0,2858* | 0,9023* | 0,9787* | 0,5493*
(0,1668) (0,1639) | (0,0624) | (0,3054) | (1,000) | (1,000) | (0,4599)

DEN-4 0,5407* 0,0108 0,7219* | 0,0062* | 0,2333* | 0,1394* | <0,0001*
(0,4548) (0,0110) | (0,7489) | (0,0067) | (0,2825) | (0,1433)

Para cada uma das variaveis que apresentaram dependéncia com alguma
das doengas foram analisadas quais categorias apresentaram comportamento

diferente do esperado.

Na tabela 4, foi apresentado a analise para a variavel estado civil e DEN-

1. As pessoas solteiras apresentaram maiores casos negativos e indeterminados
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de DEN-1, enquanto as pessoas casadas que foram negativas para DEN-1

apresentaram menos casos negativos que o esperado.

Tabela 4. Associacao entre estado civil e DEN-1.

E. civil/DEN-1 | Solteiro Casado Divorciado Separado Viuvo

Indeterminado | 41,9553 1(1,1027) 0(0,0559) 0(0,1676) 0(0,0838)
(2,1382)

Negativo 12 6,2570 38,7598 0(0,1788) 0(0,5363) 1(1,9973)
(5,2713) (3,7872)

Positivo 54 (0,9816) 94 (0,6498) 2(0,0312) 6 (0,0936) 2 (0,1586)

A variavel trabalho e as doencgas ZIKV, DEN-1 e DEN-4 (Tabela 5),

apresentaram comportamento diferente para algumas categorias. Os pacientes

com diagndstico indeterminado para ZIKV foram maiores que o esperado para

aqueles que nao trabalhavam, enquanto para os pacientes que trabalhavam o

numero de casos foi menor. Os pacientes que nao trabalham apresentaram mais

casos indeterminados e negativos para a doenga DEN-1. Os pacientes com

diagnéstico negativo foram maiores para a doenga DEN-4 para aqueles que nao

trabalhavam, enquanto para aqueles que trabalhavam o numero observado de

pacientes foi menor que o esperado.

Tabela 5. Comportamento da ZIKV, DEN-1 e DEN-4 na ocupagao dos pacientes.

Ocupagao ZIKV DEN-1 DEN-4

Trabalho Nao Sim Nao Sim Nao Sim

Indeterminado | 11 6,4358 | 59,5642 42,0112 1 8 11
(3,2370) (2,1781) (1,9667) (1,3234) (0,0167) (0,0113)

Negativo 7 13 106,4358 | 6 25 17
(0,1357) (0,0913) (1,9739) (1,3283) 16,8939 25,1062

(3,8896) (2,6173)

Positivo 54 89 58 100 39 79

(0,2154) (0,1449) (0,4852) (0,3265) (1,5092) (1,0156)
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Em relagdo a renda dos participantes, constatamos que, cerca de 93
(52%), declararam possuir renda menor ou igual a R$ 1.045,00 e 57 (32%) de
R$1.045, 00 a R$1.567,50 e 29 (16%) acima de R$1.567,50 por familia, além de

94 (52%) dessas familias terem de cinco ou mais integrantes (Tabela 2).

A variavel renda e as doengas CHIKV e DENV 3 (Tabela 6), nao
apresentaram independéncia. Os pacientes com renda entre um salario e meio
e dois salarios apresentam menores casos indeterminados para essas doencas,
enquanto apresentaram mais casos positivos. O numero de casos
indeterminados de DENV 3 foi maior que o esperado entre aqueles com renda
entre meio e um salario minimo, aqueles com renda entre um salario e meio e

dois salarios minimos o numero de casos indeterminados e negativos foi menor.

Tabela 6. Relacdo entre a variavel renda e as doengas CHIKV e DENV 3.

P. aquisitivo CHIKV DEN-3

Renda familiar | RS RS >RS RS RS >RS
1,100,00 | 1,567,00 1,567,00 1,100,00 1,567,00 1,567,00

Indeterminado | 16 12 26,2011 63,0894 1 01,4469
(0,5752) | (0,1968) (2,8462) (2,7422) (0,8696) (1,4469)

Negativo 40 28 15 7 5 02,4804
(0,3098) | (0,0503) (0,2710) (0,5482) (0,1428) (2,4804)

Positivo 23 23 20 13,6425 | 66 57 37
(1,2894) | (0,0023) (2,9627) (0,3016) (0,0084) (0,4664)

Por se tratar de dados socioecondmicos € o quanto 0 mesmo se torna
importante para o IDH dos municipios, nossos resultados mostram uma relagao
significativa no tocante renda e doenca, sobretudo quando o numero de casos
positivos de CHIK e DENV 3 s&o altos. E segundo o IBGE (2019) o Maranhao é
o estado que possui a menor renda domiciliar do pais com sua populacao
sobrevivendo com 645 reais apenas, exaltando o observado onde metade dos

participantes afirmou possuir renda menor ou igual a um salario minimo.

E ainda que os municipios aqui estudados tenham um indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) de classificagdo Média (IBGE,
2010), considerado bom para o desenvolvimento econémico e social dos
municipios, a distribuigdo dos recursos nao acontece de forma igual, tendo

nichos sociais de desenvolvimento pelos municipios de nosso estado. Com isso,
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esse indicador se torna relevante no que se diz repeito a qualidade de vida da

familia, uma vez que o recurso financeiro é peca chave na saude do individuo.

Mattos et al., 2007, estudando os fatores de risco para dengue em Belo
Horizonte, Brasil, identificou que o grupo com maior risco para ter dengue por
aqueles onde o chefe de familia possui uma menor renda, maior densidade

domiciliar e maior proporgao de criangas e idosos.

Em relacdo as manifestagdes clinicas apresentadas pelos participantes
no momento da pesquisa, a febre e a mialgia foram as mais relatadas com 179
(100%) para febre e 141 (94,6%) para mialgia (Tabela 7).

SINAIS E N/
SINTOMAS T %
17
FEBRE 9 100%
14
MIALGIA 1 94,60%
CONJUNTIVITE 29 19,50%
ARTRALGIA 73 49%
|. ARTICULAR 30 20,10%
DOR AO
CAMINHAR 54 36,20%
11
NAUSEAS 9 79,80%
vOMITO 94 63%
ERUPCOES NA
PELE 85 57%
COCEIRA 80 53,60%

A artralgia apresentou uma representatividade de 49% e a inflamagao
articular de 20%, sendo que esses sintomas sao caracteristicos para a CHIK.
Um dado interessante € que desse grupo apenas 36% teve dificuldade ao
caminhar devido as fortes dores articulares, tendo esse mesmo sintoma

estendido por alguns meses.
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Zeana (2016) identificou transtornos reumaticos em pacientes que
retornaram do Caribe, onde as principais queixas relatadas foram as dores
musculares, fadiga e inchago nas articulagdes, o considerando infecgdo por
CHIK. Além desses, a nauseas e o vomito teve uma relevancia de 80% e 63%
respectivamente, contudo assim com a febre a mialgia, ndo sdo sintomas
especificos para a CHIK, podendo também estar relacionado a outras
arboviroses como a DENV e a ZIKV (ROBISON, MC et al 1955; I00S, S., et al
2014).

Com isso, considerando a proporgdo de pacientes que apresentaram
cada um dos sintomas, apresentamos a propor¢ao de individuos que
apresentaram febre (esquerda) e mialgia (direita) em cada uma das categorias,
por exemplo, dos individuos que foram positivos para CHIKV 98,48%

apresentaram febre.

Tabela 8. Proporgao de individuos que apresentaram febre e mialgia nas doencgas.

Sintomas Febre Mialgia

Doenga Indeterminado | Negativo | Positivo | Indeterminado | Negativo | Positivo
CHIKV 1 0,9759 0,9848 0,9667 0,9277 0,9242
ZIKV 1 1 0,979 1 1 0,9161
DEN-1 1 0,9375 0,9873 0,8 0,875 0,943
DEN-2 1 1 0,981 0,8 0,9375 0,9367
DEN-3 1 1 0,9812 1 0,9167 0,9313
DEN-4 1 0,9286 1 1 0,881 0,9407

O sintoma de conjuntivite é apresentado em menos de 20% dos individuos

que foram positivos para as diferentes doengas, ja a dor nas juntas foi
apresentada por quase a metade dos individuos que foram positivos ou

negativos para as diferentes doencas.
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Conjutivite Dor nas juntas

Indetermina Indetermina

do Negativo  Positivo do Negativo Positivo
CHIK ' | ' |
\% 0,1667 0,1566 0,1667 0,4 0,4578 0,5455
ZIKV 0,125 0,1 0,1748 0,3125 0,35 0,5175
DEN-
1 0,2 0,125 0,1646 0,4 0,4375 0,4873
DEN-
2 0,2 0,0625 0,1709 0,6 0,4375 0,481
DEN-
3 0,2857 0,0833 0,1625 0,2857 0,5 0,4875
DEN-
4 0,1053 0,2143 0,1525 0,6842 0,5238 0,4322

O sintoma de inchago articular (Tabela 10), foi apresentado por menos de

20% dos individuos que foram positivos para as diferentes doengas. O sintoma

de dor ao caminhar foi apresentado por aproximadamente 30% dos individuos

que foram positivos para as diferentes doencas.

Tabela 10. Variavel Conjuntivite e dor nas juntas nas doencas.

| Articular Dor ao Caminhar

Indetermina Indetermina

do Negativo Positivo do Negativo Positivo
'CHIK ' | ' |
vV 0,1333 0,2048 0,1515 0,1667 0,2892 0,3182
ZIKV 0,25 0,1 0,1748 0,25 0,25 0,2867
DEN-
1 0 0,0625 0,1899 0 0,25 0,2911
DEN-
2 0 0,0625 0,1899 0,4 0,1875 0,2848
DEN-
3 0 0,1667 0,1812 0,1429 0,3333 0,2812
DEN-
4 0,1579 0,1905 0,1695 0,2632 0,4048 0,2373
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Também foi analisada a propor¢cao de individuos que apresentaram febre

segundo sua duragdo em dias (Tabela 11). A proporg¢ao foi calculada por linhas,

por exemplo, para CHIKV os pacientes com casos indeterminados tiveram
3,33% 0 dias de febre, 13,33% 2 dias de febre, 43,33% 3 dias de febre, 26,67%

4 dias de febre e 13,33% 5 dias de febre, totalizando dessa forma o 100% dos

casos indeterminados para CHIKV. Para o CHIKV a maioria dos pacientes

apresentou 3 dias de febre. Para ZIKV indeterminado ou negativo a maioria

apresentou 4 dias de febre, ja para os casos positivos a maioria apresentou 3

dias de febre. Para a dengue a maioria apresentou 3 dias de febre, alguns casos

indeterminados apresentaram a mesma proporcao de 3 ou 5 dias de febre.

Tabela 11. Analise de proporcéo entre a variavel febre e dias de febre nas doencas.

Dias de febre

0 2 3 4 5
Indeterminad | | | |
0 0,0333 01333 04333 002667  0,1333
CHIKV |Negativo 0,0843 00723 03976 02771  0,1687
Positivo 0,0455 01212 03939 03333  0,1061
Indeterminad | ' ' |
0 0,0625  0,0625 025 04375  0,1873
ZIKV" INegativo 0,05 0 0,25 0.4 0.3
Positivo 0,0629 0,189 04406 02657  0,1119
Indeterminad | | | |
0 0 0,2 0,4 0 0,4
DEN-1 .
Negativo 0,0625 00625  0,3125 0,375  0,1875
Positivo 0,0633 01013 04114 02975  0,1266
Indeterminad | | | |
o 0 0,2 0,4 0 0,4
DEN-2 \Negativo 0,0625 0,125 025 03125 0,25
Positivo 0,0633 00949 04177 03038  0,1203
Indeterminad | | | |
DEN-3 15 0 0 04286  0,1429 0,4286
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Negativo 0,0833 00833 0,667  0,4167 0,25
Positivo 0,0625 01062 04188 002938  0,1187
Indeterminad | | | |
0 0,2105 00526  0,3158 0,579  0,2632

DEN-4 " \Negativo 01667 00952 0,048 02619 00714
Positivo 0 01102 04153  0,3305  0,1441

Ao redor de 60% dos pacientes apresentou vomitos como pode ser visto

na tabela 11. A prova do lago foi feita em menos de 3% dos individuos

analisados, caracterizando uma falha na triagem dessas doengas, ja que esse

teste tem muita relevancia na tomada de deciséo dos profissionais de saude por

detectar o indicador hemorragico do grau | da febre hemorragica da dengue
(BARROS et al., 2021).

Tabela 12. Analise da variavel vémito e prova do lago nas doengas.

Voémitos Prova do Lago

Indetermina Indetermina

do Negativo Positivo |do Negativo Positivo
CHIK | ' | |
\Y 0,5667 0,6627 0,6515 0 0,0241 0
ZIKV 0,625 0,65 0,6434 0 0,014
DEN-
1 1 0,5 0,6456 0 0 0,0127
DEN-
2 0,4 0,625 0,6519 0 0 0,0127
DEN-
3 0,5714 0,5 0,6562 0 0 0,0125
DEN-
4 0,6316 0,5476 0,678 0 0,0238 0,0085

Foram analisadas as comorbidades apresentadas pelos individuos

analisados (Tabela 13). Foram reportadas como comorbidades a diabetes,

hipertensao e diabetes ou somente hipertensdo. A grande maioria dos individuos

relatou ndo possuir comorbidades.




Tabela 13. Analise da variavel comorbidades frente as doengas.
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Comorbidades

Diabetes Diabetes/P.alta P.alta Nao
Indeterminad | | |
0 0,1 0,0667 0 0,8333
CHIKV INegativo 0,1084 0,0482  0,0964 0,747
Positivo 0,0606 0,0455  0,0606 0,8333
Indeterminad | | |
0 0,125 0 0 0,875
ZIKV INegativo 0,15 0 0 0,85
Positivo 0,0769 0,0629  0,0839 0,7762
Indeterminad | | |
0 0 0 0 1
DEN-1 " INegativo 0 0,0625  0,0625 0,875
Positivo 0,1013 0,0506  0,0696 0,7785
Indeterminad | | |
0 0,2 0 0 0,8
DEN-2 |Negativo 0,0625 0 00625 0,875
Positivo 0,0886 0,057  0,0696 0,7848
Indeterminad | |
0 0,2857 0 0 0,7143
DEN-3 INegativo 0 0 00833 0,9167
Positivo 0,0875 0,0563  0,0688 0,7875
Indeterminad | | |
0 0,0526 0,0526 0 0,8947
DEN-4 |
Negativo 0,1429 0,0952  0,0714 0,6905
Positivo 0,0763 0,0339  0,0763 0,8136
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6.2 Analise dos pacientes com gPCR positivo para CHIKV

Além do teste soroldgico, foi realizada a pesquisa de identificac&do viral
nas amostras dos pacientes, seguindo como critério o tempo de infecgao
explanado pelos participantes. Das amostras avaliadas, trés pacientes
apresentaram qPCR positivo para CHIKV, um participante do municipio de

Vargem Grande, um em Santa Inés e um Sao José de Ribamar.

O paciente de Vargem Grande teve IgG negativo para CHIKV e para as
outras doengas com excegao de DEV 4 no qual foi indeterminado, nos dando
uma ideia de transicdo onde o organismo do paciente estava comegando a
produzir anticorpos IgG, de sexo masculino, de 50 anos de idade, casado, que
trabalha, com renda entre um e um salario e meio, agua de rede publica e
estocagem da agua em caixa de agua, apresentou 5 dias de febre, mialgia, dor

nas articulagdes, coceira, nauseas e vomito, sem comorbidades.

O paciente de Santa Inés teve IgG indeterminado para CHIKV e positivo
para as outras doencas, de sexo feminino, de 18 anos de idade, solteira, ndo
trabalha, com renda entre meio e um salario minimo, agua de rede publica e
estocagem da agua em caixa de agua, apresentou 2 dias de febre, mialgia,

conjuntivite, erupgdes cutaneas, coceiras, nauseas e vomito, com diabetes.

O paciente de Sao José de Ribamar teve IgG positivo para CHIKV e para
as outras doencgas, de sexo feminino, de 49 anos, casada, trabalha, com renda
entre meio e um salario minimo, agua de rede publica e estocagem da agua em
caixa de agua, apresentou 4 dias de febre, mialgia, dor nas articulagdes,

coceiras, nauseas, vomitos, sem comorbidades.

6.3 Atividade das colinesterases

A atividade das colinesterases (AChE e BChE) foi avaliada no sangue
total, enquanto as atividades da AChE e da BChE foram avaliadas,
respectivamente, no eritrécito e no plasma, em 29 amostras, divididas em dois
grupos, o controle (n=8 - amostras com PCR CHIKV negativo e IgG CHIKV
negativo), e o grupo amostras CHIKV (n=21 - amostras com PCR CHIKV
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negativo e IgG positivo). O resultado pode ser visto nas figuras 5 e 6,

respectivamente.
Controle

2.0
(7]
@
(7
E —_
g g 1.5-
¢ 3
£«
21 1.0 &
o = =
80 o
.-9 ) 05"
2 ) a
<

0.0 E T T

Sgt RBC Plasma

94

A 101
104
126
131
95
162

> O O ¢ 4«

Figura 5. Grupo controle (n=8 - amostras com PCR CHIKV negativo e IgG
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Figura 6. Grupo amostras CHIKV n=21 - amostras com PCR CHIKV negativo e

IgG positivo.

Na andlise estatistica, o teste realizado de normalidade (t-student) e de

igualdade das médias (Mann-Whitney) ndo identificou diferenca estatisticamente

significativa entre o grupo considerado controle e o grupo amostras.
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Como podemos observar, nossos dados sugerem que ainda ha circulagao
do virus chikungunya nas principais regides de saude do Maranhao, e embora
os resultados positivos de casos de chikungunya por biologia molecular tenham
sido insatisfatérios, sendo identificados apenas trés casos das 179 amostras, é
sabido que esse numero pequeno de casos confirmados pelo presente trabalho
se deu pela falta de procura a assisténcia médica em tempo habil por parte dos
doentes em decorréncia do surgimento do coronavirus, que coincidiu no mesmo
periodo das coletas, além dos sintomas iniciais provocado pelo coronavirus ser
semelhante aos das arboviroses DEN, CHIKV e ZIKV dificultando no diagndstico
clinico e laboratorial. E uma vez que o tempo de infec¢ao € de suma importancia
para investigagao laboratorial por biologia molecular, muitos dos que procuravam
os postos de saude iam fora do tempo de viremia, onde é possivel identificar o
virus nas amostras.

E como a pandemia COVID-19 coincidiu com o ressurgimento da dengue
em nosso pais (RABIU et al., 2021) os numeros de casos de arboviroses
oscilavam a medida que surtos simultadneos ocorriam gerando falha na vigilancia
epidemiologica, e deixando o sistema de saude instavel. Tornando-se quase
impossivel conter a dengue e a chikungunya em nosso pais nesse mesmo
periodo.

Todavia, quando foi investigada nas amostras a presenga de anticorpos
de CHIKV, DENV e ZIKV, nossos resultados mostraram que houve sim o contato
da populacdo com alguma dessas arboviroses, e conforme avangava o numero
de casos de COVID-19 o pico de arboviroses ia decaindo, mascarando o surto
ou até mesmo a epidemia de dengue que estava acontecendo, pois a falta de
investigacdo e o diagnodstico incorreto entre dengue e COVID-19 que
compartilham alguns sintomas semelhantes nos estagios iniciais foi o principal
aliado desse mascaramento, impossibilitando dados corretos sobre a situagao
dessa doenga no ano de 2020 (WILDER-SMITH et al., 2020; LOKIDA et al.,
2020).

Nossos dados sociodemograficos também dao énfase a essa
problematica, pois muitos dos pacientes testados positivos sorologicamente para
chikungunya residiam em lugares com pouca estrutura e auxilio do governo e
como demonstrado por MOUSAVI, 2020, os paises mais pobres e os grupos

socioecondmicos mais baixos foram desproporcionalmente mais afetados, ja
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que as condicdes desfavoraveis e o potencial de epidemias de dengue se

sobrepdem a outros surtos de doencgas infecciosas.

7. CONCLUSAO

Os resultados aqui obtidos, pré-figuram a situagao do nosso Estado frente as
acoes de combate as principais arboviroses que acometem a nossa populacéo,
e que diante a desafios inesperados como uma pandemia, falhas no
monitoramento de doengas endémicas fazem estragos de grandes proporgoes,
principalmente para a saude da populagdo. O grupo social com menor poder
aquisitivo em virtude da situacdo socioambiental em que sem encontram sio os
mais “vulneraveis” e que buscam o sistema de saude publica, sendo os mais
presentes em nossa pesquisa. A febre e a mialgia foram os sintomas mais
relatados pelos participantes e a atividade da colinesterase plasmatica nao

apresentou resultados significativos para identificagdo de casos de arboviroses.

Consideragoes finais

Contudo, faz-se necessario continuar estudando o comportamento
dessas arboviroses em nossa populagdo, principalmente com o advento de
novos surtos, ndo somente de dengue, zika e chikungunya, mas também de

covid-19 e gripe de Influenza.
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