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Resumo: Arbovirus transmitidos por Ae. aegypti e Ae. albopictus representam um problema
de salde publica em paises tropicais. Os primeiros casos autdctones no Brasil de infeccdo
pelo virus Chikungunya (CHIKV), familia Togaviridae, foram identificados em 2014. Em
2016, um aumento preocupante no nimero de casos associados ao CHIKYV foi identificado em
varios estados pelo Ministério da Saude. O CHIKV produz a febre Chikungunya,
caracterizada por hipertermia, lesGes exantematicas e dor articular ou artrite intensa, que pode
cronificar. O objetivo deste estudo foi identificar a etiologia e caracterizar clinica e
laboratorialmente 51 casos suspeitos de arbovirose aguda em Varzea Grande-MT. Para isso,
amostras de soro foram submetidas a extracdo de RNA viral, multiplex semi-nested-RT-PCR
para 11 espécies de Flavivirus e quatro de Alphavirus, além de RT-PCR para regido de
envelope do CHIKV e NS5 do virus da Zika, e dosagens séricas de enzimas e marcadores de
inflamacéo. Detectou-se 18 (36%) pacientes positivos para CHIKV, um (2%) para o virus da
dengue 4 e um (2%) para o virus Mayaro. Todos 0s positivos residem em area urbana, 16
(80%) sdo mulheres, quatro (20%) homens, sete (35%) sdo menores de 15 anos, cinco (25%)
possuem entre 20-39 anos, quatro (20%) entre 40-59 anos e dois (10%) mais de 60 anos.
Destes 20 pacientes, 13 realizaram exames para proteina C reativa e 10 (76,9%) apresentaram
valores aumentados, todos infectados por CHIKV. Ainda, cinco (38,5%) desses 13 pacientes
apresentaram TGO aumentada e trés (23,1%) TGP, indicando lesdo hepéatica. Nenhum
paciente apresentou fator reumatoide alterado. Dentre as amostras analisadas, pacientes que
possuiam mais de uma alteracdo em dosagens sanguineas eram positivos para CHIKV. Doze
desses pacientes positivos foram contatados apds dois meses da infec¢édo inicial, e oito (70%)
afirmaram possuir sintomas como artralgia e edema articular. O estudo ressalta a importancia
do diagnostico diferencial de casos de arboviroses.
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Abstract: Arboviruses transmitted by Ae. aegypti and Ae. albopictus represent a public health
problem in tropical countries. The first autochthonous cases in Brazil of Chikungunya
(CHIKV) virus, Togaviridae family, were identified in 2014. In 2016, a worrying increase in
the number of cases associated with CHIKV was identified in several states by the Ministry of
Health. CHIKV produces Chikungunya fever, characterized by hyperthermia, prostration,
exanthematous lesions and joint pain or intense arthritis, which can chronify. The objective of
this study was to identify the etiology and to characterize clinically and laboratorially 50
suspected cases of acute arbovirosis in Varzea Grande-MT. For this, serum samples were
submitted to extraction of viral RNA, semi-nested-RT-PCR for 11 species of Flavivirus and
four species of Alphavirus, in addition to RT-PCR for envelope region of CHIKV and NS5 of
Zika virus, and serum levels of enzymes and markers of inflammation. 18 (36%) patients
were positive for CHIKV, one (2%) for dengue virus 4 and one (2%) for Mayaro virus. All of
the positives reside in the urban area, 16 (80%) are women, four (20%) men, seven (35%) are
under 15, five (25%) are between 20-39 years old, ) between 40-59 years and two (10%) over
60 years. Of these 20 patients, 13 performed tests for C-reactive protein and 10 (76.9%)
presented increased values, all of them infected by CHIKV. In addition, five (38.5%) of these
13 patients had increased TGO and three (23.1%) TGP, indicating hepatic injury. No patient
had altered rheumatoid factor. Among the samples analyzed, patients who had more than one
change in blood levels were positive for CHIKV. Twelve of these positive patients were
contacted after two months of initial infection, and eight (70%) reported still having
symptoms such as arthralgia and joint edema. The study highlights the importance of the
differential diagnosis of arbovirus cases.
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INTRODUCAO

Arthropod-borne viruses (arbovirus) sdo em sua maioria zoondticos com genoma
RNA, transmitidos por artrépodes hematofagos. Alguns arbovirus sdo associados a surtos em
humanos, constituindo-se em um problema de salde publica. Estes agentes possuem ampla
distribuicdo geogréfica, predominando nos trdépicos devido as condi¢Ges ecoldgicas e
climaticas favoraveis a proliferacdo dos vetores e a manutencao dos ciclos epidemiolégicos de
transmissdo (ZAHOULI et al., 2017). A emergéncia e reemergéncia de arbovirus sdo
fendmenos naturais relacionados a evolugdo das espécies e adaptacdo, porém, para que
possam causar epidemias, é necessario um ambiente permissivo, com disponibilidade de
vetores competentes e populacdes de hospedeiros susceptiveis (WEAVER & REISEN, 2010).

O Brasil apresenta condicdes ideais para ocorréncia das arboviroses, com mais de 1/3
de éarea tropical e uma grande variedade de vetores transmissores. Cerca de 220 virus
patogénicos sdo reconhecidos para humanos onde destes, ja foram identificados 150
transmitidos por artropodes (PINTO et al., 2017). Com 0s eventos de massa internacionais
ocorridos no pais entre 2013 e 2014, ampliou-se o fluxo de pessoas e agentes de doencas
virais transmissiveis, como o Chikungunya e Zika virus, que passaram a receber atencdo da
vigilancia em saude do pais (BRASIL, 2015). O estado de Mato Grosso € um estado
endémico para algumas arboviroses, como as causadas pelo virus da Dengue (DENV) e Febre
Amarela (Yellow fever virus - YFV), além de ja ter relatado casos confirmados de virus da
Encefalite de Saint Louis (SLEV), Mayaro (MAYV), Chikungunya (CHIKV) e mais
recentemente o Zika virus (ZIKV) (SERRA et al., 2016; BRASIL, 2016; ZUCHI et al., 2014;
HEINEN et al., 2015).

Os arbovirus produzem manifestacbes clinicas varidveis, desde infec¢cbes
assintomaticas, doenca febril aguda, hemorragica ou icterohemorragica, encefalite, miocardite
e/ou choque, podendo evoluir a ébito (KUHN, 2007). Essas manifestacdes sdo comuns entre a
maioria das arboviroses, dificultando o diagnostico diferencial clinico. Frequentemente, as
arboviroses em humanos acabam sendo classificadas como Dengue, ja que o DENV é o
agente mais comumente associado a doenca febril (VASCONCELOS, 2005; FIGUEIREDO,
2007).

O CHIKV ¢ transmitido por artropodes hematofagos, onde causa a febre
Chikungunya, seu sintoma mais caracteristico e relatado é artralgia intensa, seguido de
cefaleia, mialgia, hipertermia e lesdes exantematicas, podendo cronificar por muito tempo
(COFFEY et al., 2014; AZEVEDO et al., 2015). Seus principais vetores sdo 0S mosquitos



Aedes albopictus e 0 Aedes aegypti (CHOMPOOSRI et al., 2016). O CHIKYV é pertencente a
familia Togaviridae e género Alphavirus (TSETSARKIN et al., 2011). O virus foi relatado
pela primeira vez na Tanzania em 1952, mais adiante foi associado também a menores surtos
em éreas rurais na Africa, porém, no periodo entre 1960 a 1970, o virus foi relatado em
regides urbanas durante uma explosiva epidemia (CARRERA et al., 2017). Desde 2006 a
febre Chikungunya se tornou uma infecgéo importante e de interesse global, tendo relatos de
casos até em areas ndo endémicas. No decorrer dos anos varias manifestagdes neuroldgicas
foram relacionadas ao CHIKV tais como neuropatias, mielite, convulsdes, paralisia flacida
facial, meningoencefalite, alteragdes nas fungfes mentais, dentre outras (MAHENDRADAS
etal., 2013).

A etiologia de doencas virais é diferenciada por técnicas especificas de biologia
molecular sendo a Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e a g°PCR (PCR em tempo real)
técnicas usuais em casos de surtos de alguma doenca viral, onde se deseja um répido
diagnostico. A técnica de Isolamento viral se constitui, ainda, em um importante método de
identificacdo para diagnostico viroldgico (VALONES et al., 2009; SOUZA et al., 2017;
SILVA etal., 2017; ZUCHI et al., 2014 )

No Brasil, de janeiro a setembro de 2017 foram notificados 171.930 casos suspeitos de
febre Chikungunya, sendo que a regido centro-oeste apresentou 3.081 (1,8%) desses casos.
Apesar do nimero de casos ter diminuido no pais em relagdo ao ano de 2016, no Mato Grosso
esses casos mais do que quintuplicaram, tendo uma elevacdo de 510 casos no ano de 2016,
para 2694 em 2017, até o presente momento. Ainda, neste ano, foram laboratorialmente
confirmados 99 obitos por CHIKV, enquanto em 2016 neste mesmo periodo (janeiro a
setembro) foram confirmados 148 ébitos ocasionados pela febre Chikungunya (BRASIL,
2017; SES-MT, 2017).

O objetivo deste estudo foi identificar a etiologia e caracterizar clinica e

laboratorialmente 51 casos suspeitos de arbovirose aguda em Véarzea Grande-MT.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada de acordo com o0s aspectos éticos, e iniciada a partir da
aprovacdo do Comité de Etica sob parecer de nimero 1.970.856, conforme Resolu¢io CNS
466/12 e orientagO0es do CEP/UNIVAG. Foram obtidas 51 amostras de soro de pacientes com

idade de 1 a 78 anos, suspeitos de arbovirose aguda em Varzea Grande, no ano de 2017.



Em parceria com a Vigilancia Epidemioldgica do Pronto Socorro o paciente foi
atendido por esse setor (enfermeiras do local) e informado detalhadamente do projeto de
pesquisa, inclusive dos riscos e beneficios da pesquisa. Os pacientes responderam a ficha de
notificacdo dos casos suspeitos de febre do Chikungunya, para obtencdo de dados clinicos-
epidemiol6gicos como nome, género, idade, telefone, bairro, cidade, historico de doenga
febril aguda, visita a &rea rural/silvestre, sintomas entre outros. Logo em seguida o paciente
foi orientado e direcionado para a coleta de sangue, na qual foi colhido aproximadamente 5
mL de sangue em tubo seco com gel separador ou a quantidade suficiente para os exames
solicitados. Apds coleta e liberagdo do paciente, o sangue colhido foi identificado com as
iniciais do paciente e um nimero sequencial, e entdo passou pelo processo de centrifugacdo
para separacdo do soro e elementos figurados. Do sobrenadante que contém o soro, foram
aliquotados 2 mL e divididos em 2 microtubos RNAse free também identificados com iniciais
e mesmo numero.

Estes tubos aliquotados foram armazenados em congelador a -20°C durante 24h, para
manter a viabilidade do material genético (RNA) dos possiveis arbovirus infectantes, e
encaminhados diariamente, em caixa de isopor refrigerada por gelox, um tubo para o
Laboratério de Anélises Clinicas (LAC) do Centro Universitario de Varzea Grande
(UNIVAG) e outro para o Laboratério de Virologia da Faculdade de Medicina da UFMT.

No laboratério de Virologia da UFMT, foram armazenadas a -80°C até o momento da
extracdo de RNA. O RNA viral foi extraido das amostras de soro com kit especifico (kit
QIAmp viral RNA mini kit (Qiagen®)). O RNA foi convertido em cDNA por RT-PCR
utilizando-se primers género-especificos (Alphavirus e Flavivirus).

Por técnica de multiplex RT-PCR, foram identificadas amostras positivas para virus de
cada um dos géneros e, posteriormente, com primers espécie-especificos, os produtos desta
primeira reacdo foram utilizados para identificacdo das espécies de arbovirus circulantes, por
meio de multiplex semi-nested RT-PCR (na qual se pesquisou 0s virus da Dengue-sorotipo 1,
2, 3 e 4, encefalite de Saint Louis, virus Zika, Mayaro e Chikungunya).

A positividade das reagdes foi visualizada em eletroforese em gel de agarose a 1 % em
tampdo Tris-Borato-EDTA, corados com Blue Green Loading Dye (LGC Biotechnology®) e
visualizados em fotodocumentador.

No Laboratério do UNIVAG, foram dosados Transaminase Glutdmico Oxalacética
(TGO) e Transaminase Glutamico PirGvica (TGP), por método cinético no Bioplus 200®.
Fator Reumatoide e a Proteina C Reativa também foram dosados, por método qualitativo com

Imuno-latex.



O resultado obtido a partir da amostra de soro foi posteriormente repassado aos
pacientes.

RESULTADOS

Foram obtidas 51 amostras de soro de pacientes, com idades de 1 a 78 anos,
encaminhadas pela Vigilancia Epidemiologica do Pronto Socorro de Varzea Grande no més
de abril de 2017.

Dentre as amostras coletadas, 39,2% (20/51) foram consideradas positivas, onde foi
detectado 18 (36%) positivos para CHIKV, um (2%) para o virus da dengue 4 e um (2%) para
0 virus Mayaro. Ndo houve nenhum caso de co-infecccdo por mais de um arbovirus. Os
principais sintomas que foram relatados durante a anamnese dos pacientes positivos para
algum tipo de arbovirose pesquisada estdo descritos na tabela O1.

Dentre 0s pacientes positivos, todos residem em area urbana, sendo16 (80%) do sexo
feminino e quatro (20%) do sexo masculino. Sete (35%) pacientes sdo menores de 15 anos,
cinco (25%) possuem entre 20-39 anos, quatro (20%) entre 40-59 anos e dois (10%) mais de
60 anos (Tabela 01).

Das amostras positivas, 13 foram submetidas a realizacdo de exame para proteina C
reativa e 10 (76,9%) apresentaram valores aumentados, todos infectados por CHIKV. Ainda,
cinco (38,5%) desses pacientes apresentaram TGO aumentado e trés (23,1%) TGP, indicando
lesdo hepatica. Nenhum paciente apresentou fator reumatoide alterado. Dentre as amostras
analisadas, 0s pacientes que possuiram mais de uma alteragdo em dosagens sanguineas todos
eram positivos para CHIKV.

Doze desses pacientes positivos foram contatados ap0s dois meses da infeccgdo inicial,
e oito (70%) afirmaram possuir sintomas como artralgia e edema articular, dentre esses oito,
um (9%) possui 13 anos, um (9%) possui 28 anos, quatro (34%) possui dentre 42 a 48 anos e
dois (18%) mais de 60 anos.



Tabela 01. Resultados, caracteristicas socio-demograficas e principais sintomas dos 20

pacientes positivos em Varzea Grande-MT, no ano de 2017.

Caracteristicas CHIKV MAYV DENV-4
N* % N* % N* %
Sexo Feminino 14 70 1 5 1 5
Masculino 4 20 0 0 0 0
<15 7 35 0 0 0 0
Idade 20-39 5 25 0 0 0 0
(Anos) 40-59 2 10 1 5 1 5
>60 2 10 0 0 0 0
Area de Urbana 18 90 1 5 1 5
residéncia Rural 0 0 0 0 0 0
Febre 16 80 1 5 1 5
Principais Mialgia 17 85 1 5 1 5
sintomas Cefaleia 15 75 1 5 1 5
relatados Artralgia intensa 17 85 1 5 1 5
Petéquias 5 25 0 0 1 5
Exantema 10 50 1 5 1 5
Dores lombares 10 50 0 0 1 5
Nausea/Vomito 11 55 0 0 1 5
Exames
imunologicos  Proteina C Reativa 10 76,9 0 0 0 0
(equivalente a
13 pacientes) Fator Reumatoide 0 0 0 0 0 0
E?<ames TGO 4 30,8 1 7,7 0 0
enzimaticos
(equivalente a TGP 3 23,1 0 0 0 0

13 pacientes)

N* - Nimero de pacientes. % - percentual equivalente ao numero de pacientes. Todos 0s
pacientes eram residentes em Varzea Grande-MT.



DISCUSSAO

A técnica de multiplex semi-nested RT-PCR, permite uma rapida deteccdo e
identificacdo especifica e sensivel para arbovirus (BRONZONI et al., 2005; Ministério da
Saude, 2017).

Dentre as 20 amostras consideradas positivas, mais de 80% desses pacientes relataram
hipertermia, mialgia, cefaleia e artralgia intensa, sintomas caracteristicos de infeccdo causada
pelo CHIKV (COFFEY et al., 2014; AZEVEDO et al., 2015). Apenas 60% dos pacientes
positivos apresentaram exantema, tendo em vista que este sinal clinico se faz presente em
outras arboviroses além do CHIKV (ZUCHI et al., 2014). Em relacdo ao sinal de petéquias
(30%), nao sendo um sinal caracteristico da febre Chikungunya e sim de outras arboviroses
encontradas (DENV- 4 e MAYYV), devido ao seu baixo percentual e se tratando do fato que se
obteve um grande percentual de amostras positivas para CHIKV e o resultado do exantema
ser baixo em relacdo aos outros sinais caracteristicos da febre de chikungunya, levantando o
guestionamento se o fato pode estar relacionado a ma orientacdo ao paciente ou falta de
informacdo ao profissional que faz essa avaliacdo, alterando exantema por petéquias (ZUCHI
et al., 2014). As dores lombares (55%), nauseas e vomito (60%) ja foram relatados na
literatura para CHIKV (BELTRAME, 2017; ARRIAZA et al., 2014). H& estudos que indicam
que os sintomas caracteristicos da febre Chikungunya ocorrem pelo fato da saida antecedente
do CHIKV do mondcito e posteriormente da infiltracdo em macréfagos sinoviais, reforcando
gue o CHIKYV pode persistir por longos periodos em tecidos musculares, linfoide, hepatico e
articulares (CASTRO et al., 2016).

O aumento do numero de casos de CHIKV em Mato Grosso, especialmente no periodo
da pesquisa, pode-se constituir de uma epidemia que tem acometido o Brasil nos Gltimos anos
(CUNHA & TRINTA, 2017), podendo justificar ainda o grande numero de casos positivos
para esse virus encontrado neste estudo.

O fato de todos os pacientes positivos residirem em regido urbana colaborando ao fato
do mosquito de género Aedes ser encontrado amplamente distribuido nesse tipo de regido,
sendo constatado em diversos municipios do Brasil (AZEVEDO et al., 2015).

Em sua maioria 0os pacientes positivos sdo mulheres (80%), sete dos 20 pacientes
(35%) menores de 15 anos, quatro (20%) terem de 40 a 59 anos e dois (10%) mais de 60 anos
de idade, isto se deve ao fato de normalmente essas pessoas permanecerem mais em suas
moradias, corroborando com o fato do Aedes aegypti ser considerado um mosquito doméstico

tendo locais de proliferacdo adequados a ele (ZAHOULLI et al., 2016). A grande variedade dos



vetores Aedes albopictus e Aedes aegypti, pode implicar diretamente ao fato de que a cada
ano se tenha alguma epidemia diferente, ocasionadas por arboviroses, pois estes vetores
podem transmitir mais de um arbovirus, tais como YFV, o DENV, o CHIKV, o ZIKV e o
MAYYV (COFFEY et al., 2014; MARINHO et al., 2017), vejamos como exemplo de epidemia
0 ZIKV que foi relatado casos autdcnes apartir de abril de 2015 e em 2016 chegou a 126.395
casos confirmados no Brasil (BRASIL, 2016).

Dentre os 13 pacientes que realizaram o exame de proteina C reativa 76,9% (10/13)
apresentaram valores aumentos, o que pode indicar alguma inflamacédo sendo ela aguda ou
cronica (DANESE et al., 2010).

Os valores de TGO (38,5%) e TGP (23,1%) aumentados sugerem lesdo hepética, pois
infeccBes virais sdo as causas mais comuns para inflamacGes hepaticas (AVELAR et al.,
2017). Porém o TGO se alterou bem mais do que o TGP, podendo ser devido a diversas
causas, pois 0 TGO é liberado através de oxidacdo pelo Dinucledtido de Nicotinamida e
Adenina (NADH?) encontrado nas mitocondrias, que tem por toda parte do nosso organismo
ndo sendo especifico do figado. Este marcador enzimatico pode se alterar entdo durante
exercicios fisicos, como caminhada, dentre outros (JUNIOR et al., 1973). JA o TGP ¢
encontrado no citoplasma de hepatécitos, sendo intracelulares, seus indices se elevam
rapidamente ao sofrer algum tipo de agressdo as células hepaticas, se tornando sensivel para
avaliacdo hepaética, tendo certa especificidade pelo seu local de predominéncia (PINTO,
2010).

O fator reumatoide ndo apresentou alteracdo, podendo estar relacionado ao fato de o
CHIKYV apresentar artrite reumatoide (soronegativa) em sua maioria (MAGUIRAGA et al.,
2012; MINER et al., 2015) e levando em consideragcdo a permanéncia do virus em tecidos e
ndo na corrente sanguinea (CASTRO et al., 2016).

Devemos levar em consideracdo que exames laboratoriais sdo inespecificos em sua
maioria na fase aguda (até 10 dias) dessa arbovirose, onde temos discretas alteracdes nas
enzimas hepaéticas e Proteina C Reativa discretamente elevada, porém na fase subaguda (10
dias até 3 meses) estes exames se fazem complementares para o tratamento com corticoides

ndo esteroides (Ministério da Saude, 2017).

CONSIDERAGCOES FINAIS

O estudo proposto revela a prevaléncia do virus Chikungunya em uma regido

endémica para o Dengue apds um surto em 2015 ocasionado pelo Zika virus, ressaltando a
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importancia de estudos nesse sentido, ja que Varzea Grande — MT tem ampla distribuigdo de
vetores para arboviroses. Este estudo ressalta a importancia do diagnoéstico diferencial nos
casos de arboviroses e 0 acompanhamento médico nos casos de artralgia crénica causada pelo
CHIKYV e, ainda, possibilita que estudos de analise filogenética dos casos de CHIKV sejam

realizados, para melhor compreensao da dindmica das infec¢bes por esse virus em MT.
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