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Resumo

O chikungunya virus (CHIKV) é o agente causador da febre chikungunya (CHIKF). A

introdução do vírus no Brasil ocorreu no ano de 2013 e um dos estados mais afetados por

casos de CHIKF foi Minas Gerais, que em 2017 apresentou grande incidência da doença. No

Brasil, o CHIKV é mantido na natureza em um ciclo urbano que envolve o Aedes aegypti e

hospedeiros humanos. Na África é observado também o ciclo silvestre do vírus, que envolve

mosquitos do gênero Aedes e os primatas não humanos (PNH) como hospedeiros. Ainda não

foi descrita a circulação do CHIKV em ambientes silvestres no Brasil, porém existe o risco de

estabelecimento, visto a persistência da circulação viral em centros urbanos e a presença de

vetores competentes em ambientes periurbanos e rurais. Já foi descrita a detecção de

anticorpos neutralizantes contra CHIKV em amostras de PNH do nordeste do país, indicando

uma possível circulação desse vírus no hospedeiro silvestre. Dessa forma, o objetivo desse

trabalho é a investigação da circulação do CHIKV em PNH coletados no estado de Minas

Gerais de 2017 a 2020 e a otimização de teste de neutralização adaptado utilizando amostra

de tecido hepático. Para os testes moleculares, foi realizada a extração de RNA total de 407

amostras de fígado de PNH, que em seguida foram submetidas a RT-qPCR para detecção do

controle endógeno. Feito isso, quando realizada a RT-qPCR tendo como alvo o gene E1 do

CHIKV, as amostras testadas foram negativas. Para o teste de neutralização viral adaptado,

foram utilizadas amostras de fígados de camundongos C57BL/6 previamente infectados com

CHIKV (n=6) e de animais não infectados (mock) (n=6). Amostras do tecido hepático foram

maceradas, clarificadas e o homogenato usado para a investigação de anticorpos

neutralizantes. Quando comparados os resultados dos testes feitos com amostras de animais

mock e animais experimentalmente infectados, foi observada diferença significativa entre as

porcentagens de neutralização, indicando uma ação neutralizante anti-CHIKV em amostras

de animais infectados. Após isso, foram realizados os testes de neutralização viral adaptado

com homogenato de fígado de PNH coletados em Minas Gerais, em zona urbana, em 2017.

Das 25 amostras testadas, uma apresentou neutralização acima de 90% (diluição 1:20),

indicando a presença de anticorpos neutralizantes anti-CHIKV. A não detecção molecular do

CHIKV e a detecção de anticorpos anti-CHIKV nas amostras de PNH ressalta a importância

da vigilância epidemiológica e da utilização de outros métodos, como o sorológico, para uma

investigação mais completa. Dadas as limitações das técnicas moleculares, o teste de

neutralização adaptado pode contribuir para o melhor entendimento da circulação de CHIKV

em animais silvestres, em Minas Gerais.

Palavras chaves: Chikungunya virus; primatas não humanos, spillback.



Abstract

The chikungunya virus (CHIKV) is the causative agent of chikungunya fever (CHIKF). The

virus was introduced into Brazil in 2013 and one of the states most affected by cases of

CHIKF was Minas Gerais, which had a high incidence of the disease in 2017. In Brazil,

CHIKV is maintained in the wild in an urban cycle involving Aedes aegypti and human hosts.

In Africa, in addition to the urban cycle, there is a wild cycle of the virus involving Aedes

mosquitoes and non-human primates (NHP) as hosts. The circulation of CHIKV in wild

environments in Brazil has not yet been described, but there is a risk of this cycle being

established, given that viral circulation persists in urban centers and that there are competent

vectors in peri-urban and rural environments. The detection of neutralizing antibodies against

CHIKV in PNH samples from the northeast of the country has already been described,

indicating a possible circulation of this virus in the wild host. Thus, the aim of this study is to

investigate the circulation of CHIKV in NHP collected in the state of Minas Gerais from

2017 to 2020 and also to optimize an adapted neutralization test using liver tissue samples.

For the molecular tests, total RNA was extracted from 407 liver samples from NHPs, which

were then subjected to RT-qPCR to detect the endogenous control. Once this was done, when

RT-qPCR was carried out targeting the CHIKV E1 gene, the samples tested were negative.

Samples of liver tissue were macerated, clarified and the homogenate used to investigate

neutralizing antibodies. When comparing the results of the tests carried out on samples from

mock and experimentally infected animals, a significant difference was observed between the

neutralization percentages, indicating anti-CHIKV neutralizing action in samples from

infected animals. After this, adapted viral neutralization tests were carried out with liver

homogenate from NHP collected in Minas Gerais, in urban areas, in 2017. Of the 25 samples

tested, one showed neutralization above 90% (1:20 dilution), indicating the presence of

neutralizing anti-CHIKV antibodies. The lack of molecular detection of CHIKV and the

detection of anti-CHIKV antibodies in NHP samples highlights the importance of

epidemiological surveillance and the use of other methods, such as serology, for a more

complete investigation. Given the limitations of molecular techniques, the adapted

neutralization test can contribute to a better understanding of the circulation of CHIKV in

wild animals in Minas Gerais.

Keywords: Chikungunya virus; non human primates, spillback.
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1. INTRODUÇÃO

Os arbovírus (do inglês, arthropod-borne viruses) são vírus transmitidos por vetores

artrópodes. Existem distintos grupos de vírus que possuem essa característica e muitos deles

possuem alto potencial de emergência e reemergência, causando grandes surtos de doenças ao

redor do mundo. As famílias virais Peribunyaviridae, Phenuiviridae, Togaviridae e

Flaviviridae têm como alguns de seus integrantes arbovírus que estão envolvidos em diversos

ciclos de transmissão, e que causam doenças em humanos e animais (CLETON et al., 2012;

LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). Dentre essas, a família Togaviridae abriga o gênero

Alphavirus, que contém vírus transmitidos por mosquitos hematófagos e possuem ampla

variedade de hospedeiros, como aves, peixes e mamíferos. Alguns dos alfavírus possuem

grande importância médica e veterinária como o Chikungunya virus (vírus da chikungunya ou

CHIKV), o Eastern equine encephalitis virus (vírus da encefalite equina oriental ou EEEV),

o Western equine encephalitis virus (vírus da encefalite equina ocidental ou WEEV), o

Venezuelan equine encephalitis virus (vírus da encefalite equina venezuelana ou VEEV) e o

Mayaro virus (mayaro vírus ou MAYV) (GRIFFIN, 2013; ICTV, 2024). Os vírus do gênero

Alphavirus podem causar exantema e artralgia e podem causar encefalite nos hospedeiros

humanos e em animais (GRIFFIN, 2013).

O CHIKV é um vírus artritogênico causador da febre chikungunya (CHIKF). Sua

partícula tem aproximadamente 70 nm de diâmetro e apresenta genoma de RNA, fita simples,

senso positivo, de aproximadamente 11.800 bases (Figura 1). Seu genoma codifica uma

poliproteína que é composta por quatro proteínas não estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4)

que estão envolvidas na replicação viral. O genoma também codifica uma poliproteína que é

composta por cinco proteínas estruturais (C, E1, E2, E3 e 6K) que fazem parte do capsídeo,

envelope e que fazem parte também da partícula viral em processo de maturação

(ZANOTTO; LEITE, 2018) (Figura 2). As proteínas E1 e E2 exercem importante papel na

fusão de membranas e na penetração na célula por endocitose (VOSS et al., 2010). Ainda a

E1 e E2 são importantes por serem antigênicas e induzirem resposta imune em infecções

naturais no hospedeiro (WEGER-LUCARELLI et al., 2015).

https://paperpile.com/c/F3xhCW/a6DA+VJcb
https://paperpile.com/c/F3xhCW/a6DA+VJcb
https://paperpile.com/c/F3xhCW/59uX
https://paperpile.com/c/F3xhCW/AS4u
https://paperpile.com/c/F3xhCW/59uX
https://paperpile.com/c/F3xhCW/WopA
https://paperpile.com/c/F3xhCW/25QF
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Figura 1: Representação esquemática da partícula viral do CHIKV. Estão representadas as estruturas
do capsídeo, envelope e RNA viral de fita simples, polaridade positiva (CASTILLO-MACÍAS;
SALINAS-CARMONA; TORRES-LÓPEZ, 2018).

Figura 2: Representação da organização do genoma do CHIKV. Estão representadas a posição e
função das proteínas virais estruturais que são a C (capsídeo), E3 e 6K (peptídeos acessórios) e E1 e
E2 (envelope). As proteínas não estruturais são nsP1 e nsP3 (síntese de RNA), nsP2 (protease e
helicase), e nsP4 (síntese e replicação de RNA). O CHIKV possui duas janelas abertas de leitura
(open reading frame - ORF) que geram poliproteínas (ZANOTTO; LEITE, 2018).

O CHIKV possui um sorotipo e quatro genótipos (WEAVER, 2014) e a diferenciação

dos genótipos é feita pela comparação de sequências genômicas do gene E1 (SIMON et al.,

2011). Os genótipos são o East-Central-South-African (ECSA) que foi identificado

primeiramente no continente africano e tem registro de circulação na América do Sul e na

Europa. O West African, que foi isolado no Senegal e na Nigéria, e é circulante na África. O

Asian foi isolado do continente asiático, e atualmente circula também na América do Norte.

Já o The Indian Ocean lineage (IOL) causou grande surto na Índia e na Ásia em 2004 e

atualmente tem grande circulação na África, Europa e na Ásia (WEAVER e FORRESTER,

2015; WAHID et al., 2017).

https://paperpile.com/c/F3xhCW/9yCK
https://paperpile.com/c/F3xhCW/9yCK
https://paperpile.com/c/F3xhCW/AS4u
https://paperpile.com/c/F3xhCW/Yr9e
https://paperpile.com/c/F3xhCW/fr34
https://paperpile.com/c/F3xhCW/fr34
https://paperpile.com/c/EYh4rW/4CXC
https://paperpile.com/c/EYh4rW/4CXC
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1.1 CICLO DE MULTIPLICAÇÃO DO CHIKV

O ciclo de multiplicação do CHIKV se inicia com a adsorção e penetração do vírus na

célula hospedeira através da interação da proteína E2 do envelope com os receptores

celulares. Após isso, o vírus é transportado para dentro da célula por endocitose mediada por

clatrina, e, posteriormente, ocorre a redução do pH no interior da vesícula que leva à

dissociação de proteínas E1 e E2. Essa mudança nas proteínas expõe o peptídeo de fusão da

proteína E1 que é ancorada na membrana do endossomo, o que faz com que elas sejam

fundidas e através da formação de poros o nucleocapsídeo é liberado no citoplasma celular.

Uma vez no citoplasma, o capsídeo é desnudado e, após essa etapa, o genoma viral pode

começar a ser replicado (KUHN, 2013). Inicialmente, ocorre a tradução imediata de duas

proteínas que são precursoras de proteínas não estruturais (poliproteína P1234 e P123), que

ao final da clivagem produzem P123 e nsP4 e são importantes para a produção de fitas de

genoma senso negativo intermediárias que são necessárias para a síntese de RNA genômico.

O complexo de proteínas nsP1, P123 e nsP4 realiza a transcrição e replicação do RNA viral.

Durante esse processo ocorre a tradução do RNA subgenômico que leva a síntese de

poliproteína que é clivada e produz as proteínas C, 6K e E1. A poliproteína pE2 é

transportada com a proteína E1 para o retículo endoplasmático e acessam o complexo de

Golgi, formando um complexo pE2-E1. Esse complexo é transportado para a membrana

plasmática celular, e, depois de mais clivagens, são originadas as proteínas E2 e E3

(GAROFF; SJÖBERG; CHENG, 2004). A montagem das partículas ocorre pela interação da

proteína C, ribossomos e RNA viral que posteriormente se ligam às proteínas do envelope na

membrana da célula, conduzindo o processo de brotamento do vírus (GAROFF; SJÖBERG;

CHENG, 2004) (Figura 3). Após a liberação, os vírus adquirem uma bicamada lipídica

derivada da membrana da célula (LEUNG et al., 2011).

https://paperpile.com/c/EYh4rW/7Nzi
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Figura 3: Representação do ciclo de multiplicação do CHIKV.
É representada a adsorção, penetração, desnudamento, replicação do material genético e produção de
proteínas virais, montagem, maturação e liberação da partícula recém produzida. RNA: ácido
ribonucleico. ER: retículo endoplasmático. (THIBOUTOT et al., 2010).

1.2 FEBRE CHIKUNGUNYA

A CHIKF é caracterizada por uma febre aguda, dolorosa e é comumente confundida

com a febre da dengue (SIMON et al., 2011). Mas, diferente da dengue, os casos de infecção

por CHIKV são majoritariamente sintomáticos (MATUSALI et al., 2019). A fase aguda da

doença se caracteriza por febre alta e artralgia na grande maioria dos pacientes (MATUSALI

et al., 2019), em conjunto com dor de cabeça, mialgia, hemorragia e irritação na pele. A

infecção causada pelo CHIKV possui uma fase curta de viremia que persiste por quatro a sete

dias após o início dos sintomas e a produção de anticorpos neutralizantes e específicos para o

vírus acontece uma semana ou mais após o início da infecção (SCHWARTZ; ALBERT,

2010). A viremia da CHIKF é um preditor de casos graves da doença, visto que os casos que

necessitam de hospitalização possuem maiores cargas genômicas virais quando comparados a

casos sem complicações (WAGGONER et al., 2016).

Diversos estudos já descreveram a persistência da artralgia por meses após a fase

aguda da doença, sendo esse quadro de artralgia crônica mais comum em pessoas idosas e

https://paperpile.com/c/F3xhCW/SfZV
https://paperpile.com/c/F3xhCW/fr34
https://paperpile.com/c/F3xhCW/GSjo
https://paperpile.com/c/F3xhCW/GSjo
https://paperpile.com/c/F3xhCW/GSjo
https://paperpile.com/c/F3xhCW/mhhz
https://paperpile.com/c/F3xhCW/mhhz
https://paperpile.com/c/F3xhCW/p14y
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com problemas de saúde pré-existentes como hipertensão, problemas cardíacos e renais

(WAHID et al., 2017). Estima-se que de 30 a 40% das pessoas que tem a CHIKF sofrem de

sequelas persistentes como a artralgia e/ou a artrite e dos que apresentam artralgia, 37%

sofrem de dor forte (MURILLO-ZAMORA et al., 2017). Além do maior risco de desenvolver

a forma grave da doença, o risco de morte por CHIKF também é maior em pessoas com

problemas renais e cardíacos (DE MORAIS ALVES BARBOSA OLIVEIRA et al., 2022). A

artrite crônica pode incapacitar gravemente o indivíduo por semanas ou até anos

(ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015) causando prejuízo na qualidade de vida das

pessoas e também significativos impactos na economia (MATUSALI et al., 2019). Apesar da

taxa de mortalidade por CHIKV ser baixa, já foram descritos óbitos em decorrência das

formas graves da CHIKF principalmente no Nordeste do Brasil, o que chama a atenção para

um possível aumento do número de casos graves da doença nessa região (DE LIMA et al.,

2021; VASCONCELOS; POWERS; HILLS, 2018).

Os sintomas da CHIKF, da febre do Zika e da dengue são difíceis de diferenciar,

sendo necessários testes laboratoriais para a identificação do agente causador, e isso é

agravado pela sobreposição dos locais de circulação do CHIKV, do dengue virus (DENV) e

zika virus (ZIKV) (MATUSALI et al., 2019; DE FRANÇA CIRILO et al., 2023). Sendo

assim, o grande número de casos associados a arboviroses em conjunto com a grande

semelhança de sintomas e sinais clínicos entre elas gera confusão e falha na detecção da

circulação dos arbovírus, fazendo com que a investigação com testes específicos seja

necessária (DE SOUZA COSTA et al., 2019). Somado a isso, existem estudos que mostram a

possibilidade de reação cruzada entre MAYV e CHIKV e outros alfavírus, dificultando ainda

mais o diagnóstico e investigação de circulação desses vírus (FUMAGALLI et al., 2021),

porém a diferenciação em testes sorológicos de anticorpos anti-alfavírus e anti-ortoflavivírus

é possível (WILDER-SMITH et al., 2017). O Ministério da Saúde considera um caso

suspeito de CHIKF na presença de febre alta (>38,5°C), artralgia e intensa artrite sem outros

precedentes, além disso o indivíduo ter visitado ou viver em locais onde houve casos da

doença. A confirmação da infecção por CHIKV é realizada através de sorologia, isolamento

viral ou RT-PCR (RODRIGUES FARIA et al., 2016). O contato com o CHIKV pode conferir

imunidade por longos períodos com a produção de anticorpos neutralizantes, e isso pode

evitar reinfecções nos indivíduos (SOUZA et al., 2023).

Alguns estudos demonstraram o acometimento neurológico pelo CHIKV (WAHID et

al., 2017), sendo os mais comuns a encefalite e a encefalopatia. Essas complicações do

sistema nervoso central (SNC) graves somam 0,1% dos casos de CHIKF. Além disso, foi
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associado à infecção pelo CHIKV o desenvolvimento da síndrome de Guillain–Barré, antes já

associada a infecções de diversos arbovírus (MATUSALI et al., 2019).

Apesar de bilhões de pessoas viverem em áreas de risco para a transmissão de

CHIKV, ainda não foram desenvolvidas vacinas ou antivirais para o tratamento ou prevenção

da doença (POWERS, 2018). O tratamento vigente atualmente é caracterizado pelo uso de

analgésicos e anti-inflamatórios, sendo que o uso de aspirina não é recomendado pelo risco

de complicações hemorrágicas e de desenvolvimento de síndromes que acometem o SNC

(ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015). Alguns antivirais, como o Ribavirin, Favipiravir

e Sofosbuvir estão sendo testados in vitro e in vivo e têm apresentado resultados positivos

contra a infecção por CHIKV (MATUSALI et al., 2019).

Estratégias como o uso de bactérias do gênero Wolbachia em mosquitos vetores têm

demonstrado resultados satisfatórios na diminuição da incidência de infecções por CHIKV no

Brasil (PINTO et al., 2021). A medida preventiva mais eficaz para evitar a infecção por

CHIKV e evitar surtos da doença é o controle do vetor, além de medidas de proteção

individual que envolvem uso de repelentes e mosquiteiro (MINISTÉRIO DA SAÚDE, sd).

1.3 PATOGÊNESE DA FEBRE CHIKUNGUNYA

Após o repasto sanguíneo do mosquito vetor, o CHIKV tem acesso às células da pele

(fibroblastos, queratinócitos e melanócitos), que é o primeiro sítio de replicação viral, onde o

CHIKV é amplificado e atinge os linfonodos. Após a chegada nos linfonodos, o vírus se

replica e já é capaz de atingir a corrente sanguínea do indivíduo, o que provoca alta viremia e

permite que o vírus chegue a outros órgãos. Estudos já demonstraram que o CHIKV está

presente em plaquetas e hemácias no sangue. Após a passagem para o sangue, além dos

linfonodos, o CHIKV se replica no baço (MATUSALI et al., 2019). Durante a fase aguda da

doença o CHIKV atinge os músculos e as articulações, onde se replica e provoca os

principais sintomas associados a doença, a mialgia e a artralgia. Além dos danos aos

músculos e articulações, as cartilagens também são afetadas pela infecção apresentando um

quadro de degradação e ocorre perda óssea em alguns casos pelo fato de que os osteoblastos

também são sítios de replicação viral (GOUPIL et al., 2016; NORET et al., 2012). Estudos

demonstraram que os macrófagos são células que servem como sítio de replicação para o

CHIKV e que estão associados com a persistência da infecção e os sintomas crônicos da

doença (MATUSALI et al., 2019).
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Vários órgãos são afetados pela infecção do CHIKV, e isso está associado às

complicações renais, cardiovasculares e hepáticas em alguns pacientes (RAJAPAKSE;

RODRIGO; RAJAPAKSE, 2010). Órgãos linfóides, fígado e células endoteliais apresentam

altos títulos virais durante a infecção. A presença do CHIKV no fígado já foi descrita em

estudos feitos em primatas não humanos (PNH) (MATUSALI et al., 2019), em camundongos

(COUDERC et al., 2008) e também em biópsia de caso fatal de CHIKF em humano (CHUA

et al., 2010). Pulmões e rins também são órgãos onde o CHIKV está presente durante a

infecção (MATUSALI et al., 2019).

Apesar do CHIKV não ser considerado um vírus neurotrópico, casos de sintomas

neurológicos associados à infecção por CHIKV já foram descritos e também de estudos que

descrevem o isolamento viral e RT-PCR positiva em líquor de pacientes (MEHTA et al.,

2018). O CHIKV possui tropismo por vários tipos de células, isso pode ser explicado por

suas proteínas se ligarem a um receptor (virus entry-enhancing receptors -PVEERs-

mediados por proibitina, fosfatidilserina e glicosaminoglicanos) que é ubíquo entre os tipos

celulares (VAN DUIJL-RICHTER et al., 2015). Esse amplo tropismo celular do CHIKV é

reforçado pelas várias formas de manifestação da doença durante a fase aguda e crônica

(MATUSALI et al., 2019).

1.4 CHIKV NOMUNDO E INTRODUÇÃO NAS AMÉRICAS E NO BRASIL

O CHIKV tem a distribuição geográfica caracterizada pela circulação na África, Ásia,

América Central e América do Sul (MEJÍA; LÓPEZ-VÉLEZ, 2018), e possui registro de

transmissão em muitos países (Figura 4). A detecção de CHIKV mais antiga foi feita na

Tanzânia, África, em 1952 em um surto de CHIKF que foi marcado por diversos casos de

artralgia grave que persistiram por meses após a fase aguda da doença (MASON; HADDOW,

1957). Desde suas primeiras detecções, é observado o aumento de casos de infecção por

CHIKV no continente africano (CHINEDU ENEH et al., 2023). A recorrência de casos de

infecção por CHIKV na África está associada ao ciclo enzoótico do vírus em hospedeiros

silvestres, como os PNH, podendo ocorrer a infecção de humanos, por spillover, em áreas

próximas de florestas (NITATPATTANA et al., 2014). Entre os anos de 1960 e 1990,

ocorreram alguns casos da doença em países da África Central e Meridional, Senegal, Guiné

e Nigéria (POWERS; LOGUE, 2007). Em 2004, um surto de maior escala ocorreu em países

como Quênia, Índia, China e outros países do Sudeste Asiático. Posteriormente, casos

também foram reportados na Itália e na França, em 2007 e 2009, respectivamente. O surto de

2004 teve maiores proporções devido à uma mutação no gene que codifica a proteína E1 do
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envelope, com a alteração do aminoácido 226, que permitiu a adaptação do vírus ao mosquito

Aedes albopictus, que é um vetor do vírus para os humanos (POWERS; LOGUE, 2007;

TSETSARKIN et al., 2007).

Em dezembro de 2013, foi registrada a primeira detecção do CHIKV nas Américas, e

em 2015 a circulação viral já era reportada em 42 países, incluindo Caribe, América Central,

América do Norte e América do Sul que tiveram milhares de casos confirmados

(Organização Mundial da Saúde, 2015). No Brasil, o primeiro caso autóctone de CHIKV

ocorreu no Amapá, em 2014, seguido por casos confirmados no estado da Bahia. Os casos,

nesses dois estados, tiveram origem de introduções diferentes no país, pois os vírus

detectados nos dois estados são de genótipos diferentes, sendo eles os genótipos asiático

(possivelmente vindo do Caribe e América do Sul) e ECSA (possivelmente vindo de Angola)

(FILIPE; PINTO, 1973; NUNES et al., 2015). A transmissão sustentada do CHIKV após a

sua introdução no Brasil, é resultado da abundância de população de hospedeiros

susceptíveis, vetores competentes e também de condições climáticas favoráveis, como chuva

e altas temperaturas (NUNES et al., 2015).

Figura 4: Países com registro de transmissão do CHIKV. Em azul estão representados países onde já
foram registrados ou ainda são registrados casos de transmissão do CHIKV (DE LIMA
CAVALCANTI et al., 2022).

Desde sua primeira detecção (1952) até 2018, o CHIKV já causou mais de 70

episódios epidêmicos ao redor do mundo (FRITSCH et al., 2022; MATUSALI et al., 2019).
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No Brasil, dos anos de 2013 a 2015 foram confirmados aproximadamente 3000 casos de

CHIKF, já dos anos de 2016 a 2017 houve um grande aumento no número de casos, sendo

confirmados mais de 260 mil casos, sendo o Nordeste a região mais afetada do país (OMS,

2016; OMS, 2015; OMS, 2017). Nos anos de 2019 a fevereiro de 2022, foram reportados

mais de 180 mil casos prováveis de CHIKF. No período de 2022 a 2023, houve significativo

aumento no número de casos de infecção por CHIKV no Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE,

2023), sendo o estado de Minas Gerais o mais afetado com mais de 100 mil casos prováveis

notificados (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). Esses dados demonstram que a circulação do

CHIKV continua acontecendo no Brasil, sendo a linhagem ECSA com circulação

predominante no país (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020a; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021;

SOUZA et al., 2023).

No Brasil, a somatória de casos confirmados e prováveis de CHIKF, desde a

introdução da linhagem asiática e da ECSA em 2013 e 2014, faz com que o Brasil seja o país

que tem o maior número de casos da doença na América (SOUZA et al., 2023). Após anos da

introdução do vírus no país, a circulação do CHIKV persiste em diversas regiões (Figura 5).

Figura 5: Incidência do CHIKV no Brasil do ano de 2013 a 2022. Representada na imagem a
incidência do CHIKV nos estados brasileiros desde 2013, o ano da sua introdução, a 2022. A escala
em tons de azul representa baixa incidência em branco e alta incidência em azul escuro. Incidência de
casos por 100.000 habitantes (SOUZA et al., 2023).

Os casos de CHIKF no Brasil ocorrem em surtos periódicos, predominantementenos

meses de fevereiro a julho (SOUZA et al., 2023), o que é compatível com o padrão sazonal

de algumas arboviroses, na maior parte do país. O padrão sazonal é caracterizado pela
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ocorrência de casos principalmente nos meses de dezembro a maio, que têm clima úmido e

quente, o que propicia a proliferação dos vetores e, consequentemente, leva a uma maior

transmissão das arboviroses (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2020a). Mesmo que o CHIKV

cause milhares de casos anuais no Brasil, seu manejo e políticas públicas dedicadas à

vigilância e prevenção de casos são ainda uma lacuna e um desafio para a saúde pública do

país (SEGATA, 2022).

Minas Gerais foi um dos estados atingidos pelo surto de CHIKF em 2017, e até 2023

tem registrado grande número de casos prováveis da doença, indicando uma persistência da

circulação do vírus no estado (Figura 6)(FRITSCH et al., 2022; MINISTÉRIO DA SAÚDE,

2022; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2024). Após o início dos casos autóctones em 2016

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2016), no ano de 2017 foram registrados mais de 16 mil casos

prováveis de CHIKF no estado de Minas Gerais, superando o número de casos prováveis de

dengue registrados no estado (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Os casos de CHIKF foram

registrados em todas as mesorregiões do estado, porém houve maior número de casos e maior

incidência registrada no Vale do Mucuri, Jequitinhonha e Vale do Rio Doce (Figura 7).

Figura 6: Incidência do CHIKV no sudeste brasileiro, nos anos de 2015 a 2021.
O Gráfico representa a incidência do CHIKV nos estados do sudeste do ano de 2015 a 2021. Em
vermelho é representado o estado do Espírito Santo, em verde Minas Gerais, em azul o Rio de Janeiro
e em roxo São Paulo. Incidência por 100.000 habitantes. Feb: Fevereiro (FRITSCH et al., 2022).
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Figura 7: Incidência de casos prováveis de CHIKF nos municípios do estado de Minas Gerais em
2017. Mapa do estado de Minas Gerais em que municípios em branco representam a ausência de
casos prováveis de febre chikungunya, em verde representam baixa incidência da doença, em amarelo
representam média incidência e em vermelho representam locais com alta incidência da doença
(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).

Concomitantemente com os surtos de CHIKF, entre 2016 e 2019, o Brasil enfrentou o

maior surto de febre amarela já registrado que causou grande número de casos da doença em

humanos, epizootias, e teve como consequência grande número de mortes humanas e de PNH

(REZENDE et al., 2018; SACCHETTO et al., 2020; SILVA et al., 2020). Nesse período

foram confirmados mais de 1900 casos de febre amarela em humanos, e mais de 1400 casos

da doença em PNH, sendo a região Sudeste do país a mais afetada (MINISTÉRIO DA

SAÚDE, 2020b). A co-circulação de arbovírus é um agravante para a vigilância e diagnóstico

correto de doenças, principalmente pelo fato de apresentarem sintomas muitas vezes

semelhantes. Dessa forma, o diagnóstico desses patógenos pode ser comprometido podendo

mascarar e subnotificar a circulação de vírus de importância para a saúde pública

(OIDTMAN; ESPAÑA; PERKINS, 2021). Um exemplo disso são o DENV, CHIKV e ZIKV

que possuem áreas de circulação e vetores em comum e já foi descrita a co-circulação desses

patógenos (MAGALHÃES et al., 2017; RUFALCO-MOUTINHO et al., 2021; RAUT et al.,

2015).

Em locais como o Brasil, onde existe a circulação de YFV, DENV, CHIKV, MAYV e

ZIKV é de extrema importância a vigilância epidemiológica ser intensificada e também o uso

de estratégias para diagnóstico diferencial para a notificação dos casos (SILVA et al., 2018).
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A co-circulação de arbovírus pode ocultar a presença e dificultar a detecção de vírus que

podem permanecer circulantes silenciosamente (MAGALHÃES et al., 2020). Assim como já

foi descrito na África a co-circulação de CHIKV e YFV (ENDALE et al., 2020;

OSTERRIETH; RATHE; DELEPLANQUE-LIEGEOIS, 1961), o CHIKV poderia ter

circulado concomitantemente ao YFV durante o último surto de febre amarela no Brasil, visto

que os humanos e PNH são hospedeiros de ambos os vírus. Somado a isso, os mosquitos

Aedes aegypti e Aedes albopictus do Brasil possuem competência vetorial para o CHIKV

(VEGA-RÚA et al., 2014). Outro fator que corrobora é que os alfavírus possuem ampla gama

de vetores na África, o que indica que o vírus tenha facilidade de adaptação a novos vetores

permitindo sua circulação no ambiente (LORENZ; FREITAS RIBEIRO;

CHIARAVALLOTI-NETO, 2019).

1.5 CICLO DE TRANSMISSÃO DO CHIKV

O CHIKV tem dois ciclos de transmissão descritos, o ciclo silvestre e o urbano

(Figura 8). Na África, o CHIKV é circulante em um ciclo enzoótico silvestre que envolve

mosquitos do gênero Aedes spp. como vetores PNH como principais reservatórios (DIALLO

et al., 1999; FILIPE; PINTO, 1973; NUNES et al., 2015), além de aves e roedores

(THIBOUTOT et al., 2010). Além da transmissão do CHIKV por vetores, já foi descrita a

transmissão vertical do vírus, da mãe para o feto (FIGUEIREDO, 2007).

Na África foram registrados diversos eventos de spillover, quando pessoas são

infectadas em áreas silvestres ou rurais e se deslocam para centros urbanos, causando surtos

da doença na população (SOUZA et al., 2023). Na Ásia, a circulação do CHIKV ocorre em

áreas urbanas envolvendo mosquitos vetores Aedes aegypti ou Aedes albopictus e seres

humanos como hospedeiros, mas existem indícios de circulação do vírus em ciclos silvestres

após a detecção de anticorpos anti-CHIKV específicos em macacos selvagens em algumas

partes do continente asiático (MORRISON, 2014).
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Figura 8: Esquema dos ciclos de transmissão do CHIKV.
Ciclo silvestre envolvendo mosquitos do gênero Aedes e PNH (A) e ciclo urbano envolvendo
mosquitos do gênero Aedes e humanos (B). As setas indicam a circulação viral e a interconexão entre
os dois ciclos de transmissão, destacando o spillover e spillback que pode ocorrer entre os dois ciclos
virais (Weaver, 2013).

No Brasil, o CHIKV é transmitido para os humanos pelos vetores Aedes aegypti e

Aedes albopictus. Grande parte da população brasileira sem imunidade para CHIKV vive em

áreas onde Ae. aegypti ou Ae. albopictus estão presentes, o que propicia a infecção de pessoas

pelo vírus (NUNES et al., 2015). Ainda, não é sabido se o CHIKV tem um ciclo de

manutenção silvestre estabelecido nas Américas. Até então, os casos reportados são de

transmissão de mosquitos para humanos e de humanos para mosquitos. Porém existe o risco

de um ciclo enzoótico se estabelecer, envolvendo PNH e mosquitos vetores do gênero Aedes

no ambiente silvestre (INOUE et al., 2003), assim como ocorre para outros vírus no país,

como o yellow fever virus (YFV) (SACCHETTO et al., 2020).

Em áreas densamente povoadas, a transmissão urbana do CHIKV provoca grandes

surtos, pois a circulação viral mínima já é capaz de manter o vírus circulante na população

(DE LIMA CAVALCANTI et al., 2022), em grande parte devido à população desprovida de

contato prévio e, consequentemente, de anticorpos contra o CHIKV (MORRISON, 2014).

Após o repasto sanguíneo em hospedeiro infectado, o CHIKV se multiplica no intestino do

mosquito e se dissemina para outros tecidos, como as glândulas salivares. Estudos
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experimentais demonstraram que, de dois a três dias após o repasto sanguíneo, o CHIKV já é

encontrado na saliva do vetor, que pode continuar transmitindo o CHIKV por toda sua vida

(CHINEDU ENEH et al., 2023; DUBRULLE et al., 2009; CAGLIOTI et al., 2013). Sendo

assim, o CHIKV é disseminado na população susceptível. Os fatores de risco para a

ocorrência da febre chikungunya são a densidade populacional, migração, presença do vetor,

temperatura, chuva e vegetação (YACTAYO et al., 2016). Outros fatores de risco que podem

ser citados são a abundância de vetores do CHIKV, a co-circulação com outros arbovírus e o

grande número de casos assintomáticos da doença que dificultam o manejo dos pacientes e a

identificação de surtos (HONÓRIO et al., 2015).

Foi demonstrada a competência vetorial para a transmissão do CHIKV para diversas

espécies do gênero Aedes em diversos países (MATUSALI et al., 2019). No Brasil, espécies

do gênero Haemagogus tiveram sua competência vetorial experimentalmente comprovada

(LOURENÇO-DE-OLIVEIRA e FAILLOUX, 2017). Em alguns estudos foi possível a

detecção de RNA do CHIKV em mosquitos das espécies Ae. taeniorhynchus e Cx.

quinquefasciatus coletados em locais onde foi registrada a circulação viral no sudeste, centro

oeste e nordeste do Brasil (KROKOVSKY et al., 2022; RIBEIRO CRUZ et al., 2020; DE

MELO XIMENES et al., 2020; DA SILVA NEVES et al., 2022). Além disso, também já foi

descrita a detecção do RNA do CHIKV em mosquitos das espécies Aedes fluviatilis e

Wyeomyia bourrouli coletados em parques urbanos do nordeste do Brasil (DE MELO

XIMENES et al., 2020), e também em espécies do gênero Psorophora no centro oeste do

país (DA SILVA NEVES et al., 2022). Esses estudos destacam o risco do estabelecimento de

ciclos enzoóticos do CHIKV no país.

1.6 PRIMATAS NÃO HUMANOS E INFECÇÃO POR CHIKUNGUNYA VIRUS

Os PNH são importantes hospedeiros para diversos arbovírus (MATUSALI et al.,

2019). Estudos realizados na África demonstraram a participação dos PNH no ciclo silvestre

do CHIKV (ALTHOUSE et al., 2018; EASTWOOD et al., 2017), nas Américas e na Europa

a persistência da circulação do CHIKV precisa ser melhor compreendida.

Os PNH do Brasil são chamados Neotropicais ou do Novo Mundo, sendo eles das

famílias Aotidae, Atelidae, Callitrichidae, Cebidae e Pitheciidae. Essas famílias têm

comportamentos majoritariamente arborícolas e são ativos durante o dia, apresentando

diversidade quanto ao tamanho, peso e comportamento. São descritas 130 espécies de PNH

no Brasil com distribuição por todos os seis biomas brasileiros (PAGLIA et al., 2012). No
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Cerrado e na Mata Atlântica brasileiro, biomas característicos do estado de Minas Gerais, se

encontram primatas do gênero Alouatta (bugios) que são reconhecidos pela sua vocalização

característica (PAGLIA et al., 2012), do gênero Callithrix (saguis-de-tufo ou mico estrela)

que são pequenos, possuem unhas em formato de garras e são presentes em áreas de mata

próximas à humanos e, por fim, primatas do gênero Sapajus (macacos-prego-de-topete) que

vivem em grupo e são arbóreos (DUNN; CRISTÓBAL-AZKARATE, 2016; PAGLIA et al.,

2012). Esses animais, na maioria das vezes, são encontrados em ambiente silvestre, porém

alguns grupos, como as famílias Atelidae, Callitrichidae e Cebidae, possuem alta capacidade

de sobreviver e viver em ambientes urbanos o que faz com sejam objetos importantes da

vigilância da circulação viral (KUNO et al., 2017; DUARTE et al., 2012)

Os PNH são evolutivamente próximos do ser humano, dessa forma existe a chance de

ocorrer spillover e spillback de patógenos que infectam ambos os grupos devido às

semelhanças fisiológicas entre eles (WOLFE et al., 1998). A presença dos mosquitos vetores

e dos PNH em áreas de mata próximas às áreas urbanas oferece risco de spillover de vírus

circulantes nesses ambientes, causando surtos de doenças em populações humanas. Essa

situação pode ser exemplificada pelo YFV que circula em ambientes silvestres e

eventualmente causa surtos em populações humanas. Com isso, é necessária a intensificação

da vigilância da circulação de arbovírus em mosquitos e animais silvestres (MAGALHAES et

al., 2020). O Brasil possui programa de vigilância da circulação de YFV em carcaças de PNH

de zonas rurais, urbanas e periurbanas (Ministério da Saúde, 2014), sendo assim possível

incluir a investigação da presença de outros arbovírus, como o CHIKV.

Considerando que o CHIKV tem uma circulação silvestre na África que envolve PNH

e mosquitos vetores do gênero Aedes, é prudente considerar que existe um risco do

estabelecimento do ciclo silvestre do CHIKV no Brasil. Caso esse ciclo seja estabelecido, a

erradicação da doença se tornaria muito dificultada no país (DONALISIO; FREITAS, 2015)

A infecção do CHIKV em PNH não se apresenta com sinais clínicos marcantes

(MONGKOL et al., 2022). Dessa forma, são necessários mais estudos para elucidar a

infecção pelo CHIKV nos PNH e também em outros hospedeiros como roedores e aves

(YACTAYO et al., 2016). Em infecções experimentais em PNH da espécie Macaca

fascicularis foi possível observar a fase aguda e crônica da doença. Os sintomas observados

foram parecidos com os já descritos em humanos (HIGGS; ZIEGLER, 2010). Na fase aguda

foi observado febre e exantema, e a viremia se apresentou mais alta do que a observada em

humanos, com carga genômica variando de 108 a 109 cópias de RNA/mL (LABADIE et al.,

2010). É descrito que a viremia tem duração de dois a seis dias e tem início de dois a quatro
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dias após a infecção (BINN et al. 1967). Aumento de aminotransferases e alterações no

sangue foram observadas, como granulocitose, monocitopenia e linfopenia. Na fase crônica

houve a persistência viral em macrófagos, tecido linfoide e fígado por até dois meses

(LABADIE et al., 2010). Em estudos realizados em infecção experimental em macaco rhesus

foi observada a detecção do CHIKV no sétimo dia após a infecção nas articulações, tecidos

musculares, coração, pulmão, fígado, rim e tecidos linfoides (PAL et al., 2014).

Alguns trabalhos já demonstraram a detecção de anticorpos anti CHIKV e outros

arbovírus em PNH na África, na Ásia e na América (MONGKOL et al., 2022). Foram

detectadas evidências sorológicas de circulação do DENV, CHIKV e do Vírus da encefalite

japonesa em PNH das Filipinas (INOUE et al., 2003) e a detecção de anticorpos anti-CHIKV

em PNH da região sul da África, onde o ciclo silvestre do vírus é estabelecido (EASTWOOD

et al., 2017; MCINTOSH, 1970). Outro estudo realizado no Senegal demonstrou a detecção

de anticorpos específicos para CHIKV em PNH, por teste de neutralização de placas (plaque

reduction neutralization test - PRNT), e demonstrou que existe a manutenção do vírus em

ciclos enzoóticos que envolvem os PNH e mosquitos vetores, aumentando o risco da

emergência da doença em humanos (ALTHOUSE et al., 2018). Na Ásia também já houve a

detecção de anticorpos anti CHIKV em PNH (MARCHETTE et al., 1978; NAKGOI et al.,

2014; SAM et al., 2015; TONGTHAINAN et al., 2020) e também o isolamento viral em

amostras de PNH (APANDI et al., 2009). Nas Américas a detecção de anticorpos

anti-CHIKV em amostra de PNH aconteceu nos Estados Unidos (HARRISON et al., 1967) e

no Brasil (MOREIRA-SOTO et al., 2018).

No Brasil já foi descrita a detecção de anticorpos anti flavivírus em PNH do nordeste

do Brasil. Em testes de PRNT realizados foi possível a detecção de anticorpos contra ZIKV,

DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4, YFV, ILHV e SLEV em PNH de vida livre e de

cativeiro (DE OLIVEIRA-FILHO et al., 2018). Também foi descrita a detecção de anticorpos

contra Orthoflavivirus, Phlebovirus, Ortobunyavirus e Alphavirus em PNH também da região

nordeste do país (CATENACCI et al., 2018). Em outro trabalho, foram testadas, por PRNT,

amostras de soro de PNH, coletados em áreas urbanas e periurbanas em que houve grande

casos de detecção de YFV e CHIKV em humanos. Foram detectados anticorpos anti-CHIKV

e anti-ZIKV em animais das famílias Atelidae, Callitrichidae e Cebidae. Nos testes

realizados, 11 PNH coletados nos anos de 2013, 2014 e 2016 foram positivos para a detecção

de anticorpos neutralizantes contra CHIKV. Os animais tinham origem dos estados da Bahia e

Pernambuco (MOREIRA-SOTO et al., 2018).
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1.7 TESTES DE DETECÇÃO DO CHIKV
A infecção por CHIKV é diagnosticada a partir dos sintomas do indivíduo, levando

em consideração critérios epidemiológicos. Os testes laboratoriais utilizados para detecção

são os sorológicos, a RT-qPCR e o isolamento viral. É recomendada a RT-qPCR em amostras

coletadas na primeira semana de sintomas, isso devido a curta viremia do vírus no sangue

(GALÁN-HUERTA et al., 2015; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014b). O isolamento viral

também é uma alternativa, porém são necessários animais experimentais ou cultura de

células, além de laboratório equipados, sendo necessária a confirmação da presença do vírus

por RT-qPCR ou teste para a presença de antígenos virais. Para os testes sorológicos

geralmente é necessário amostra de sangue do indivíduo que pode ser da fase de

convalescença, até 14 dias após os sintomas. Os testes sorológicos mais utilizados são o

ensaio imunoenzimático (do inglês enzyme linked immuno sorbent assay - ELISA) e os testes

imunocromatográficos que podem detectar IgM ou IgG após a infecção por CHIKV, porém

existe o risco de ocorrer reação cruzada com anticorpos de infecções por outros alfavírus.

Alguns testes alternativos podem ser utilizados, como o de inibição de hemaglutinina (HI),

teste de neutralização por redução de focos (FRNT) e fluorescência indireta de anticorpos

(IFA) (AZAMI et al., 2016).

O teste de neutralização por redução de placas (PRNT) também pode ser utilizado e

se apresenta testes padrão-ouro por ter alta especificidade e sensibilidade (ROEHRIG, 2008),

pois detecta e quantifica anticorpos neutralizantes específicos em amostras de soro. Além de

detectar infecção prévia para o vírus, a PRNT permite avaliar o nível de proteção por

anticorpos do indivíduo, levando em consideração a neutralização viral do teste (AZAMI et

al., 2016).

Como a viremia do CHIKV em PNH é relativamente curta, as chances de detecção da

circulação viral por RT-qPCR, quando são testadas amostras de carcaças de PNH, são baixas.

Além disso, a detecção por PCR é influenciada por uma série de fatores, sendo um deles o

estado de conservação da carcaça de PNH no momento da coleta do órgão. Dessa forma, os

testes sorológicos para vigilância epidemiológica em PNH são de grande importância e são

essenciais para investigar a ocorrência do ciclo silvestre do vírus no país (MONGKOL et al.,

2022). Porém, tendo como base a vigilância epidemiológica de YFV em PNH no estado de

Minas Gerais, são coletadas as carcaças do animal, não sendo possível a coleta do sangue

para realização dos testes sorológicos convencionais, como a PRNT, por exemplo. Dessa

forma, são necessárias novas alternativas para que a investigação da infecção de PNH por

https://paperpile.com/c/xU4zi4/BrBh
https://paperpile.com/c/xU4zi4/JJHo
https://paperpile.com/c/xU4zi4/JJHo
https://paperpile.com/c/xU4zi4/JJHo
https://paperpile.com/c/xU4zi4/5aCi
https://paperpile.com/c/xU4zi4/5aCi


32

CHIKV seja melhor explorada, visto que a utilização apenas da abordagem de RT-qPCR seja

limitada.

Vem sendo desenvolvido pelo grupo um teste adaptado de neutralização viral, baseado

na PRNT convencional, para investigar a presença de exposição prévia dos PNH ao CHIKV.

Na execução da PRNT convencional são utilizadas amostras de soro, enquanto que no teste

adaptado de neutralização viral são utilizadas amostras de tecido hepático macerado, já que a

coleta de soro das carcaças frequentemente não é possível. Dra. Natália da Silva realizou

testes de neutralização ao YFV, utilizando tecido hepático macerado de carcaças de PNH,

sendo observada uma redução de placas de lise. Com base nesse teste preliminar, foram

produzidos macerados de fígado de camundongos C57BL/6 experimentalmente infectados

para realização de ensaio de citotoxicidade que foram realizados pelo Dr. Erik Reis. Após a

interpretação do resultado foi observado que a viabilidade celular quando utilizada a diluição

de 1:20 foi superior a 80%, sendo observado o aumento da viabilidade à medida que a

diluição também aumentava. Esses resultados demonstraram que é viável o uso de macerado

de tecido hepático sem o prejuízo da monocamada de células Vero.

Com isso, o Me. Matheus Soares Arruda e a Me. Gabriela Fernanda Garcia Oliveira

realizaram testes de neutralização adaptados com homogenato de fígado de camundongos

experimentalmente infectados com MAYV e YFV (ARRUDA, 2023; OLIVEIRA, 2023).

Nos testes foi possível observar a ação neutralizante do homogenato, associada com a

presença de anticorpos neutralizantes, nas amostras dos animais infectados para esses vírus.

Após as análises dos resultados foi possível a adaptação de teste de neutralização utilizando

esse tipo de amostra, o que pode contribuir satisfatoriamente para os programas de vigilância

de circulação viral em PNH.
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2. JUSTIFICATIVA

O CHIKV é o agente causador da CHIKF que acomete milhares de pessoas todos os

anos no Brasil. Desde sua introdução nos anos de 2013 e 2014, tem se registrado a

persistência da circulação viral em diversas regiões do país. Essa circulação ocorre pelo ciclo

urbano de transmissão, envolvendo os humanos como hospedeiros e como vetor o mosquito

Aedes aegypti, amplamente distribuído no país. Na África o ciclo silvestre, que envolve PNH

e mosquitos silvestres do gênero Aedes, é bem estabelecido, e isso destaca que existe risco do

CHIKV se estabelecer em um ciclo enzoótico silvestre no Brasil, dificultando ainda mais sua

erradicação. Esse risco é acentuado pelo fato de o Aedes albopictus, que habita áreas

periurbanas no país, ser um vetor do CHIKV e de mosquitos do gênero Haemagogus, com

hábitos silvestres, também presentes no Brasil, possuírem competência vetorial para o vírus.

O CHIKV tem registro de circulação em áreas em que também é registrada a

circulação de outros arbovírus, o que dificulta a detecção e identificação correta dos

patógenos, podendo mascarar a circulação e diagnóstico de alguns deles principalmente

durante grandes surtos de doenças. Em 2017, o estado de Minas Gerais teve grande

incidência de CHIKV, sendo registrados grandes números de casos da doença. Dessa forma,

existe a possibilidade de PNH terem sido infectados pelo CHIKV durante a circulação do

vírus no estado, por spillback. Levando em consideração que aconteceu em Minas Gerais um

surto de YFV em 2017 que atingiu grande número de PNH, existe a possibilidade de que o

YFV e o CHIKV possam ter co-circulado nesse período nos animais do estado.

Já foi descrita a detecção de anticorpos neutralizantes contra CHIKV em PNH no

Brasil, o que é um indício da circulação do vírus nesses hospedeiros. Dessa forma, a

intensificação e a ampliação da vigilância epidemiológica em PNH, que já acontece para o

YFV, são importantes para que seja investigada a circulação de outros arbovírus e para que

seja detectado o estabelecimento do ciclo silvestre de CHIKV, caso ele ocorra no Brasil.

O objetivo deste trabalho é a investigação da circulação do CHIKV em PNH de Minas

Gerais coletados de 2017 a 2020, mesmo período em que observamos um grande número de

casos de CHIKF no estado. Além disso, esse trabalho tem como objetivo a padronização de

um teste de neutralização viral, utilizando tecido hepático de camundongos infectados com

CHIKV, como uma alternativa para a detecção sorológica do vírus. A investigação da

circulação do CHIKV em PNH, tanto molecular quanto sorológica, pode contribuir para

preencher uma lacuna no conhecimento acerca da dinâmica de circulação do vírus. Além

disso, a padronização de teste sorológico utilizando tecido hepático é uma alternativa de
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auxílio à vigilância epidemiológica, uma vez que nem sempre é possível a coleta de amostras

de soro, principalmente quando se trata de carcaças de PNH. Dessa forma, a detecção de

anticorpos anti-CHIKV utilizando o tecido hepático, juntamente com a detecção molecular,

pode ajudar a definir melhor as áreas de risco de spillback, onde medidas para a proteção da

população podem ser tomadas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a circulação do CHIKV em PNH coletados no estado de Minas Gerais, nos

anos de 2017 a 2020, e otimizar teste de neutralização viral utilizando tecido hepático

para investigação sorológica de CHIKV.

3.2 Objetivos específicos

Investigação da presença de RNA de CHIKV, por meio de RT-qPCR, em amostras de

fígado de carcaças de PNH coletadas em Minas Gerais, nos anos de 2017 a 2020.

Adaptação e otimização de ensaio de neutralização viral utilizando tecido hepático de

camundongos experimentalmente infectados com CHIKV.

Realização de teste de neutralização viral adaptado utilizando tecido hepático de

fígado de PNH coletados em zona urbana de Minas Gerais, no ano de 2017.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Cultura de células e produção de estoque viral

Foi utilizado o CHIKV da linhagem asiática (BHI1762H804917), gentilmente cedidas

pelo Dr. Maurício Nogueira (FAMERP), como controle em experimentos de investigação

molecular do CHIKV e investigação de anticorpos neutralizantes anti-CHIKV.

Células Vero (CCL81) foram utilizadas para a montagem das placas de célula, para a

realização do teste de neutralização adaptado, para ensaio de titulação viral e para produção

de estoques virais. As células Vero, que são derivadas de rim de macaco verde africano

(Cercopithecus aethiops), foram cultivadas em meio MEM (Cultilab, BR) suplementado com

100U/ml de penicilina, 50 µg/ml de estreptomicina, 2 µg/ml de anfotericina B e 5% de soro

fetal bovino (SFB), mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO₂ (ATCC).

Para a produção de vírus, monocamadas de células Vero foram infectadas com MOI

de 0,01. Após o tempo de incubação overnight, o sobrenadante foi coletado, clarificado e

aliquotado em tubos de 0,6ml (ANG; LAM; CHU, 2016). Após a produção o CHIKV foi

titulado utilizando monocamadas de células VERO em placas de 6 poços. O sobrenadante

viral foi diluído de forma seriada na base 10 até 10-7 e inoculado nos poços de células,

seguido por adsorção de 1 hora, com agitação da placa a cada 10 minutos. A placa foi

incubada por 48 horas e foi adicionado formalina 3,7% para fixação e incubação por 30

minutos e cristal violeta 1% para coloração com incubação de 30 minutos, seguido da

lavagem (KAUR; LEE; CHU, 2016). Após a análise do resultado do experimento, o título viral

calculado foi de 2,8x 108. O título viral foi utilizado para os cálculos dos testes adaptados de

neutralização viral.

4.2 Autorizações comitê de ética

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais

(CEUA) da UFMG para recebimento e armazenamento de amostras biológicas de PNH

(Protocolo CEUA: 98/2017). A utilização de animais experimentais no projeto foi submetida

à Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais

(CEUA/UFMG) e aprovada para utilização de animais em experimentação (protocolos

CEUA: 33/2021; 176/2021), conforme a Lei 11.794/2008 e o Decreto 6.899/2009 do

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA).
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4.3 Investigação molecular da infecção por CHIKV em carcaças de PNH

As amostras de fígado de carcaças de PNH utilizadas nesse estudo foram obtidas em

parceria com o Laboratório de Zoonoses da Prefeitura de Belo Horizonte (LZOON) e o

Laboratório de Vírus da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As carcaças de

PNH foram coletadas pelo LZOON, no estado de Minas Gerais, durante o surto de YFV que

ocorreu no estado, possibilitando assim a construção de um banco de amostras que permitiu

que a investigação de outros arbovírus fosse realizada posteriormente. Após o recebimento,

as amostras foram armazenadas em tubos de 1,5 mL com e sem RNA later™ Stabilization

Solution em freezer -70°C no Laboratório de Vírus/UFMG. Para este projeto foram utilizadas

amostras de fígado de 428 carcaças de PNH coletadas nos anos de 2017 a 2020 em áreas

urbanas, periurbanas e rurais do estado de Minas Gerais. As carcaças testadas neste trabalho

são distribuídas entre os gêneros Callithrix, Callicebus, Alouatta e Sapajus e da família

Cebidae foram coletadas no período epidêmico e não epidêmico e são advindas das 12

mesorregiões do estado de Minas Gerais.

Para os testes moleculares das carcaças de PNH (tabela 1), foi realizada a extração de

RNA total de 407 fígados de carcaças de PNH armazenados em freezer -70°C e embebidos

em RNA later™ Stabilization Solution. As carcaças, advindas de áreas urbanas, rurais e

periurbanas, pertencem a animais dos gêneros Callithrix (n=308), Callicebus (n=28),

Alouatta (n=40), Sapajus (n=1) e a família Cebidae (n=3) sem identificação de gênero.

Algumas carcaças não possuem informação de gênero ou família (n=27). Das carcaças

utilizadas, 63% (n=258) apresentavam estado de conservação bom, 26% (n=109)

intermediário e 5% (n=23) ruim. De 4% (n=17) delas não foi possível obter essa informação.

Das 407 amostras, 268 (65%) foram positivas para detecção do RNA do YFV em

investigações prévias no fígado (SACCHETTO et al. 2020).
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Tabela 1: PNH testados por RT-qPCR para detecção de RNA de CHIKV

Área de procedência

Ano Espécie/gênero Urbana Rural Periurbana Sem informação Total

2017

Callithrix sp.

129 81 23 2 235
Callicebus sp.

Alouatta sp.

Sapajus sp.

2018

Callithrix sp.

51 74 4 3 132Callicebus sp.

Alouatta sp.

2019

Callithrix sp.

8 3 0 0 11Callicebus sp.

Alouatta sp.

2020

Callithrix sp.

22 4 2 1 29Callicebus sp.

Alouatta sp.

TOTAL 210 162 29 6 407

Número de PNH testados por RT-qPCR, incluindo informações do ano de coleta, do gênero e/ou
espécie e da classificação do local de coleta em rural, urbano ou periurbano. O valor total de animais
testados PNH: primatas não humanos; CHIKV: vírus da chikungunya.

Para a investigação molecular, foi utilizado fragmento de 20 a 30 mg de tecido de

cada amostra, que foram colocados em microtubos de 1,5mL juntamente com 600 µL de

tampão de lise (Buffer RLT – QIAGEN, EUA) e três esferas de borossilicato de 2mm

(Sigma-Aldrich, Alemanha). Os tubos foram colocados em um macerador

(Mini-Beadbeater-16, BioSpec Products, EUA) onde as amostras foram maceradas. Após

isso, o conteúdo dos tubos foi utilizado para realização da extração de RNA total com o

protocolo Purification of Total RNA from Animal Tissues, RNeasy® Mini Handbook, 4th

edition, 2012, seguindo recomendações do fabricante (RNeasy® Mini Kit, QIAGEN, EUA).

O RNA foi eluído em 65 µL de água livre de RNase e armazenado em freezer a -70°C. Na

extração de ácidos nucleicos foi utilizado controle negativo, que consiste na realização do
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processo sem a adição de amostra, de forma a garantir que não houvesse contaminação

cruzada entre as amostras.

As 407 amostras de RNA total extraídas foram submetidas a one step PCR em tempo

real (kit GoTaq® Probe 1-Step RT-qPCR - Promega, EUA) em StepOne™ RealTime PCR

Systems (Applied Biosystems, EUA) e QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR Systems

(Applied Biosystems, EUA). As amostras extraídas foram submetidas à RT-qPCR com

iniciadores para detecção do gene constitutivo da proteína β-actina (tabela 2) (REZENDE et

al., 2019) como controle endógeno, garantindo que a extração do ácido nucleico funcionou,

por ser altamente conservada e presente em amostras biológicas animais. Foi utilizado

controle negativo contendo apenas água (non-template control) e o controle negativo da

extração também foi testado. As 407 amostras testadas molecularmente nesse estudo foram

submetidas à RT-qPCR tendo como alvo o controle endógeno e foram consideradas positivas

as amostras que apresentaram temperatura de melting (Tm) de 82°C±1. Caso a amostra não

cumprisse esse requisito, a RT-qPCR era repetida, e caso o resultado persistisse a extração de

ácido nucleico era feita novamente.

Após serem positivas no teste do controle endógeno, as amostras foram submetidas à

RT-qPCR para detecção do genoma de CHIKV utilizando iniciadores e sonda específicos

descritos por Edwards e colaboradores (EDWARDS et al., 2007)(tabela 2). Os iniciadores

utilizados têm como alvo a proteína E1 do genoma do CHIKV, gerando um fragmento de

aproximadamente 120 bases. As amostras foram testadas em duplicata, utilizando controle

negativo contendo água, controle negativo da extração de RNA e controle positivo de

CHIKV.

Tabela 2: Iniciadores e sonda utilizados nas RT-qPCR para detecção de B-actina e CHIKV
em RNA extraído de fígado de PNH.

Iniciadores e sondas Sequência Alvo Referência

β-ACT_FWD 5’- CCAACCGCGAGAAGATGA -3’
β-actina De Rezende et al., 2019

β-ACT_REV 5’- CCAGAGGCGTACAGGGATAG -3’

CHIK E1 F 5'- TCGACGCGCCCTCTTTAA -3'
Gene E1
CHIKV

Edwards et al., 2007CHIK E1 R 5'- ATCGAATGCACCGCACACT -3'

CHIK E1 P 5'- ACCAGCCTGCACCCATTCCTCAGAC -3'

FWD: iniciador forward (senso); REV: iniciador reverse (antissenso); F: forward; R: antissenso; P:
sonda; CHIKV: vírus da chikungunya. CHIKV E1 P: FAM-BHQ1a.

https://paperpile.com/c/xU4zi4/zjsL
https://paperpile.com/c/xU4zi4/zjsL
https://paperpile.com/c/xU4zi4/r28B
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4.4 Teste de neutralização viral adaptado

Testes de neutralização viral foram inicialmente feitos com amostras de fígado de

camundongos C57BL/6 previamente infectados com CHIKV e animais mock inoculados com

sobrenadante de células Vero (MEM 5% SFB). Com os resultados obtidos foram realizados

testes para a detecção de anticorpos anti-CHIKV por neutralização viral utilizando amostras

de fígado de PNH.

4.4.1 Teste de neutralização viral adaptado usando amostras de animais

experimentalmente infectados

Os testes de neutralização viral foram realizados utilizando amostras de fígado de

camundongos C57BL/6. Seis camundongos foram infectados previamente com 1x10⁶

unidades formadoras de placa (do inglês, plaque forming units - PFU) de CHIKV, enquanto

outros seis animais foram inoculados com meio MEM 5% SFB sobrenadante de células Vero

não infectadas (mock). Ambos os grupos foram inoculados por via intraplantar. Após a

infecção dos animais, eles foram observados por 21 dias e eutanasiados, nesse processo os

fígados foram coletados e armazenados em tubos de 1,5mL em freezer a -20°C. Outro grupo

de animais foi infectado com 1x10⁶ PFU de CHIKV para obtenção de soro sabidamente

positivo para presença de anticorpos anti-CHIKV, para utilização como controle positivo nos

testes de neutralização viral. A manutenção e infecção dos animais foi feita com a

colaboração do Dr. Erik Reis.

Para a produção do homogenato de fígado foram utilizados 50 mg de fígado de

camundongos C57BL/6 macerado em beadbeater (Mini-Beadbeater-24, BioSpec Products,

EUA) com 200µl de MEM sem suplementação e quatro esferas (beads) de borosilicato de 2

mm (Sigma-Aldrich, Alemanha). Após a maceração, o homogenato foi centrifugado

(Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Alemanha) por cinco rodadas em velocidade máxima

(13.200 rpm) por 10 minutos para a clarificação e o sobrenadante final, sem debris celulares,

foi coletado. Com o homogenato obtido, foi realizada a diluição 1:10 utilizando 80 µL de

amostra e 720 µL de MEM 0% SFB. Esse material foi então incubado a 56°C por 30 minutos

para a inativação do sistema do complemento. Após a inativação, foi realizada mais uma

etapa de clarificação da amostra, com centrifugação por três minutos em velocidade máxima

(aproximadamente 16.000 g). Assim, aproximadamente 750 µL de sobrenadante na diluição

1:10 foram obtidos e usados em diluições seriadas de 1:20 a 1:640, usando MEM, em placa

deepwell de 96 poços. Nessa etapa, foi utilizado MEM com 1% de SFB e 1% HEPES, assim

como para o preparo do controle de vírus e de células. A utilização de solução tamponante
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(HEPES) foi utilizada como uma tentativa de estabilizar o pH do meio e diminuir as

variações nas contagens de PFU nos experimentos de ambos os grupos.

Para o preparo do controle de vírus, o meio foi misturado com a quantidade

pré-estabelecida de vírus de modo que ao final foi possível a contagem de 70 a 180 PFU por

poço da placa de células. Foi utilizado um controle positivo de neutralização, que consiste em

amostra de soro de camundongos C57BL/6 infectados com CHIKV nas diluições 1:20 a

1:640 sendo possível observar a neutralização viral. Foi utilizado também um segundo

controle positivo que consistia em uma mistura de soro de animal infectado com CHIKV e

homogenato de animal não infectado, em igual proporção, com o objetivo de observar a

neutralização por anticorpos no soro na presença do material do homogenato de fígado. Foi

utilizado também controle negativo que consistia em homogenato de fígado de animal não

infectado, de forma a observar a interferência desse material na redução de placas.

Após a diluição, a solução contendo vírus foi adicionada às amostras e controles na

placa de 96 poços. Após a mistura, a placa foi incubada em estufa por uma hora a 37°C a 5%

de CO₂ para possibilitar a ligação dos anticorpos às partículas virais (AZAMI et al., 2016).

Foram utilizadas placas de células de 12 poços com 1,8 x 105 células por poço onde,

após a incubação, foram inoculados 180µl da mistura da amostra e dos controles com o vírus.

Em cada placa foram inoculados três poços (triplicatas) para cada amostra de homogenato de

e para os controles positivos e negativo, dois poços (duplicata) para os controles de vírus e

um poço para o controle de células. Após a inoculação, foi realizada a etapa de adsorção em

que as placas de células infectadas foram incubadas em estufa por uma hora a 37ºC a 5% de

CO₂, sendo homogeneizadas manualmente a cada 10 minutos. Após o fim da adsorção, foi

adicionado aos poços de célula solução de carboximetilcelulose a 1,5% e meio 199 2x

(Gibco-Life Technologies, EUA) com 2% de SFB e as placas foram incubadas a 37ºC a 5%

de CO₂ por dois dias e observadas diariamente em microscópio óptico.

Decorrido o tempo de incubação, as células foram fixadas com solução de formalina

3,7%, por duas horas, e coradas com solução de cristal violeta 1%, por 30 minutos. Após a

lavagem do cristal violeta foi realizada a contagem de PFU em cada amostra e diluição

realizada para a realização de análises posteriores.

Apenas foram consideradas válidas as contagens de PFU no controle de vírus que

variaram entre 70 e 180 PFU. Apenas foram considerados experimentos cujos controles

positivos e negativo funcionaram. O número de PFU por poço/diluição/animal (por poço, por

diluição por animal) foi utilizado para o cálculo da porcentagem de neutralização com base

no controle de vírus (mediana de PFU no controle de vírus de cada placa)

https://paperpile.com/c/EYh4rW/Vled
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Foram realizados três testes feitos com homogenatos de seis animais infectados com

CHIKV e três testes feitos com homogenatos de seis animais mock, todos realizados de

maneira independente. Para as análises, foram consideradas e apresentadas nesse trabalho os

resultados referentes às diluições 1:20, 1:40, 1:80 e 1:160, pois em diluições maiores não

foram observadas mudanças significativas entre os dois grupos. Neste estudo optou-se pela

utilização da mediana que não permite que o conjunto de dados seja diretamente afetado por

outliers, como a média pode ser afetada, isso considerando que o teste de neutralização viral

possui variações inerentes à técnica (TIMIRYASOVA et al., 2013).

De cada réplica experimental, foram calculados os valores de neutralização por poço,

por animal por diluição (por poço/diluição/animal). Foi analisada a variação do valor de

neutralização entre as triplicatas de cada animal/diluição, para que os resultados não tivessem

grande influência de erros de técnica. Em seguida, de cada réplica experimental, foi calculado

o valor mediano de neutralização para cada animal/diluição. Sendo assim, obtivemos três

valores de medianas de porcentagem de neutralização para cada animal em cada diluição.

Estes valores medianos de neutralização por animal/diluição (relativos às 3 réplicas

experimentais para cada grupo, infectado ou mock) foram analisados (GLMM e ROC).

Ainda, os valores mínimos absolutos de neutralização por diluição de cada animal infectado

foram comparados com os valores máximos absolutos de neutralização, por diluição, de cada

animal mock (GLMM).

Foi utilizado o modelo linear generalizado de efeito misto (Generalized Linear Mixed

Models - GLMM) para analisar como os valores de neutralização de cada animal se

comportam em relação ao grupo (infectado e mock), à diluição e à interação da diluição com

o grupo. Optou-se pela utilização de teste com modelo misto pela característica do conjunto

de dados utilizado, que possui diluições derivadas de um mesmo animal que vão ser

analisadas entre si e também por assumir que os diferentes indivíduos têm respostas

diferentes diante da infecção ou não com CHIKV. Com a colaboração da Dra. Marina Beirão,

as análises foram realizadas no RStudio 4.2.3 (RSTUDIO TEAM, 2020; WICKHAM, 2016)

com o lme4 (BATES et al, 2015). Diferenças estatísticas foram consideradas quando p ≤

0,05.

Em uma primeira análise, foram utilizados como variáveis dependentes os três valores

medianos de neutralização neutralização viral/animal/diluição das três réplicas experimentais

(tabela 3), e como variáveis independentes o grupo (infectado ou mock), a diluição (1:20 a

1:160) e a interação do grupo com a diluição.

https://paperpile.com/c/EYh4rW/dRNY


43

Em outra análise realizada, foram comparados o maior valor absoluto de

neutralização/animal mock/diluição e o menor valor absoluto de neutralização/animal

infectado/diluição (tabela 5). O objetivo dessa análise foi verificar se, mesmo com os maiores

valores de redução de placas no grupo mock e os menores valores de neutralização no grupo

infectado, ainda seria possível diferenciar os dois grupos.

Foram feitas também análises de curva ROC (receiver operating characteristic), que

é utilizada para avaliar a performance de um teste diagnóstico, determinando um valor

adequado de cut off para considerar um teste negativo ou positivo (NAHM, 2022). Para as

análises foi utilizado o GraphPad Prism versão 8.0.2 (GraphPad

Software, USA). Diferenças estatísticas foram consideradas quando

p ≤ 0,05.

Primeiramente, foi feita uma análise usando a mediana de neutralização de cada

animal/diluição (considerando três réplicas experimentais) (tabela 3), utilizando o método

Wilson/Brown (WILSON 1927; BROWN et al., 2001). O objetivo desse teste foi observar se

era possível diferenciar estatisticamente os grupos infectados e mock em cada diluição, e

observar os cut offs de porcentagem de neutralização de cada diluição em relação a

sensibilidade e a especificidade do teste. Foi feita também a análise da curva ROC, usando o

menor valor mediano de neutralização/animal infectado/diluição e o maior valor mediano de

neutralização/animal mock/diluição (tabela 3). O objetivo desta análise consistiu em

investigar se mesmo utilizando as medianas mínimas do grupo infectado e máximas do grupo

mock ainda seria possível a diferenciação dos dois grupos, visto que a técnica possui

variações e pode sofrer interferência do tipo de amostra utilizada.

4.4.2 Investigação sorológica da infecção por CHIKV em carcaças de PNH

Após a realização dos testes utilizando tecido hepático de camundongos e a análise

desses resultados, foram realizados alguns testes de neutralização adaptados com tecido

hepático de carcaças de PNH. Foram utilizados fígados de 25 carcaças de PNH coletadas

durante o surto de YFV, no ano de 2017, em zonas urbanas no estado de Minas Gerais. Todas

as carcaças são do gênero Callithrix e eram provenientes das mesorregiões Central Mineira

(n=3), Metropolitana (n=9), Zona da Mata (n=2), Norte de Minas (n=4), Campo das Vertentes

(n=1), Vale do Rio Doce (n=2) e Triângulo Mineiro (n=4). Nos trabalhos do Me. Matheus

Soares Arruda, Dra. Lívia Sacchetto e da Dra. Natália Ingrid Silva, os animais foram

negativos para detecção por RT-qPCR de YFV, CHIKV e MAYV.

https://paperpile.com/c/xU4zi4/JnaK
https://paperpile.com/c/xU4zi4/xCGf+xcOg
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Para a realização do teste adaptado em amostras de tecido hepático de PNH, foram

preparados homogenatos com fígados das carcaças que estavam armazenados em freezer a

-70°C. Os homogenatos foram preparados utilizando a mesma metodologia descrita no tópico

4.4.1. Para uma triagem inicial, optou-se por fazer o teste utilizando um poço (replicata) para

cada diluição de cada amostra. No caso de algum animal apresentar neutralização acima de

65% na diluição 1:20, na triagem inicial, o teste seria repetido com a realização de triplicatas

nas diluições 1:20-1:80, para cada diluição para cada animal, com a adição da diluição 1:160.

Os testes foram realizados como descrito no tópico 4.4.1. Foram utilizados controle positivo

(soro de animal infectado com CHIKV), controle negativo de soro de animal não infectado e

controle negativo de homogenato de fígado de animal não infectado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 Investigação molecular de CHIKV em PNH

Das 407 amostras testadas, a maioria foi coletada em áreas urbanas (51%, n=210),

isso possivelmente devido ao fato de a coleta das carcaças pelo programa de vigilância da

prefeitura ser baseado em notificações da população da presença de animal morto

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014a). Dessa forma, a chance de um animal morto ser

encontrado em área urbana, com maior concentração de pessoas, é maior do que em áreas

rurais, que somam 39% (n=162) das carcaças testadas nesse estudo, e do que em áreas

periurbanas, que somam 7% (n=29).

Outra característica do conjunto de amostras deste estudo é a predominância de

animais do gênero Callithrix (75%, n=308), PNH comumente encontrado em áreas urbanas.

Em trabalhos semelhantes de detecção molecular de arbovírus em amostras de PNH também

foi observado que a maioria dos animais pertencem ao gênero Callithrix

(GARCIA-OLIVEIRA et al., 2023; SACCHETTO et al., 2020). Isso pode ser justificado

pelo fato de o gênero ter se adaptado muito bem a viver próximo a áreas urbanas, facilitando

que as carcaças sejam mais encontradas do que as de outros gêneros que vivem mais

afastadas de regiões densamente povoadas (DUARTE et al., 2012).

As 407 amostras de RNA de fígado de carcaças de PNH foram submetidas à

RT-qPCR com iniciadores para a proteína β-actina e todas foram positivas, indício de que a

extração de ácidos nucleicos ocorreu de maneira satisfatória. Sendo assim, quando

submetidas à RT-qPCR com iniciadores específicos para o gene E1 não foi possível detectar o

RNA de CHIKV em nenhuma das amostras testadas.

É sabido que a molécula de RNA é de fácil degradação (HOUSELEY e

TOLLERVEY, 2009), isso somado ao fato de que as amostras testadas são advindas de

carcaças de PNH coletadas nos ambientes sem controle de quanto tempo ficaram expostas ao

calor ou umidade, pode ter influenciado na não detecção do RNA viral. Com a degradação da

carcaça do animal é possível que o processo de degradação de RNA viral no fígado tenha

sido acelerado (SAMPAIO-SILVA et al., 2013). É descrito que o RNA é rapidamente

degradado após a morte, isso ocorre especialmente mais rápido em órgãos ricos em

ribonucleases, como o fígado por exemplo (BAUER, 2007). Esses fatores podem ter

dificultado a detecção do RNA viral nos fígados das carcaças testadas neste estudo.

A viremia causada pela infecção do CHIKV em PNH é curta, sendo desenvolvida de

1-2 dias após a inoculação e descrita com duração de 3 a 5 dias (BROECKEL et al., 2015;

PAUL et al., 1968). Dessa forma os resultados aqui apresentados podem indicar que os

https://paperpile.com/c/xU4zi4/DoyP+7ted
https://paperpile.com/c/xU4zi4/lXQN
https://paperpile.com/c/xU4zi4/K3iD
https://paperpile.com/c/xU4zi4/K3iD
https://paperpile.com/c/xU4zi4/yLYn
https://paperpile.com/c/xU4zi4/nefb
https://paperpile.com/c/xU4zi4/nkK0
https://paperpile.com/c/xU4zi4/nkK0
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animais não estavam infectados no momento da morte, o que não descarta a possibilidade de

eles terem sido infectados com CHIKV durante sua vida.

Apesar da não detecção molecular de CHIKV em PNH de vida livre no sul do Brasil

(ALMEIDA et al., 2019) e da não detecção molecular e sorológica de CHIKV em PNH no

nordeste em 2014 (CATENACCI et al., 2018), a detecção de anticorpos anti-CHIVK em

PNH já foi demonstrada (MOREIRA-SOTO et al., 2018). O trabalho de Moreira-Soto e

colaboradores detectou por PRNT anticorpos anti-CHIKV em soro de animais do nordeste

brasileiro, entre 2013 e 2016, indicando que os animais poderiam ter tido contato prévio com

o vírus e foram infectados. A detecção de anticorpos anti-CHIKV em PNH no Brasil,

juntamente com o cenário epidemiológico do CHIKV em Minas Gerais, ressalta a

importância da vigilância epidemiológica do vírus em PNH. Com a vigilância

epidemiológica, é possível detectar a circulação viral em hospedeiros silvestres, de forma a

adotar medidas que evitem o início da circulação do vírus em populações humanas

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014a).

Os dados de investigação molecular deste trabalho estão incluídos em manuscrito que

está em preparação.

5.2 Otimização de teste de neutralização viral por redução de placa com tecido hepático

de animais experimentalmente infectados

Utilizando o homogenato preparado a partir de amostras de fígado dos animais

experimentais, foram realizados ensaios de neutralização viral adaptados, tendo como base a

PRNT clássica que utiliza amostras de soro.

Considerando os seis animais infectados, o valor mediano de neutralização (de três

réplicas experimentais) variou de 68,85% a 40,71% na diluição 1:20. Dos seis animais, cinco

apresentaram valor de neutralização acima de 50%, sendo que três deles apresentaram

neutralização acima de 60%. Na diluição 1:40 os valores tiveram variação de 47,24% a 25%,

sendo que dois animais tiveram mediana de neutralização acima de 40%. Nas diluições 1:80 e

1:160 não foram observadas mediana de neutralização acima de 50%, sendo que na diluição

1:80 o valor máximo observado foi 32,37% e o mínimo observado foi de 12,14%. Para a

diluição de 1:160 os valores de mediana foram mais baixos, sendo a máxima 15,66% e a

mínima 0% (Tabela 3)(Figura 9).

Os valores de neutralização para as amostras de animais mock foram menores quando

comparados com amostras de animais infectados. O valor mediano de neutralização (três

https://paperpile.com/c/EYh4rW/KpYr
https://paperpile.com/c/xU4zi4/JKOq
https://paperpile.com/c/xU4zi4/nGr2
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experimentos independentes) variou de 17,27% a 0% na diluição de 1:20, sendo que quatro

animais apresentaram neutralização de 0%. E na diluição 1:40, a neutralização variou de

7,27% a 0%, sendo que três animais apresentaram neutralização de 0%. Na diluição 1:80

apenas um animal apresentou neutralização de 6,58%, e o restante de 0%. Já na diluição

1:160 não foi observada neutralização em nenhum dos animais (Tabela 3)(Figura 9).

Tabela 3: Medianas de neutralização (%) obtidas nos três testes de neutralização contra
CHIKV utilizando homogenato de fígado de animais experimentais.

Medianas de neutralização (%) por diluição, por experimento

1:20 1:40 1:80 1:160

Animal Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3

inf1 40,71 59,18 38,61 25,00 50,20 22,15 12,14 41,22 4,43 0,71 28,16 0,63

inf2 46,49 70,09 64,81 27,76 52,99 37,24 11,71 47,86 23,17 16,39 15,38 9,09

inf3 59,71 68,18 59,20 46,04 68,18 39,80 32,37 51,82 23,75 10,79 33,64 4,35

inf4 50,73 58,55 51,37 35,48 40,93 11,85 17,89 20,21 17,33 12,61 30,57 0,00

inf5 46,99 68,85 73,62 30,72 58,20 47,24 22,29 44,26 31,29 15,66 40,98 12,88

inf6 45,29 65,16 66,19 30,09 61,29 35,25 10,64 31,61 3,60 8,81 0,00 0,00

m1 17,27 32,51 11,31 7,27 13,43 0,00 0,00 15,55 0,00 0,00 0,00 0,00

m2 14,04 0,00 0,00 8,09 7,24 0,00 19,15 6,58 0,00 0,00 0,00 0,00

m3 28,83 0,00 0,00 18,02 1,35 0,00 0,00 2,70 0,00 0,00 10,14 0,00

m4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 4,53 0,00

m5 0,00 8,19 2,58 0,00 19,57 0,00 0,00 18,86 0,00 0,00 0,00 0,00

m6 0,00 2,67 0,00 0,00 1,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
As medianas de porcentagem de neutralização apresentadas foram obtidas a partir de 3
experimentos independentes com três replicatas de cada diluição para cada animal. Os
valores são referentes aos testes realizados com seis animais experimentalmente infectados e
seis animais mock. inf: infectado. m: mock.
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Figura 9: Valores medianos de neutralização (%) dos testes com animais infectados com CHIKV e animais mock.
Os valores de mediana de neutralização, representados por pontos nos gráficos, foram obtidos de três experimentos independentes com três replicatas para
cada diluição/animal. Figura A: animais infectados. Figura B: animais mock. Para cada diluição/animal: n=3. Para os controles: n=3. Em azul: animal 1; em
vermelho: animal 2; em amarelo: animal 3; em marrom: animal 4; em rosa: animal 5; em azul escuro: animal 6. Pos 1: soro de animal infectado (verde claro).
Pos 2: soro de animal infectado + fígado de animal não infectado (verde escuro). Negativo: homogenato de animal não infectado (preto).
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Apesar da maioria dos valores de neutralização obtidos para cada animal, em cada

uma das três replicatas experimentais, serem homogêneos entre si, é possível observar

variações (Tabela 3)(Figura 9). Isso pode ser associado às variações implícitas da própria

técnica de PRNT, pois pequenas variações na execução, como pipetagem ou condições da

cultura celular, podem gerar impacto no resultado final (WHO, 2008). Mesmo com as

variações naturais do ensaio biológico, a PRNT é considerada um teste com alta

especificidade e sensibilidade (WHO, 2008). Essas diferenças entre os valores de

neutralização em cada experimento independente são esperadas, e somado a isso a utilização

de amostra não convencional, homogenato de fígado, pode intensificar essas variações.

Alguns estudos já demonstraram que debris celulares e células lisadas podem interferir na

contagem de PFU, reduzindo a contagem (HOLLAND et al., 1959). Mas a interferência de

debris celulares é diminuída à medida que a diluição aumenta (HOLLAND et al., 1959). De

maneira similar, neste estudo, os valores de mediana obtidos para os animais mock, que na

diluição 1:20 variou em torno de 17%, tiveram redução da porcentagem de neutralização

mediana à medida que aumentou a diluição, de forma que e após a diluição 1:80 a mediana de

neutralização foi 0%.

Outra variação observada nos dados gerados é entre os valores medianos de

neutralização quando comparado entre os diferentes animais infectados (Tabela 3)(Figura 9).

É sabido que essa variação entre os animais é devida a variação na resposta imune individual

(BRODIN e DAVIS, 2017), sendo possível que alguns animais tenham altos valores de

neutralização enquanto outros tenham valores mais baixos.

Em relação às análises GLMM realizadas, foi possível observar que existe diferença

estatística entre os grupos mock e infectado (p< 0,001), sendo possível a distinção dos dois

grupos quando analisados os valores de neutralização medianos (Tabela 4). Quando feitas as

análises da mediana de neutralização em relação à diluição, foi possível observar maiores

valores de neutralização relacionados às menores diluições e menores valores de

neutralização relacionados às maiores diluições em ambos os grupos (mock e infectado),

sendo possível a distinção entre as diluições (p< 0,001) (Tabela 4). Nas análises realizadas

considerando a interação da diluição com o grupo a qual pertencem as amostras, também foi

possível a diferenciação (p< 0,001). Sendo que à medida que a diluição aumenta, a diferença

estatística entre os grupos infectado e mock diminui, mas ainda continua significativa (p <

0,001) (Tabela 4).

https://paperpile.com/c/xU4zi4/pflh
https://paperpile.com/c/xU4zi4/pflh
https://paperpile.com/c/xU4zi4/HO9C
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Tabela 4: Resultado da análise GLMM da mediana de neutralização viral em relação aos
grupos (infectado e mock), diluição e grupo/diluição

Variável
dependente

Variáveis
independente F p

Mediana de
neutralização (%)

Grupo (infectado/mock) 283.587 < 0,001

Diluição 35.669 < 0,001

Grupo/diluição 22.070 < 0,001
Valores de mediana de neutralização (variáveis dependentes) obtidos da mediana de três experimentos
independentes para cada animal (n=6) e cada diluição (1:20 a 1:160). Foi analisada a resposta da
variável dependente em relação às variáveis independentes grupo (mock ou infectado), diluição (1:20
a 1:160) e a interação do grupo e diluição. A partir disso foram obtidos valores de F relacionados ao
teste e valores de p. Diferença significativa quando p<0,05.

Quando o valor mínimo absoluto de neutralização observado para cada animal

infectado/diluição foi comparado com o valor máximo absoluto de neutralização para cada

animal mock/diluição (tabela 5), foi observada diferença significativa quando analisados em

relação às três variáveis independentes (p>0,001 e p=0,002)(Tabela 6). Isso demonstra que

mesmo utilizando os menores valores obtidos para animais infectados e os maiores obtidos

para os mock é possível a diferenciação entre os grupos em cada diluição realizada.
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Tabela 5: Valores máximos e mínimos neutralização (%) obtidos nos três testes de
neutralização contra CHIKV utilizando homogenato de fígado de animais experimentais.

Valores mínimos de neutralização (%) por diluição dos animais infectados

01:20 01:40 1:80 1:160

Animal Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3

inf1 39,29 51,84 31,01 6,43 46,12 22,15 7,14 31,43 0,63 0,00 13,47 0,00
inf2 45,15 58,12 60,70 25,75 51,28 34,90 6,35 41,88 14,37 13,04 13,68 7,33
inf3 58,27 64,55 54,52 34,53 61,82 30,43 23,74 48,18 22,41 7,19 29,09 0,00
inf4 47,21 54,40 21,58 33,72 30,57 11,85 14,37 15,03 4,56 2,64 27,46 0,00
inf5 45,78 68,03 73,01 30,12 53,28 46,01 19,88 37,70 23,31 4,82 27,05 3,68
inf6 43,47 62,58 65,47 22,80 56,13 31,65 8,21 29,03 1,44 4,56 0,00 0,00

Valor máximos de neutralização (%) por diluição dos animais mock

01:20 01:40 80 160

Animal Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3 Exp 1 Exp 2 Exp 3

m1 18,18 32,86 13,15 20,00 13,78 23,55 0,00 15,90 0,00 0,00 0,00 0,00
m2 17,45 9,21 0,00 21,70 7,89 0,00 22,55 8,55 0,00 0,00 4,61 0,00
m3 31,53 10,14 0,00 19,82 2,03 0,00 0,90 8,78 8,33 0,00 10,81 0,00
m4 0,00 0,00 0,00 0,00 2,72 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 5,14 0,00
m5 15,91 11,74 6,27 18,18 23,84 0,00 0,00 20,28 0,00 0,00 1,78 0,00
m6 0,00 6,00 0,00 0,00 13,33 0,00 0,00 6,67 0,00 0,00 5,33 0,00

Os valores máximos e mínimos absolutos de neutralização apresentados foram obtidos a partir de
três experimentos independentes com três replicatas de cada diluição para cada animal. Os valores
são referentes aos testes realizados com seis animais experimentalmente infectados e seis animais
mock. inf: infectado. m:mock.

Tabela 6: Resultado da análise GLMM de resposta do valor mínimo absoluto de
neutralização viral dos animais infectados e do valor máximo absoluto de neutralização viral
dos animais mock para os grupos (infectado e mock), diluição e grupo/diluição

Variável
dependente

Variáveis
independentes F Valor p

neutralização (%)

Grupo (infectado/mock) 134.120 < 0,001

Diluição 34.214 < 0,001

Grupo/diluição 16.216 < 0,001
Valores mínimos absolutos de neutralização dos animais infectados e valores máximos absolutos de
neutralização dos animais mock (variáveis dependentes) obtidos de três experimentos independentes
para cada animal (n=6) e cada diluição (1:20 a 1:160). Foi analisada a resposta da variável dependente
em relação às variáveis independentes grupo (mock ou infectado), diluição (1:20 a 1:160) e a
interação do grupo e diluição. A partir disso foram obtidos valores de F relacionados ao teste e valores
de p. O valor de F representa a força do teste estatístico. Diferença significativa quando p<0,05.
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Ao fazer a análise da curva ROC com a neutralização mediana dos três experimentos

independentes, obtida para cada animal/diluição (Tabela 3), foi observado que,

nas diluições 1:20, 1:40 e 1:80 (AUC=1,0; 95%CI≥1,0-1,0; p=0,0039;), foi

possível a diferenciação dos valores dos animais infectados e dos

valores obtidos para os animais mock (Figura 10). Na diluição 1:160 também foi

observada diferença estatística entre os valores do grupo infectado e do grupo mock

(AUC=0,91; 95%CI≥0,72-1,0; p=0,01)(Tabela 7).

Figura 10: Análise da curva ROC com medianas de neutralização dos testes de neutralização
adaptados utilizando homogenato de fígado de camundongos infectados e mock.
Curva ROC realizada com a mediana das medianas de três experimentos independentes realizados
com animais mock e animais experimentalmente infectados com CHIKV. Foram realizadas
comparações entre as medianas de cada diluição dos animais infectados com as medianas da
respectiva diluição dos animais mock. Gráfico A: diluição 1:20; gráfico B: 1:40, gráfico C: 1:80 e
gráfico D: 1:160. ROC: receiver operating characteristic. Análises e gráficos gerados no GraphPad
Prism versão 8.0.2 (GraphPad Software, USA).

A sensibilidade representa a proporção de indivíduos que têm a infecção e tem

resultado positivo, e a especificidade a proporção de indivíduos que não são infectados e são
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testados negativamente. Os valores de cut off de porcentagem de neutralização fornecidos

pela análise da curva ROC sugerem que um valor de 46,04% de neutralização na diluição

1:20 oferece 83% de sensibilidade e 100% de especificidade ao teste. Na diluição 1:40 o

valor de cut off seria de 30,13% de neutralização (Tabela 7).

Tabela 7: Análise da curva ROC das medianas de neutralização de animais infectados com
CHIKV comparados com animais mock

Mediana de neutralização dos infectados x mediana de neutralização dos mock

Diluição
AUC

(95% CI) valor de p Cut off
Sensibilidade
(95% CI)

Especificidade
(95% CI)

1:20
1,0

(1,0-1,0) 0,0039 46,04
83,3%

(43,6% - 99,1%)
100%

(60,9% - 100%)

1:40
1,0

(1,0 –1,0) 0,0039 30,13
83,3%

(43,6% - 99,1%)
100%

(60,9% - 100%)

1:80
1,0

(1,0 –1,0) 0,0039 11,39
83,3%

(43,6% - 99,1%)
100%

(60,9% - 100%)

1:160
0,91

(0,72-1,0) 0,0163 5,7
66,6%

(30% - 94,08%)
100%

(60,9% - 100%)
Valores de medianas de neutralização obtidos das medianas de três experimentos independentes para
cada animal infectado (n=6) e cada animal mock (n=6) de cada diluição. Com a curva ROC foram
comparadas as diluições 1:20 a 1:160 dos dois grupos de animais. Nas diluições 1:20 a 1:80 foi
possível observar diferenças estatísticas entre os grupos comparados, enquanto na diluição 1:160 não
foi observada diferença. Os valores de cut off escolhidos levaram em consideração os maiores valores
possíveis de especificidade e sensibilidade. AUC: área sob a curva. Cut off: ponto de corte. CI:
intervalo de confiança; ROC: receiver operating characteristic.

Usando o menor valor mediano de neutralização observado

para cada animal infectado/diluição e o maior valor mediano de

neutralização de cada animal mock/diluição (Tabela 5) foi realizada

a análise da curva ROC. Mesmo nesse cenário, o teste foi capaz de

diferenciar os dois grupos nas diluições 1:20 (AUC=1,0;

95%CI≥1,0-1,0; p=0,0039), 1:40 (AUC=0,91; 95%CI≥0,74-1,0;

p=0,0163)(Figura 11). Nas diluições 1:80 (AUC=0,69; 95%CI≥0,37-1,0;

p=0,2623) e 1:160 (AUC=0,63; 95%CI≥0,31-0,96; p=0,4233) não foi

observada diferença estatística entre os grupos, o que significa

que o teste não foi capaz de diferenciar os dois grupos nessa

diluição (Figura 11).
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Figura 11: Análise da curva ROC com as menores medianas de neutralização dos testes de
neutralização adaptados utilizando homogenato de fígado de camundongos infectados e mock.
Curva ROC realizada com a menor mediana de três experimentos independentes realizados com
animais mock e animais experimentalmente infectados com CHIKV. Foram realizadas comparações
entre as menores medianas de cada diluição dos animais infectados com as maiores medianas da
respectiva diluição dos animais mock. Gráfico A: diluição 1:20; gráfico B: 1:40, gráfico C: 1:80 e
gráfico D: 1:160. ROC: receiver operating characteristic. Análises e gráficos gerados no GraphPad
Prism versão 8.0.2 (GraphPad Software, USA).

Os resultados obtidos para as análises de curva ROC deste estudo possuem valores de

sensibilidade e especificidade próximos aos observados em outros trabalhos que avaliaram

esses parâmetros em testes de neutralização viral anti-YFV utilizando soro (SIMÕES et al.,

2012). Em testes de micro-PRNT com cut off de 50% (SN50) com o YFV foi obtida

sensibilidade e especificidade de 91% e 72%, respectivamente, enquanto que para o mesmo

teste com SN90 foi obtida sensibilidade de 100% e especificidade de 94% (SIMÕES et al.,

2012). Um teste ideal seria aquele com valores de sensibilidade e especificidade de 100%,

porém isso é dificultado pelas limitações dos próprios testes. Dessa forma se optou por cut

offs com os maiores valores possíveis de sensibilidade e especificidade, considerando um

valor de neutralização que esteja em consonância com os cut offs utilizados para PRNT

convencional (50%), que utilizam amostras de soro (RASULOVA et al., 2022; SIMÕES et

https://paperpile.com/c/xU4zi4/oetH
https://paperpile.com/c/xU4zi4/oetH
https://paperpile.com/c/xU4zi4/oetH
https://paperpile.com/c/xU4zi4/oetH
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al., 2012). Com análises feitas em paralelo com os resultados dos testes de neutralização para

YFV e MAYV utilizando homogenato de animais experimentais (OLIVEIRA, 2023;

ARRUDA, 2023) e considerando o fato de que os debris celulares dos homogenatos podem

interferir e gerar uma neutralização inespecífica, optou-se por valores de cut off maiores. Para

uma maior segurança no resultado dos testes adaptados, foi escolhido cut off de 65% na

diluição 1:20 e de 40% na diluição 1:40 para os testes realizados com amostras ambientais

para detecção de indícios de infecção natural. Dessa forma, aumentando o valor de cut off, é

esperado que o número de falsos positivos seja diminuído.

Após as análises e observação dos dados, é possível que exista uma redução de placas

residual em ambos os grupos analisados, muito provavelmente devido à presença de debris

celulares no tipo de amostra utilizada (HOLLAND e MCLAREN, 1959), especialmente

considerando que houve uma neutralização viral inespecífica nos animais mock, dependente

da diluição. Porém, devido a diferença estatística no teste GLMM quando comparados as

medianas de neutralização dos animais infectados e dos animais mock e também entre o valor

mínimo absolutos dos infectados e o máximo absoluto dos animais mock, observamos que é

possível diferenciar os dois grupos. Os resultados da curva ROC também corroboram com

esse resultado ao demonstrar que é possível a diferenciação dos grupos.

5.3 Teste de neutralização viral utilizando tecido hepático de carcaças de PNH

Das 25 amostras de homogenato de fígado de PNH testados, uma apresentou valor de

neutralização acima de 90% na diluição 1:20, 79% na 1:40 e 64% na 1:80 (Tabela 8). As 24

amostras restantes foram consideradas negativas, e os valores de redução de placas variaram

de 0% a 43% na diluição 1:20 (Tabela 8).
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Tabela 8: Porcentagem de neutralização do teste de neutralização adaptado utilizando
homogenato de fígado de PNH.

Neutralização (%)

PNH 1:20 1:40 1:80

2 14,2 18,3 17,5

4 27,1 2,0 14,5

8 24,2 15,0 6,7

24 43,5 36,5 29,4

39 16,9 15,3 4,3

52 93,0 79,7 64,1

54 0,0 0,0 0,0

65 35,2 33,6 8,6

70 6,0 0,0 15,7

71 11,7 0,0 0,0

79 14,5 12,3 0,0

106 39,1 0,0 20,3

111 21,6 31,3 0,0

116 0,0 0,0 0,0

127 12,1 11,2 19,3

131 42,5 48,3 55,0

170 38,1 20,1 3,7

171 17,3 18,3 34,6

208 1,2 0,0 0,0

209 0,0 0,0 0,0

229 19,2 14,4 20,2

232 43,3 12,5 22,1

235 13,8 5,1 0,0

246 0,0 0,0 0,0

248 8,2 6,7 14,2
Valores obtidos de uma replicata de cada diluição, para cada animal, sendo as diluições 1:20, 1:40 e
1:80. Experimento realizado com homogenato feito de tecido hepático de carcaça de PNH. PNH:
primata não humano.

Após a repetição em triplicata da amostra positiva na primeira triagem, foi obtido

valor mediano de neutralização de 83,76% na diluição 1:20, 67,52% na 1:40 e 34,19% na

1:80 (Tabela 9). Esta amostra foi coletada em área urbana da cidade de Curvelo em 2017, na
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mesorregião Central Mineira, e foi classificada com estado de conservação intermediário. A

situação epidemiológica na cidade de Curvelo, em 2017, era de baixa incidência, com poucos

casos em humanos registrados. Já foi descrita a detecção de anticorpos neutralizantes

anti-CHIKV em amostras de soro de PNH no Brasil (MOREIRA-SOTO et al., 2018),

indicando a infecção prévia de PNH por CHIKV e a circulação do vírus nesses hospedeiros

no Brasil. Alguns estudos que investigaram infecção por CHIKV em PNH no Brasil, por

PRNT, utilizando amostras de soro, não encontraram animais positivos (CATENACCI et al.,

2018). Essa falta de detecção pode ser associada com a não circulação viral nesses

hospedeiros. Dessa forma, são necessários mais estudos para entender melhor a situação da

circulação do CHIKV no Brasil, nos PNH.

Tabela 9: Mediana de neutralização de teste neutralização com homogenato de PNH.

Diluição Neutralização (%)

1:20 83,76

1:40 67,52

1:80 34,19

1:160 37,61

1:320 11,21
As medianas foram obtidas através de teste realizado em triplicata. São apresentados dados

das diluições 1:20 a 1:320. Experimento realizado com homogenato feito de tecido hepático de
carcaça de primata não humano.

Das amostras testadas, 14 apresentaram estado de conservação da carcaça considerado

bom, cinco foram consideradas intermediárias, quatro ruins e em duas não foi possível a

avaliação. Já foi descrita a utilização de amostras de carcaças e cadáveres para a detecção de

anticorpos (LAI et al. 2022; TRYLAND et al., 2006; ZARNKE et al., 2001). No contexto da

utilização de amostra de tecido de carcaças para realização de testes sorológicos, Tryland e

colaboradores demonstraram que é possível a utilização de fluidos corporais de carcaças até

11 dias após a morte para testes sorológicos (TRYLAND et al., 2006).

Alguns estudos já utilizaram amostras de tecido e fluidos para realização de testes

sorológicos. Gamble e colaboradores, por meio de ensaios imunoenzimáticos, detectaram

anticorpos contra o agente causador da triquinelose suína em fluidos obtidos pela trituração

de tecido muscular de porcos. Quando comparados, os testes feitos com o fluido do tecido

foram equivalentes aos testes feitos com o soro dos animais (GAMBLE E PATRASCU,

https://paperpile.com/c/xU4zi4/nGr2
https://paperpile.com/c/xU4zi4/JKOq
https://paperpile.com/c/xU4zi4/JKOq
https://paperpile.com/c/xU4zi4/OPkX
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1996). Em consonância, outro trabalho utilizou o líquido do descongelamento de músculo de

porcos para a detecção de anticorpos anti-T. spiralis por ELISA. Nos testes foi possível

observar que a utilização da amostra pouco diluída (1:10) obteve-se sensibilidade e

especificidade maiores que 90%, e na diluição 1:100 valores maiores de 80% (BECK et al.,

2005). Resultados obtidos com testes adaptados com homogenato de animais

experimentalmente infectados com YFV e MAYV corroboram com esses estudos, sendo

possível a diferenciação de animais infectados e não infectados no teste de neutralização

adaptado. Além da neutralização observada no teste adaptado de YFV realizada com

amostras de homogenato de PNH, foi realizado teste imunocromatográfico para detecção de

IgM anti-YFV e obteve-se amostras positivas, indicando a detecção de anticorpos contra o

vírus no homogenato de fígado (dados não publicados).

Considerando o valor adequado de cut off proposto com base nos testes de

neutralização adaptados utilizando homogenato de animais experimentalmente infectados, o

resultado dos testes com homogenato de fígado de PNH indicam uma possível infecção

prévia de PNH por CHIKV. A detecção de anticorpos anti-CHIKV em PNH pode ser uma

evidência da circulação viral nesses hospedeiros, e é um alerta sobre a possibilidade do

estabelecimento do ciclo silvestre viral, que dificulta a erradicação e controle da doença em

humanos. Dessa forma, é importante a contínua vigilância epidemiológica do CHIKV, tanto

com abordagens moleculares e sorológicas.

Os resultados em conjunto indicam que o teste de neutralização viral adaptado

utilizando fígado de carcaça de PNH pode contribuir com a vigilância epidemiológica tanto

do CHIKV quanto de outros vírus no Brasil, se tornando uma opção viável de teste quando

amostras de soro não são possíveis de serem coletadas. É recomendável que os testes de

neutralização sejam preferencialmente realizados com soro, porém em sua ausência a amostra

de fígado pode ser utilizada desde de que os resultados sejam analisados com o valor de cut

off proposto (65%) e que a clarificação do homogenato seja satisfatória, a fim de minimizar o

efeito dos debris celulares na redução de placas e evitar resultados falsos positivos. Com a

investigação de infecções prévias em PNH, pode-se entender melhor a dinâmica de

circulação viral nos PNH, o que pode guiar ações públicas para manejo de áreas de risco para

a circulação viral, evitando que a população humana seja infectada.

Os dados deste trabalho estão em fase final de escrita para manuscrito.

https://paperpile.com/c/xU4zi4/OPkX
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6. CONCLUSÕES

Nenhuma das amostras de fígado de carcaça de PNH foi positiva para a detecção

molecular do CHIKV.

Foi observada diferença estatística entre os valores de neutralização dos animais

infectados e dos animais mock, indicando atividade neutralizante em homogenato de fígado

de camundongos experimentalmente infectados.

Um PNH foi positivo para o teste de neutralização adaptado para CHIKV, indicando

uma infecção prévia pelo vírus.
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7. PERSPECTIVAS

Realizar teste de neutralização adaptada com homogenato de PNH positivo,

adicionando a etapa de filtragem da amostra. Além disso, a realização de teste

imunocromatográfico IgM anti-CHIKV e de ELISA com homogenato de fígado do PNH

positivo.

Realizar teste de neutralização adaptado contra MAYV com o homogenato de PNH

positivo no teste anti-CHIKV, para verificar a reação cruzada entre os Alfavírus.
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