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Resumo

As arboviroses, viroses transmitidas por artrépodes, séo causadoras de
importantes doencgas infecciosas, sendo a mais prevalente atualmente, a febre
da dengue, seguida por febre-amarela, febre do Oropouche e febre do Mayaro.
Os virus da Dengue (DENV), da Febre Amarela (YFV) e o Mayaro (MAYYV),
podem ser transmitidos pelo mesmo vetor, o mosquito Aedes aegypti, cuja
presenca estd associada a ocorréncia de febre da dengue em todo o territério
nacional. A transmissdo dos virus MAY ocorre no ambiente silvestre ou rural em
areas proximas a florestas com participacdo de primatas ndo humanos, aves e
mosquito Haemagogus ssp. O potencial de dispersdo desses virus e a
possibilidade de participacao de espécies de mosquitos Aedes em seu ciclo de
transmissao indicam a necessidade de estudos epidemiolégicos de MAYV para
prevenir 0s surtos rurais e também possiveis surtos urbanos. Devido a natureza
nao especifica dos sinais e sintomas da febre causada por MAYV, o diagndéstico
clinico é dificil e a febre por MAYV pode ser confundida com outras doencas
febris como a febre da dengue, febre-amarela, leptospirose e a malaria. Além
disso, h& evidéncias recentes da circulacdo concomitante do DENV e MAYV em
uma mesma populacdo de Manaus. Durante epidemias de febre da dengue, em
cidades com 200.000 habitantes, quando o numero de casos de dengue
confirmados laboratorialmente atingem 150/100.000 habitantes, a notificacéo é
realizada e os casos novos nao sao investigados laboratorialmente. Além disso,
ndo ha testes de diagnéstico especifico para o virus MAY disponivel nas
instituicbes de saude publica brasileiras, responsaveis pelo diagnostico de
doencas transmitidas por vetores, como o Instituto Adolfo Lutz em S&o Paulo.
Portanto, esse projeto teve por finalidade verificar a presenca do MAYV em
amostras de soro de pacientes febris com diagndstico clinico de febre da dengue
da cidade de Marilia/SP no ano de 2007.



Abstract

Arboviruses, viruses transmitted by arthropods, cause important infectious
diseases. The most prevalent arboviruses in Brazil are dengue fever, followed by
yellow fever, Oropouche fever and Mayaro fever. Dengue (DENV), Yellow Fever
(YFV) and Mayaro (MAYYV) viruses can be transmitted by the same vector, the
Aedes aegypti mosquito female, whose presence is associated with the
occurrence of dengue fever throughout the national territory. The transmission of
MAY viruses occurs in the wild or rural environment in areas close to forests with
the participation of non-human primates, birds and the mosquito Haemagogus
ssp. The potential for dispersal of these viruses and the possibility of participation
of Aedes mosquito species in their transmission cycle indicate the need for
epidemiological studies of MAYV to prevent rural outbreaks and also possible
urban outbreaks. Due to the non-specific nature of the signs and symptoms of
MAYYV fever, clinical diagnosis is difficult and MAYV fever can be confused with
other febrile illnesses such as dengue fever, yellow fever, leptospirosis, and
malaria. Furthermore, there is recent evidence of the concomitant circulation of
DENV and MAYV in the same population of Manaus. During dengue fever
epidemics, in cities with 200,000 inhabitants, when the number of laboratory-
confirmed dengue cases reaches 150/100,000 inhabitants, notification is carried
out and new cases are not investigated in the laboratory. In addition, there are no
specific diagnostic tests for the MAY virus available in Brazilian public health
institutions responsible for diagnosing vector-borne diseases, such as the Adolfo
Lutz Institute in Sdo Paulo. Therefore, this project aimed to verify the presence
of MAYV in serum samples from febrile patients with a clinical diagnosis of
dengue fever in the city of Marilia/SP in 2007
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Introducao e Justificativa

Um exorbitante niamero de espécies de arbovirus tem sido isolado em
diferentes areas da Amazo6nia brasileira, principalmente no estado do Par4, entre
0s anos de 1954 e 1998. Das 187 diferentes espécies de arbovirus isoladas, 32
sdo patogénicas para humanos causando febre, febre exantematica, doencas
hemorragicas e encefalites. Dentre esses, 0s virus da Dengue, Febre Amarela,
Mayaro (MAYV) e Oropouche (OROV) sdo os mais relevantes para a saude
publica por terem potencial de causar epidemias com alta morbidade e mesmo
a morte de seres humanos (Vasconcelos, 2001).

A transmisséao dos virus Mayaro (MAYV) ocorre no ambiente silvestre ou rural
em areas proximas a florestas. O ciclo silvestre do virus inclui vertebrados como
primatas ndo humanos sendo seu principal vetor o0 mosquito Haemagogus ssp.
As aves podem ser hospedeiros secundarios, constituindo importante fonte de
disseminacédo do virus (Calisher et al., 1974; Vasconcelos et al. 1998). Os casos
de febre causados por MAYV sdo esporadicos e ocorrem em pessoas com
histdria de atividades recentes dentro ou proximas a florestas.

MAYYV foi isolado pela primeira vez do sangue de cinco pacientes febris, da
llha de Trinidad, em 1954 (Anderson et al, 1957). No Brasil, o primeiro isolamento
do virus ocorreu em 1955 a partir de amostras de sangue de varios pacientes
febris com cefaléia de uma comunidade vivendo as margens do rio Guama no
estado do Para (200Km a leste da cidade de Belém) (Causey et al., 1958).
Posteriormente, outros surtos de febre por MAYV ocorreram em comunidades
rurais da América do Sul em diferentes regifes do Brasil incluindo Para, Goias,
Tocantins (Vasconcelos et al. 1998), Bolivia (Schaeffer et al, 1959), Peru (Tesh
et al., 1999), Guiana Francesa (Talamin et al., 1998) e Venezuela (Torres et al.,
2004). Recentemente, trés casos de infeccdo por MAYV contraidos no estado
brasileiro de Mato Grosso do Sul foram relatados em Séo Paulo (Coimbra et al.,
2007), indicando que esse virus possa estar presente em regides nao
Amazénicas do Brasil e um diagndstico especifico é imprescindivel para
conhecer sua epidemiologia. Nesse aspecto é importante considerar que o

MAYYV pode ser potencialmente transmitido por espécies de mosquito do género



Aedes (Smith & Francy, 1998), o que corresponde a um potencial risco de
ocorréncia de surtos urbanos de febre por MAYV.

MAYV possui um genoma de RNA de orientagdo positiva de cerca de
11.500nt, ndo segmentado, o qual recebe uma cauda de poliadeninas na
extremidade 3’ e capeamento na extremidade 5. O virus possui simetria
icosaédrica e envelope lipoproteico oriundo da membrana plasmatica da célula
hospedeira onde se inserem as glicoproteinas E1 e E2 sob a forma de
heterodimeros (Mezencio et al.,, 1990; Mezencio & Rebello, 1993). Os dois
primeiros tercos da sequéncia de RNA genémico a 5’ corresponde ao locus da
polimerase e codifica quatro proteinas néo estruturais (nsP1-4). Essas sao
responsaveis pela sintese de RNA de orientacdo negativa que servira de molde
para a producdo de RNA gendmico de orientacdo positiva e de um RNA
subgendmico (26S), correspondendo ao ultimo terco da sequéncia de RNA
gendmico viral. Essa porcdo codifica proteinas estruturais sob a forma de
poliproteina, a qual apds clivagem, origina a proteina do capsideo (C — 34KDa),
as glicoproteinas E2, E3, proteina 6K e glicoprteina E1 (Strauss & Strauss, 1994;
Lavergne et al., 2006). A andlise filogenética baseada na sequéncia que codifica
as proteinas E1 e E2 de 60 isolados naturais de MAYV de diferentes regides
geograficas (Brasil, Peru, Venezuela, Trinidad, Panama, Argentina e Colombia)
demonstrou a existéncia de dois gendtipos simpatricos na regido Amazoénica,
denominados L (limited) e D (widely dispersed) (Powers et al., 2006). Os autores
discutem a possibilidade da ocorréncia de ciclos diferentes de transmissao de
MAYYV, sendo o gendétipo D possivelmente relacionado a dispersédo do virus por
aves migratérias. O potencial de dispersdo desses virus e a possibilidade de
participacdo de mosquitos do género Aedes em seu ciclo de transmisséo indicam
a necessidade de estudos epidemiolégicos de MAYV para prevenir 0s surtos
rurais e também possiveis surtos urbanos.

Recentemente, o MAYV causou uma epidemia em Manaus, segundo uma
pesquisa que sera publicada pela “Vector Borne and Zoonotic Disease”. Nesse
estudo foi verificado que, de 600 amostras de sangue de individuos febris
durante uma epidemia de dengue, em 33 havia a presenca de MAYV, com quatro

casos de hemorragia leve nunca antes descrita (COISSI 2011).



No Estado de Séo Paulo, quando ha epidemias de dengue grande porte,
onde o numero de casos atinge o limite estabelecido pela saude publica, os
casos novos passam a ser notificados de acordo com o critério clinico-
epidemioldgico e nao ha mais confirmacéo laboratorial

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/deng07 n2012.htm). No caso da

cidade de Marilia no interior do Estado de S&o Paulo, objeto do presente estudo,
com 230.000 habitantes, o limite para a notificacdo compulsoria é a de 150
cas0s/100.000 habitantes (SAUDE 2011).

Devido a falta de confirmacao laboratorial dos casos febris humanos em
cidades com epidemia de febre da dengue, é possivel a presenca de outras
doencas infecciosas comuns em estacfes quentes e chuvosas, como a febre
causada por MAYYV, leptospirose e febre amarela, as quais apresentam sintomas
parecidos com os sintomas da febre da dengue e ndo séo investigadas. Apesar
de o MAYYV ser endémico em regides onde ndo ha muita urbanizacao pode ser
transportado de uma cidade para outra quando a pessoa infectada sai do local
onde foi infectado. No ano de 2007, trés casos de Mayaro foram detectados no
Estado de Sao Paulo(Terezinha Lisieux M. COIMBRA 2007). Como 0 mosquito
Ae. aegypti pode ser um dos vetores de MAYV, e este vetor pode ser encontrado
facilmente em qualquer regido brasileira, o virus tem potencial para provocar
epidemias. Além disso, ja foi descrito, no Brasil, a co-circulagdo de MAYV e
DENV (COISSI, 2011). Portanto, este projeto tem por objetivo investigar a
presenca do arbovirus MAY em amostras de cDNA obtidas do soro de pacientes
notificados compulsoriamente com febre da dengue, durante epidemia de

dengue na cidade de Marilia, Sdo Paulo, no ano de 2007.

Objetivo

Este projeto tem por objetivo investigar a presenca do arbovirus Mayaro
em amostras de CcDNA obtidas do soro de pacientes notificados
compulsoriamente com febre da dengue, durante epidemia de dengue na cidade

de Marilia, Sao Paulo, no ano de 2007.


http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/zoo/deng07_n2012.htm

Material e Métodos
Amostras de soro humano.

As amostras de soro humano utilizadas no estudo foram obtidas, durante o
periodo de epidemia de dengue ocorrida de fevereiro a junho de 2007, de
individuos com sintomas agudos de febre da dengue, encaminhados ao
Hemocentro da Faculdade de Medicina de Marilia apos terem sido atendidos nas
unidades do Sistema Unico de Satde e/ou no Hospital das Clinicas de Marilia.
Como durante a epidemia desse periodo no ano de 2007 o nimero de casos
atingiu mais de 500 casos/100.000 habitantes, todos os pacientes com sintomas

de dengue foram notificados sem exame laboratorial especifico.

Padronizacdo da técnica de deteccdo do arbovirus Mayaro por PCR e

analise de amostras humanas.

A partir de 140l de uma amostra de cultura de células C6/36 de Aedes
albopictus infectadas com o arbovirus Mayaro e, com efeito citopatico, foi obtido
0 RNA total com o emprego do kit da Qiagen® para extracdo de RNA de virus a
partir de amostras de fluidos segundo instru¢des do fornecedor. Posteriormente,
5ul do RNA total obtido foi utilizado em reacéo de transcricdo reversa com a
enzima M-MLV da Promega e 100ng de oligonucleotideos aleatdrios de seis
bases, de acordo com instru¢des do fabricante. O cDNA obtido foi utilizado em
reacdo de PCR com a enzima GoTaqg DNA polymerase da Promega segundo
instrucdes do fornecedor, e os oligonucleotideos MC2w/MC3w para amplificacao
de um fragmento de DNA de 434pb correspondente a proteina ndo estrutural 1
(NSP1) de alphavirus, descrito por Bronzoni e colaboradores (Bronzoni, Moreli
et al. 2004). Foram feitos testes com diferentes diluicbes de cDNA e 8uL do
produto de cada reacdo de PCR foram corados com GelRed, resolvidos em gel
de agarose a 1% e visualizados em sistema de andlise de imagem Gel Logic 212
Pro da Carestream, ap0s exposicdo a luz UV. As condi¢fes de reacao utilizadas
foram: 94°C 3', 40 ciclos de 94°C 1', 51°C 1' e 72°C por 1'; 1 ciclo de 72°C 7' e,
por fim, as amostras foram mantidas a 12°C. Como controle negativo foi utilizada

agua no lugar de cDNA na reacdo de PCR. ApoOs realizar a padronizacao da
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reacdo, as mesmas condicdes foram utilizadas para o teste de diagnéstico de
alphavirus a partir de 1uL das amostras de cDNA obtidas a partir do RNA de soro
de pacientes da cidade de Marilia/SP com diagndstico compulsério de febre da
dengue, coletadas no ano de 2007. Em cada teste de diagnostico por PCR
realizado, foram adicionados um controle positivo e um controle negativo da

reacao.

Cronograma

Com o proposito de facilitar a organizacao do projeto e contribuir para que
0s objetivos sejam alcancados, sua execucao foi dividida basicamente em trés

etapas:

» 12Etapa: Nesta etapa foi feita a padronizacdo da técnica de deteccédo de
alphavirus.

+ 22 Etapa: Neste periodo foi realizada a investigacdo da presenca de
alphavirus a partir das amostras de cDNA obtido do soro de pacientes
com diagnostico compulsério de febre da dengue.

+ 32 Etapa: Os resultados foram preparados para apresentacdo no

Simposio de Iniciacdo Cientifica.
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Resultados e Discussao

A primeira etapa do projeto consistiu na padronizacdo da técnica de
deteccdo de alphavirus segundo método de Bronzoni e colaboradores. Para
realizar a padronizacdo do método de deteccdo do alphavirus, foi inicialmente
feita uma cultura de um isolado do arbovirus Mayaro obtido a partir do soro de
um paciente de Acrelandia em 2004, disponivel no laboratdrio, para extracao de
RNA total e obtencdo de cDNA. A partir de diferentes diluicbes do cDNA obtido
da cultura de Mayaro foi feita a reacdo de PCR conforme descrito por Bronzoni
e colaboradores. Os resultados observados na figura 1 demonstram que a
metodologia empregada permite a deteccdo do fragmento esperado de 434pb
correspondente a NSP1 de alphavirus a partir de cDNA diluido 100 vezes.

Portanto, a mesma metodologia passou a ser empregada para a detec¢ao
de alphavirus a partir de amostras de cDNA de RNA do soro de pacientes de
Marilia, coletadas em 2007, com diagnéstico clinico de febre da dengue. Foram
avaliadas 500 amostras com resultado negativo para a presenca do arbovirus

Mayaro.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% contendo os produtos da reacao
de RT/PCR para a padronizacao do diagndstico do virus Mayaro utilizando RNA
extraido do sobrenadante da cultura do virus em células C6/36. Para a reacao
de RT/PCR foram utilizadas as enzimas MMLV e GoTaqg DNA polymerase da
Promega, respectivamente. A reacdo de PCR foi realizada com os oligos
MC2w/MC3w os quais amplificam um fragmento de 434pb correspondente ao
gene que codifica a NSP1 de alphavirus. A — marcador de peso molecular; B —
2uL de cDNA; C-1uL de cDNA; D — 1uL de cDNA diluido 10 vezes; E — 1uL de

cDNA diluido 100 vezes; F- controle negativo.

A partir desses resultados negativos podemos concluir que durante a
epidemia de Dengue em Marilia no ano de 2007 ainda tinhamos poucos casos
ou uma baixa circulacdo de MAYV na regido e a probabilidade de encontrar uma
amostra positiva para DENV e MAYYV era muito baixa.

Em 2012 ocorreu surto de dengue no estado de Mato Grosso, Centro-
Oeste do Brasil, quando 44.814 casos foram relatados, 96,2% atribuidos ao
DENV-4 e 3,8% ao DENV-1. As amostras foram coletadas entre janeiro a maio
de 2012, periodo do ano que oferece condi¢cdes ambientais favoraveis a
proliferacdo do vetor e a atividade dos arbovirus. MAYV foi detectado em 15
(2,5%) de 604 pacientes. Dos 15 pacientes positivos para MAYV, 12 (80%)

também foram positivos para DENV-4. Em 2016, ocorreu um surto em Morropon,
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Piura — Peru, foram detectados 86/496 (17,3%) casos de MAYV, dos quais 54
eram mono infeccdo por MAYV e 32 co-infeccdo por DENV, correspondendo a
10,9% e 6,4%, respetivamente. O Peru possui 0 2° maior nimero de casos
notificados na América Latina atras apenas do Brasil. Estes estudos confirmam
por diagnoéstico molecular a co-infecgcdo de DENV e MAYV em diferentes locais
e periodos, tal qual a premissa deste estudo.

A metodologia padronizada neste estudo podera ser utilizada para
investigacdo de infeccdo por MAYV, importante arbovirose em paises da

América Latina, incluindo diferentes regiées do Brasil.
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