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RESUMO

Os arbovirus sao transmitidos por artropodes para vertebrados, e podem causar
doencas humanas e veterinarias, com grande relevancia econémica e de saude publica, como
os virus da dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) e Zika (ZIKV), que sao transmitidos em
ciclos urbanos, quanto virus Mayaro (MAYV) e febre amarela (YFV) que sao transmitidos em
ciclos enzodticos. Neste estudo, foi conduzida uma analise de epidemiologia molecular para
avaliar a circulagdo ativa do MAYV e de outros arbovirus endémicos em pacientes com
doencas febris agudas, entre 2018 e 2021, no estado de Roraima, Brasil. Para isso, utilizamos
a reacdao em cadeia da polimerase com transcricdo reversa quantitativa (RT-qPCR),
sequenciamento de alto desempenho, e cultura celular. Detectamos RNA do MAYV em 3,4%
(28/822) dos pacientes testados. Também isolamos e sequenciamos cepas de MAYV,
confirmando que esses casos foram causados pelo gendtipo D. Nossas andlises filogenéticas
demonstraram que as linhagens circulantes em Roraima se agrupam com aquelas
identificadas no Peru e na Venezuela entre 1995 e 2010, sugerindo a prevaléncia do gendtipo
D na regiao Amazénica. Adicionalmente, detectamos RNA de CHIKV em 2% (16/822) e de
DENV em 18,5% (152/822) dos pacientes, sendo 7,7% (63/822) atribuidos a DENV-1 e 10,8%
(89/822) a DENV-2. Todas as amostras testaram negativo para ZIKV, virus Oropouche e 0s
sorotipos 3 e 4 de DENV. Assim, estes dados demonstraram a co-circulagao ativa de MAYV,
DENV e CHIKV em pacientes com doencas febris em Roraima. Esses resultados ressaltam a
necessidade de fortalecer a vigilancia epidemioldgica e laboratorial continua para determinar

o impacto do MAYYV na regiao Amazénica e sua possivel circulagdo em ambientes urbanos.

Palavras-chave: Mayaro, arbovirus, epidemiologia molecular



ABSTRACT

Arboviruses are transmitted by arthropods to vertebrates and can cause human
and veterinary diseases of significant economic and public health relevance. For example,
dengue virus (DENV), chikungunya virus (CHIKV), and Zika virus (ZIKV) are transmitted in
urban cycles. In contrast, the Mayaro virus (MAYV) and yellow fever virus (YFV) are
transmitted in enzootic cycles. In this study, a molecular epidemiology investigation was
conducted to assess the active circulation of MAYV and other endemic arboviruses in patients
with acute febrile illnesses between 2018 and 2021 in Roraima, Brazil. For this purpose, we
employed quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (RT-gPCR), high-
throughput sequencing, and cell culture. We detected MAYV RNA in 3.4% (28/822) of the
patients tested. We also isolated and sequenced MAYYV strains, confirming that these cases
were caused by genotype D. Phylogenetic analyses showed that the circulating strains in
Roraima cluster with those identified in Peru and Venezuela between 1995 and 2010,
suggesting the prevalence of genotype D in the Amazon region. Additionally, CHIKV RNA was
detected in 2% (16/822) and DENV RNA in 18.5% (152/822) of the patients, with 7.7% (63/822)
attributed to DENV-1 and 10.8% (89/822) to DENV-2. All samples tested negative for ZIKV,
Oropouche virus, and DENV serotypes 3 and 4. These findings demonstrated the active co-
circulation of MAYV, DENV, and CHIKV in patients with febrile illnesses in Roraima. The
results emphasize the need to strengthen continuous epidemiological and laboratory
surveillance to determine the impact of MAYV in the Amazon region and its potential circulation

in urban environments.

Keywords: Mayaro, arbovirus, molecular epidemiology
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1. INTRODUCAO

1.1. Arbovirus e suas doencas

Arbovirus (arthropod-borne viruses) sao virus transmitidos por artrépodes
hemat6fagos, como mosquitos, moscas e carrapatos (Young, 2018). A transmissao
ocorre pela picada de um artropode infectado em um vertebrado suscetivel, que pode
ser um humano, animal selvagem ou domeéstico, denominado hospedeiro (Weaver e
Barrett, 2004).

Os arbovirus estao distribuidos em todos os continentes, exceto na
Antartida, onde as condigbes extremas de temperatura impedem a presenca de vetores
(Sukhralia et al., 2019). A ocorréncia de arbovirus € predominante em regides de clima
tropical e subtropical, que frequentemente sdo afetadas com surtos e epidemias devido
a presencga de vetores, populagdo imunologicamente suscetivel, e fatores ecologicos
que favorecem a transmissao (Souza, de e Weaver, 2024).

As infecgbes por arbovirus causam uma variedade de doencgas veterinarias
e humanas, e geralmente sdo assintomaticas, oligossintomaticas, ou associadas a
doenca febril leve (Weaver e Barrett, 2004). No entanto, algumas arboviroses podem
progredir para sindromes graves, como doencgas neuroldgicas (por exemplo, virus do
Nilo Ocidental [WNV]), febre hemorragica (virus da dengue [DENV]), poliartrite crénica
(chikungunya [CHIKV]), abortos e distarbios congénitos (virus Zika [ZIKV]) (Burt et al.,
2017; Campbell et al., 2002; Cao-Lormeau et al., 2016; Khan et al., 2023; Mlakar et al.,
2016) (Figura 1). As arboviroses afetam desproporcionalmente populacdes vulneraveis
em paises de baixa e média renda, causando centenas de milhdes de casos anualmente
e sobrecarregando os sistemas de saude de varios paises (Donalisio, Freitas e Zuben,
2017).

Atualmente, DENV é o arbovirus com maior impacto na saude publica
mundial, com mais de 96 milhdes de casos e 40.000 mortes anualmente em mais de
130 paises (Bhatt et al., 2013; Messina et al., 2019; Sinha et al., 2024; World Health
Organization (WHO), 2017, 2024). Outro arbovirus com grande impacto é o CHIKV, que
causa poliartralgia aguda e crénica em humanos, resultando em significativos encargos
econdmicos e de saude publica (Burt et al., 2017; dos Santos et al., 2024; Suhrbier,
2019). O CHIKV causa 10 milhdes de casos anuais, e quase 2,8 bilhdes de pessoas
vivem em areas de risco de infeccao (European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC), 2024; Nsoesie et al., 2016; dos Santos, et al., 2024). Outros arbovirus
de grande importancia para os humanos incluem virus da febre amarela (YFV), ZIKV,
WNYV, e virus da encefalite japonesa (JEV) (Pan American Health Organization (PAHO),
2024b; U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2024a; b; Weaver et al.,
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2018). As arboviroses mais importantes de animais domésticos sédo a African swine
fever, Rift Valley, doenga da lingua azul (bluetongue) e estomatite vesicular (Njau et al.,
2021; Saminathan et al., 2020; Timoney, 2016; Tinto et al., 2023).

Figura 1. ManifestacGes clinicas e sindromes graves associadas a infeccao por arbovirus.
A infecgao por arbovirus podem causar manifestagdes clinicas variadas, desde sintomas leves
e inespecificos na fase aguda até sindromes graves. Os sintomas agudos comuns incluem febre,
cefaleia, artralgia, mialgia e erupgdes cutaneas. No entanto, cada arbovirus pode estar associado
a manifestacbes e complicacdes especificas. A. Manifestagbes pelo DENV: Casos graves
incluem quadros hemorragicos, hepatomegalia e, em situagbes de choque, sintomas
neurolégicos, como confusdo mental e convulsbées, além de hipotensdo arterial. B.
Manifestacdes pelo CHIKV: Complicagbes associadas incluem manifestacdes neurologicas,
Sindrome de Guillain-Barré, insuficiéncia renal, hepatomegalia e miocardite. Na fase crénica, a
infeccao é caracterizada por mialgia persistente e poliartralgia debilitante. Durante a gestagéo, o
CHIKV pode atravessar a barreira hemato-placentaria, causando encefalopatia, encefalite e
meningoencefalite no feto. C. Manifestacoes pelo WNV: Casos graves podem levar a miocardite
e manifestagdes neuroldgicas severas, como encefalite ou meningite. D. Manifestacoes pelo
ZIKV: As complicagbes graves geralmente incluem manifestagdes neurol6égicas, como a
sindrome de Guillain-Barré. A infeccao pelo ZIKV durante a gestacao pode resultar na sindrome
congénita do Zika caracterizada por malformagbes cerebrais no feto, como microcefalia, e
alteragdes oculares.
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Legenda: EUA, Estados Unidos da América. Figura elaborada pelo autor. Referéncias: (Bhatt
et al.,, 2013; Pan American Health Organization (PAHO), 2024a; b; Santos, dos et al., 2024;
Suhrbier, 2019; U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2024a; b; World Health

Organization (WHO), 2024).
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1.2. Arbovirus e seus ciclos de transmissao

Os arbovirus sao mantidos por complexos ciclos envolvendo a replicacao do
virus em vetores e hospedeiros vertebrados (Fernandez et al, 2023). Quando a
transmissdo é mantida entre vetores e animais silvestres, esse ciclo € denominado de
enzodtico (Weaver e Barrett, 2004). Ocasionalmente, o virus pode saltar de hospedeiros
silvestres em um processo conhecido como spillover, e causar infecgdo em animais
domésticos e humanos (Coffey et al., 2013). Esse evento caracteriza uma transmisséao
zoondtica (Valentine, Murdock e Kelly, 2019) (Figura 2B). Por exemplo, os virus Mayaro
(MAYV) e YFV sao transmitidos em ambientes silvestres entre primatas ndo humanos
e mosquitos silvestres, como Haemagogus janthinomys e Sabethes spp (Hoch et al.,
1981). A infeccdo humana por ambos os virus ocorre de maneira acidental em areas
florestais onde esses vetores sdo comuns (Diagne et al., 2020; Hoch et al., 1981). A
febre amarela pode ser prevenida pela vacinagdo desde a década de 1930 (Theiler e
Smith, 1937; World Health Organization (WHO), 2017).

Humanos sdo geralmente hospedeiros finais, € na maioria das vezes,
desenvolvem doenca ao serem infectados (Weaver e Barrett, 2004). No entanto, eles
podem atuar como hospedeiros finais e amplificadores de arbovirus transmitidos em
ciclos urbanos, como o DENV, ZIKV e CHIKV (Weaver e Reisen, 2010). Esses virus sao
transmitidos em ciclos humano-mosquito-humano, envolvendo principalmente vetores
urbanos e periurbanos, como Aedes aegypti e Aedes albopictus (Weaver e Barrett,
2004) (Figura 2A). Estima-se que o custo global da gestdo amplamente malsucedida
de Aedes aegypti e Aedes albopictus tenha sido de aproximadamente US$ 149 bilhdes
entre 1970 e 2017 (Diagne et al., 2021).

Os arbovirus também podem ter uma amplificagdo secundaria em animais
domésticos, resultando em surtos ou epidemias com ciclos epizo6ticos (Jones et al.,
2008) (Figura 2C). Por exemplo, o virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV),
pode causar surtos epizo6ticos em equinos € humanos que desenvolvem doenga
neuroldgica grave, e podem resultar em casos fatais (Weaver et al., 2004). Assim como
o VEEV, o JEV circula em um ciclo enzodtico entre aves aquaticas e mosquitos, mas
também pode ter um ciclo epizodtico em suinos em areas rurais, onde esses animais
atuam como amplificadores do virus, contribuindo para sua disseminagao (Weaver e
Reisen, 2010).
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Figura 2. Ciclos de transmissao de arbovirus. A. Ciclo epidémico urbano. Neste ciclo, os
humanos atuam como hospedeiros amplificadores em um ciclo humano-mosquito-humano,
envolvendo mosquitos urbanos como Aedes aegypti e Aedes albopictus. B. Ciclo enzobtico: a
infecgdo de humanos ocorre por meio de um spillover direto, no qual um vetor enzodtico transmite
o virus de um hospedeiro enzoético, geralmente animais silvestres, para o humano. * O YFV
apresenta um ciclo enzoético nas Américas e na Africa, sendo que ciclos epidémicos urbanos
tém sido observados principalmente no continente africano. C. Ciclo epizod6tico. Esse ciclo tem
animais domésticos com hospedeiros amplificadores, que facilitam o spillover direto para

humanos.
A Amplificagéo B Spillover direto C Amplificagdo em
em humanos animais domésticos
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Legenda: DENV: virus da dengue; CHIKV: virus chikungunya; ZIKV: virus da zika; MAYV: virus
Mayaro; OROV: virus Oropouche; WNV: virus do Nilo Ocidental; YFV: virus da febre amarela;
VEEV: virus da encefalite equina venezuelana; JEV: virus da encefalite japonesa; Figura
adaptada de (Weaver et al., 2018).
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1.3. Arbovirus emergentes e reemergentes

Os arbovirus sdo em sua maioria emergentes ou reemergentes. Virus
emergentes sdo aqueles que surgem pela primeira vez em uma populagédo (humana ou
de animais domésticos) ou em uma nova area geografica, ou ainda, virus previamente
conhecidos que passam a infectar novas populagdes ou hospedeiros, causando surtos
e epidemias, como o ZIKV (Jones et al., 2008; Weaver e Barrett, 2004) (Figura 3A). Ja
os virus reemergentes sao definidos como patégenos previamente conhecidos que
voltam a causar surtos apds periodos de auséncia de circulagdo ou baixa incidéncia
(Jones et al., 2008). Essa reemergéncia pode ocorrer devido ao surgimento de novas
cepas, a redugdo na cobertura vacinal ou a introdugdo de vetores em areas
anteriormente ndo afetadas, por exemplo, CHIKV e YFV (Jones et al., 2008; Wang et
al., 2021).

A circulagdo do CHIKV esteve inicialmente restrita a ciclos enzoodticos na
Africa, em ambientes florestais e de savanas, envolvendo mosquitos silvestres, como
Aedes furcifer e primatas ndo humanos e possivelmente outros animais selvagens
(Zeller, Bortel, Van e Sudre, 2016). Em 2004, teve inicio uma epidemia desse virus no
Quénia, disseminando-se nos anos seguintes para paises do Oceano indico, da Asia e
Europa, chegando as Américas em 2013 (Freppel et al., 2024). Nesses locais, 0 CHIKV
adaptou-se aos mosquitos urbanos Aedes aegypti e Aedes albopictus, estabelecendo
ciclos de transmissdo em humanos, especialmente em paises de clima tropical (Coffey
et al., 2013). O transbordamento (spillover) do virus para ciclos urbanos provavelmente
ocorreu devido ao transito de individuos virémicos de ambientes florestais para areas
urbanas (Coffey et al., 2013) (Figura 3D). Os processos de emergéncia e reemergéncia
estdo relacionados a modificagbes ambientais causadas por agdes antrdpicas e
mudangas climéticas, que afetam a dindmica de transmissdo dos virus (Fouque e
Reeder, 2019; Weaver e Barrett, 2004) (Figura 3B). Modificagbes ambientais, como o
desmatamento e a introdugcédo de espécies ndo nativas (por exemplo, Aedes aegypti e
Aedes albopictus), podem aumentar o risco de transmissao zoonoética de virus ou
adaptacgéo para ciclos de transmissao urbanos, colocando populagbes suscetiveis em
risco (Young, 2018) (Figura 3C).

Alteragbes climaticas também podem influenciar a competéncia e a
capacidade vetorial, além de afetar o desenvolvimento do patégeno no vetor, um
processo conhecido como incubagéo extrinseca, que impacta a transmissao da doenga
(Franklinos et al., 2019). Os vetores sdo animais ectotérmicos que sao sensiveis a
variacoes da temperatura e umidade, que podem influenciar sua reproducdo e

desenvolvimento, afetando a taxa de transmissao dos virus (Franklinos et al., 2019;
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Souza, de e Weaver, 2024). Os mosquitos, por exemplo, tém um ciclo de vida curto, e
pequenas mudancgas de temperatura ou umidade podem acelerar ou desacelerar seu
ciclo de vida, e consequentemente afetar a dindmica de transmissao dos arbovirus
(Mordecai et al., 2017).

As mudancas ambientais também podem impactar o ecossistema, e podem
favorecer a reemergéncia de arbovirus como recentemente o virus Oropouche (OROV)
na América Latina e Caribe (Graf et al., 2024). Deste modo, esses virus podem
representar uma ameaga a saude publica, onde essas modificagbes aumentam o

contato entre os humanos e os vetores.
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Figura 3. Fatores ambientais e suas consequéncias no processo de spillover. A. Incidéncia
de casos em humanos associados ao spillover. A adaptacdo do patégeno a um novo hospedeiro
suscetivel, seguida de sua manutencao na populagao, pode levar a ampla disseminacgéo e ao
surgimento de epidemias. B. Fatores de estresse no ecossistema relacionados ao spillover.
Alteragbes no ecossistema, como degradagdo de habitats, mudangas na disponibilidade de
recursos e contaminagdo ambiental por toxinas bioldgicas e poluentes quimicos, podem
aumentar a interagao entre vida selvagem e humanos, facilitando spillover. C. Barreiras que o
virus deve superar para que o spillover ocorra. O spillover depende do alinhamento de condigbes
especificas para que o virus seja transmitido de um hospedeiro reservatério para humanos. Esse
processo exige superar barreiras, incluindo: distribuicdo e densidade dos hospedeiros
reservatérios; quebra de barreiras imunolégicas dos hospedeiros reservatérios; exposicao e
suscetibilidade humanas e o estabelecimento e transmissdo sustentada entre humanos. D.
Alteragdes nos ciclos de transmissdo em decorréncia do spillover. O spillover pode deslocar os
ciclos de transmisséo, promovendo a propagagao do patégeno em novos contextos ecolédgicos
e populacionais, potencializando riscos a saude publica.
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Legenda: Adaptado de (Plowright et al., 2017, 2021)
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1.4. Virus Mayaro

O MAYV é um arbovirus negligenciado, membro da familia Togaviridae,
género Alphavirus, endémico na América do Sul e no Caribe (Caicedo et al., 2021). Ele
foi identificado pela primeira vez em 1954, em individuos com doenga febril em Trindade
e Tobago (Anderson et al., 1957). Desde entdo, casos autéctones foram relatados em
mais de 11 paises das Américas, incluindo surtos recentes no Brasil, Peru, Venezuela,
Haiti e Guiana Francesa (Auguste et al., 2015; Bonifay et al., 2023; Diagne et al., 2020;
Halsey et al., 2013; Lednicky et al., 2016) (Figura 4B).

MAYYV é envelopado, com capsideo de formato icosaédrico e genoma linear
de RNA de fita simples e polaridade positiva (Powers et al., 2006). Seu genoma contém
dois quadros de leitura abertos (“Open Reading Frames”, ORFs), que codificam quatro
proteinas nado estruturais (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4 e a RdRp) e cinco proteinas
estruturais (CP, 6K, E1, E2 e E3), codificadas a partir de um RNAm subgenémico
(Acosta-Ampudia et al., 2018). As glicoproteinas E1 e E2 sdo usadas para a
classificacao e identificagdo dos seus genétipos (Acosta-Ampudia et al., 2018; Powers
et al., 2006). Até o momento, sao descritos trés genotipos do MAYV: Disseminado (D),
Limitado (L) e Novo (N) (Auguste et al., 2015). O genétipo D € amplamente disperso
pela América do Sul e Caribe, circulando em paises como Brasil, Peru, Bolivia,
Venezuela, Trindade e Tobago, e Guiana Francesa (Acosta-Ampudia et al., 2018; Tesh
et al., 1999). Por outro lado, o genétipo L apresenta circulagdo mais restrita, sendo
encontrado principalmente na regido centro-norte do Brasil e no Haiti (Lednicky et al.,
2016). Ja o genotipo N, descrito recentemente, foi identificado apenas no Peru (Auguste
etal., 2015).

Além de suas caracteristicas genéticas, o MAYV faz parte do Complexo
Floresta Semliki, um grupo soroldgico que inclui outros virus artritogénicos, como o
CHIKV, virus Barmah Forest (BFV), virus Ross River (RRV) e virus O’nyong-nyong
(ONNV) (Tesh et al., 1999). Esses virus compartilham sitios antigénicos, o que leva a
diferentes graus de reatividade cruzada em testes soroldgicos (Powers et al., 2001).
Essa propriedade sugere que a infecgdo por um desses virus pode conferir algum nivel
de protecdo cruzada entre os membros do complexo (Powers et al., 2001; Weber et al.,
2024). Os virus do Complexo Floresta Semliki podem causar doengas semelhantes
caracterizadas por febre aguda associada com manifestacdes musculoesqueléticas
(Casals e Whitman, 1957).

Atualmente, o Brasil concentra o maior nimero de infecgdes pelo virus
MAYV, com casos ocorrendo principalmente na regiao Amazdnica e Centro Oeste, onde

a incidéncia & maior durante a estacao chuvosa (Acosta-Ampudia et al., 2018; Caicedo
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et al., 2021). Desde sua detec¢cdo em humanos no Brasil, em 1957 no Para, o MAYV
tem sido responsavel por surtos recorrentes, incluindo um importante surto envolvendo
os virus MAYV e YFV na cidade de Belterra, no Para, em 1978 (Caicedo et al., 2021;
Causey O.R. e Maroja A.M., 1957; Hoch et al., 1981; Vieira et al., 2015). Embora surtos
por MAYV tenham sido registrados em varias regides, a circulagdo do virus em
populagcées humanas permanece relativamente limitada, e acredita-se que os casos
sejam subnotificados.

Sua transmissao ocorre principalmente em ciclo enzooético entre mosquitos
silvestres, como Haemagogus janthinomys e primatas nao humanos, como Callithrix
argentata, em areas florestais ou ambientes rurais préximos a zonas de mata (LeDuc,
Pinheiro e Rosa, da, 1981) (Figura 4A). Este ciclo pode envolver hospedeiros
secundarios, como aves, roedores e preguicas (Celone et al., 2021). A infeccdo humana
€ acidental e geralmente associada a atividades ocupacionais ou recreativas em areas
florestais(Powers et al., 2006; Vieira et al., 2015). Alguns estudos demonstraram que
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus tém a capacidade de transmitir o MAYV
em condicoes de laboratorio, sugerindo um potencial efeito da introducéao do virus em
ambientes urbanos assim como ocorrido com o CHIKV (Fernandez et al., 2023; Weaver,
2013).

Assim como o CHIKV e outros alfavirus, a infeccéao pelo MAYV pode causar
uma doenga artritogénica debilitante, podendo se apresentar de forma aguda ou crénica
(Caicedo et al., 2021). Alguns pacientes sdo assintomaticos ou oligossintomaticos
(Diagne et al., 2020). Durante a fase aguda os pacientes desenvolvem febre superior a
39°C que dura de 3 a 5 dias em média, além de cefaleia, dor retro-orbital, poliartralgia e
poliartrite debilitantes, seguidas de erupgdes cutaneas (Tesh et al., 1999) (Figura 4C).
Essas condigbes geralmente sdo autolimitadas (Tesh et al., 1999). Nos casos crdonicos,
a poliartralgia e poliartrite podem ser incapacitantes e durar meses ou até anos (Hoch
et al., 1981). Manifesta¢des graves, como miocardite, quadros hemorragicos e doengas
do sistema nervoso central tém sido documentadas (Acosta-Ampudia et al., 2018).

Atualmente, ndo ha antivirais ou vacinas especificas para o tratamento da
febre Mayaro, a terapia se concentra no controle dos sintomas, com o uso de
analgésicos, anti-inflamatérios e antitérmicos (Pan American Health Organization
(PAHO), 2019). A auséncia de tratamentos especificos somados a semelhanga dos
sintomas da febre Mayaro com outras doengas virais que co-circulam na mesma area,
torna o diagnéstico e 0 manejo dessa infecgao particularmente desafiadores, e reforgca
a necessidade de diagnosticos diferenciais. Atualmente a prevengao da infecgao por

MAYYV limita-se ao controle do contato entre humanos e vetores (Diagne et al., 2020).
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Figura 4. Caracteristicas da transmissao, distribuicao e sintomatologia do MAYV. A. Ciclo
de transmissao: ocorre em um ciclo enzoético envolvendo mosquitos silvestres, primatas nao
humanos, aves e roedores. A transmissdo para humanos ocorre por meio de spillover direto,
geralmente associado a atividades em zonas de mata ou ambientes periurbanos. B. Distribuigdo
e caracteriza¢do dos casos: MAYV é endémico em regides da América do Sul e Caribe. Casos
importados também foram relatados em paises da América do Norte e Europa, destacando o
potencial de disseminagcao em areas ndo endémicas. C. Manifestagdes clinicas: na fase aguda,
a infecgdao pelo MAYV causa febre, mialgia, poliartralgia, erupgcdo cutdnea e outras
manifestacoes dérmicas. Na fase crbnica, os sintomas predominantes sao mialgia e poliartralgia,

que podem persistir por meses ou anos.
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1.5. Roraima

O estado de Roraima, localizado no extremo norte do Brasil, faz fronteira
com a Guiana e a Venezuela, o que lhe confere caracteristicas geograficas unicas que
o diferenciam do restante do pais (Miranda e Absy, 2000). Suas condi¢des climaticas e
geograficas, associadas aos altos indices pluviométricos, favorecem a manutencao de
uma ampla diversidade de biomas que funcionam como reservatérios para uma ampla
variedade de hospedeiros vertebrados e artropodes hematéfagos (Lopes, Nozawa e
Linhares, 2014). Entre estes, destacam-se mosquitos dos géneros Aedes, Culex e
Hemagogus, além de moscas do género Culicoides, vetores de diversos arbovirus.

A combinacdo dessas caracteristicas com o intenso fluxo humano,
comercial e migratério, envolvendo tanto estrangeiros quanto populagdes indigenas,
torna Roraima especialmente vulneravel a introdugédo e disseminagao de arboviroses
(Acosta et al, 2012). Essa vulnerabilidade é agravada pelos sérios problemas
ambientais enfrentados pelo estado, como a mineracdo e o extrativismo ilegal de
madeira, particularmente em territérios indigenas (Ribas, 2018). A degradacao
ambiental resultante dessas atividades, somada a mobilidade populacional
impulsionada pelas relagcdes comerciais e agravada por crises humanitérias nos paises
vizinhos da triplice fronteira, cria condicdes propicias para a proliferacao de vetores e a
disseminacao de arbovirus (Basta, 2023).

Historicamente, Roraima € considerado uma porta de entrada para a
introducao de virus no Brasil (Figura 5). Na década de 1980, a capital, Boa Vista,
registrou os primeiros casos de dengue causados pelos sorotipos 1 e 4 (DENV-1 e
DENV-4), que posteriormente se espalharam para outras regiées do pais (Acosta et al.,
2011; Osanai et al., 1983). Em julho de 2010, foi relatada a reintrodu¢ao do sorotipo 4,
possivelmente proveniente do Caribe, em especial da Venezuela ou da Guiana, paises
qgue compartilham fronteiras e mantém relagdes comerciais com Roraima (Acosta et al.,
2011; Naveca et al., 2012).

Além disso, o estado € endémico para o virus da febre amarela (YFV) e ja
enfrentou epidemias de chikungunya (CHIKV) em 2014 e 2018, de zika virus (ZIKV) em
2017 e, mais recentemente, surtos de Oropouche virus (OROV) (Hayd et al., 2020;
Instituto de Pesquisa Econémica Aplicada (IPEA), 2018; Naveca et al., 2024; Roraima,
2018; Scachetti et al., 2024). A introdugéo e reintrodugéo frequente dos quatro sorotipos
de dengue consolidam Roraima como uma regiao hiperendémica para DENV (Acosta
etal.,, 2012, 2014; Hayd, Caldart e Louzada, 2021; Siqueira, T. et al., 2009; Siqueira, T.
C.S. etal, 2009; Soares et al., 2024). Nesse cenario, o Ministério da Saude recomenda

0 uso de critérios clinico-epidemiolégicos para o diagnoéstico de dengue em areas em
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epidemias (Ministério da Saude, 2009). Essa estratégia reduz significativamente os
custos associados a testes diagndsticos para arboviroses e minimiza o tempo de espera
por atendimento médico. No entanto, ela ndo é precisa, ja que muitas arboviroses
compartilham sintomas, o que pode favorecer a circulagao silenciosa de outros virus e
dificultar a adogéo de medidas de contengédo adequadas.

A grande circulagao de arbovirus em Roraima, a probabilidade desse estado
de servir de porta de entrada para a disseminagao de novos virus em territério nacional
e problemas relacionados a vigilancia epidemiolégica, fazem de Roraima um local
particularmente propenso a circulagcao silenciosa de virus enzo6ticos com potencial
emergente, como MAYV e OROV. Ou seja, partimos da hipotese que MAYV ou outros
virus negligenciados possam estar circulando de forma silenciosa em Roraima. A
deteccao e caracterizagdo desses virus no Estado podem fornecer informacdes
epidemiolégicas e gendmica cruciais para o entendimento da disseminagéo, evolugéo e
filodinamica desses virus no Brasil, assim como para o planejamento de estratégias de
contencao em outras regides do nosso pais. Assim, buscamos avaliar a presenca de
arbovirus com registros recentes de circulacao no pais em amostras de pacientes com
doenga febril aguda provenientes de Roraima, a fim de compreender melhor a dindmica
de circulagdo desses virus na Regido Amazbnica e subsidiar acdes de vigilancia e

controle.

Figura 5. Historico epidemioldgico das arboviroses em Roraima entre 1981 e 2024.
Historicamente, Roraima tem sido uma porta de entrada para a introdugao de virus no Brasil,
com registros da circulacdo dos virus da dengue, Chikungunya, Zika, Febre Amarela, entre
outros. Esse cenario é influenciado por fatores ambientais e sociais, além da degradagéo

ambiental, que favorece a manutencao e disseminacao de arbovirus.
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Histérico das arboviroses e emergéncias sanitarias em Roraima
(1981-2024)

Primeiro surto de dengue no Brasil, com introdugdo dos sorotipos 1 e

1981-1982 4 no municipio de Boa Vista (Osanai et al., 1983).
Campanhas de erradicacdo do Aedes aegypti e vacinagao contra a febre
13§2-1360 amarela (Roraima, 2018).
1992-1996 Reintrodugdo do Aedes aegypti no estado devido a falhas dos programas
de controle e vigilancia (Roraima, 2018).
1998 Surto de febre amarela e intensificagdo da campanha de vacinagao
(Roraima, 2018).
1997-2007 Epidemias de dengue causadas pela introdugdo dos sorotipos 2 e 3
(Hayd, Caldart e Louzada, 2021; Sigueira et al., 2011).
2 Detecgdo da co-circulagdo dos sorotipos 1, 2 e 3 do dengue
2007-2009 (Roraima, 2018).
2010 Reintroducdo do sorotipo 4 do dengue no Brasil, pelos municipios de Boa
Vista e Canta, possivelmente vindo da Venezuela (Acosta et al., 2011).
2014 Introducdo do gendtipo asiatico do virus Chikungunya (CHIKV),
possivelmente vindo do Norteste do Brasil (Naveca et al, 2019).
2015 Introducgdo do virus Zika (ZIKV), com registros de casos de microcefalia
(Roraima, 2018).
2016 Introdugdo do gendtipo africano ECSA do CHIKV, vindo do Nordeste
(Naveca et al., 2019).
2017 P Surto do ZIKV (Roraima, 2018).
Crise humanitaria intensifica a migracdo venezuelana para o estado,
sobrecarregando os sistemas de saude (Ribas, 2018).
2017-2018 Epidemia de CHIKV causada pela linhagem ECSA (Naveca et al., 2019).
2019-2022 : Crise humanitaria na populagdo indigena Yanomami (Basta, 2023).
2020 A OMS declara como pandemia de Covid-19 a infecgdo causada pelo
SARS-CoV2 (WHO, 2020).
Detecgdo de casos de Mayaro (MAYV) em amostras de pacientes febris
2020-2021 (Forato et al., 2024).
2023 Deteccéo de casos de MAYV e do virus Oropouche (OROV) pelo LACEN/RR

(Roraima, 2024).

2024 Surto de OROV (Naveca et al., 2024).
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Legenda: DENV: virus da dengue; CHIKV: virus chikungunya; ZIKV: virus da zika; MAYV: virus
Mayaro; OROV: virus Oropouche; ECSA: East-Central-South-African (Leste-Centro-Sul-
Africano); OMS: Organizagdo Mundial da Saude; SARS-CoV2; Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2 (Sindrome respiratéria Aguda Grave do Coronavirus 2); Covid-19:
Coronavirus disease 2019 (Doenga por coronavirus 2019); LaCen/RR: Laboratério Central de
Saude Publica de Roraima. Figura elaborada pelo autor. Referéncias:(Acosta et al., 2011; Basta,
2023; Forato et al., 2024; Hayd, Caldart e Louzada, 2021; Naveca et al., 2018, 2024; Osanai et
al., 1983; Ribas, 2018; Roraima, 2018; Secretaria de Saude do Estado de Roraima, 2024;
Siqueira, T. et al., 2009; WHO, 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a circulagao ativa do MAYV e outros arbovirus (OROV, CHIKV,
ZIKV e DENV) em pacientes com doengas febris agudas entre 2018 e 2021 em Roraima,
Brasil.

2.2. Objetivos especificos

e Detectar o RNA de MAYV, CHIKV, ZIKV, OROV e DENV1-4 em amostras
séricas de pacientes com sindrome febril em Roraima.

e Isolar MAYV a partir de amostras de pacientes com sindrome febril em
Roraima.

e Caracterizar os aspectos genémicos e evolutivos do MAYV detectados em

Roraima.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Delineamento experimental

Foram coletadas amostras de soro de 822 pacientes com sindrome febril
aguda atendidos em unidades bésicas de saude de Roraima, entre 2018 e 2021. A partir
dessas amostras, realizamos a extracao do RNA viral, seguida da deteccéao de MAYV,
CHIKV, ZIKV, OROV e dos quatro sorotipos de DENV por PCR em tempo real. Os soros
de pacientes positivos para MAYV com valores de CT <30 foram utilizados para o
isolamento viral em culturas de células. A confirmacao dos isolamentos foi realizada por
RT-gPCR e ensaios de imunofluorescéncia. Em seguida, empregamos a técnica de
sequenciamento por nanoporos para obter as sequéncias virais, que foram analisadas

por métodos filogenéticos baseados na maxima verossimilhanca (Figura 6).

Figura 6: Fluxograma do delineamento experimental realizado. 1. Coleta e processamento
de amostras; 2. Extragao acidos nucleicos; 3. RT-gPCR para detec¢ao do MAYV, CHIKV, OROV,
ZIKV e DENV 1-4; 4. Isolamento do MAYV em células Vero CCL-81; 5. RT-gPCR para
confirmacao do isolamento; 6. Ensaio de imunofluorescéncia para MAYV; 7. Sequenciamento do

genoma do MAYYV pela plataforma Oxford Nanopor; 8. Analises filogenéticas.

m - MAYV+
P

1. Coleta de 2. Extracao do 3. RT-gPCR 4. [solamento
amostras RNA viral viral

I,

[
& . &8
.1_4|— '--(i L .

| 3 _\.\\“. I i -'. ‘*’*Q
: |— ol 1 | e *

8. Andlise 7. Sequenciamento 6. Imunofluorescéncia 5. RT-qPCR
filogenética

Legenda: MAYV: virus Mayaro, CHIKV: virus Chikungunya, ZIKV: virus Zika, DENV-1: sorotipo
1 do virus Dengue e DENV-2: sorotipo 2 do virus Dengue, DENV-3: sorotipo 3 do virus Dengue
e DENV-4: sorotipo 4 do virus Dengue, RT-qPCR: Real-Time quantitative Polymerase Chain
Reaction.
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3.2. Coleta e processamento de amostras

Amostras de sangue de pacientes, com doenca febril aguda, com até 10 dias
apos o inicio dos sintomas, foram coletadas entre dezembro de 2018 e dezembro de
2021, por puncao venosa em unidades basicas de saude de 11 dos 15 municipios do
estado de Roraima, Brasil, (Figura 7). Foram considerados apenas os municipios onde
ocorreram as notificacbes dos casos. As amostras foram enviadas ao Laboratério
Central de Saude Publica para investigagcdo do agente etiolégico. Para este estudo,
foram disponibilizadas amostras residuais de soro de 822 pacientes, com volumes entre
0,2 e 2 ml, que testaram negativo para maléria. Todas as amostras foram armazenadas
a -80°C, e os estudos foram realizados em ambiente de biosseguranga nivel 2. As
informagbes dos pacientes, incluindo sexo, idade, ocupagédo, dados de coleta das
amostras, sintomatologia, data do inicio dos sintomas foram coletadas das fichas de
notificagdo individuais (FNI), fornecidas de forma digital pelo Laboratorio Central de
Saude Publica de Roraima (LACEN-RR). Os dados de geolocalizagdo dos casos
positivos para os virus investigados foram obtidos usando o Google Earth v.10.55.0.1,
com base nas informacgdes de endereco fornecidas nas FNI.

Figura 7. Distribuicao temporal e geografica das amostras de pacientes com sindrome
febril aguda no Estado de Roraima, Brasil. A. Percentual de amostras coletadas de pacientes
com sindrome febril aguda por més em Roraima entre 2018 e 2021. B. Porcentagem de amostras
coletadas por municipio entre 2018 e 2021. Amajari (0,4%, 3/822), Alto Alegre (0,5%, 4/822),
Boa Vista (52,6%, 384/822), Bonfim (5,5%, 40/822), Canta (0,5%, 4/822), Caracarai (3,2%,
23/822), Caroebe (1,1%, 8/822), Mucajai (1,8%, 13/822), Normandia (0,7%, 5/822), Roraindpolis
(23,6%, 172/822) e Sao Jodo da Baliza (10,1%, 74/822). Nao foram recebidas amostras de
Iracema, Pacaraima, Sao Luiz e Uiramuta. Em adicdo, 11.2% (92/822) pacientes n&do tinham

informacao sobre o municipio de residéncia.
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3.3. Comité de Etica

Todos os experimentos foram conduzidos apds a aprovagao dos comités de
ética pela Universidade Federal de Roraima (n® 2.881.239) (Anexo 1) e pela
Universidade Estadual de Campinas (n° 5.625.875) (Anexo 2).

3.4. \Virus e células

Foram utilizadas as linhagens celulares: Vero ATCC CCL81 (células renais
de Cercopithecus aethiops), C6/36 ATCC CRL 1660 (células de larvas de Aedes
albopictus) e BHK-21 (C-13) ATCC CRL-8544 (células de fibroblastos renais de
Mesocricetus auratus). As células Vero CCL81 e BHK-21 foram cultivadas em meio
Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) de baixa glicose (Vitrocell Embriolife, BR),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocell Embriolife, BR), e 1% de
uma solucéo de penicilina (10.000 unidades/ml) e estreptomicina (10.000 ug/ml) (Gibco,
EUA), mantidas a 37°C em 5% de COz. As células C6/36 foram cultivadas em meio
Leibovitz (L-15) com L-glutamina (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com 10% de SFB
e 1% de solucao de penicilina/estreptomicina, e mantidas a 28°C em auséncia de COx.
Como controles positivos para os ensaios, foram utilizados os seguintes virus: MAYV
das cepas BeAr 20290 e IQT 4235, CHIKV cepa S27, ZIKV cepa MR 766, OROV cepa
BeAn 19991 e DENV-1 cepa Mochizuki, DENV-2 cepa NGC, DENV-3 cepa H87, DENV-
4 cepa (Tabela 1).

Tabelal. Lista das células e meios de cultivos usadas na produgao dos estoques virais.

Célula Virus Meio de cultivo
Vero ATCC CCL81 MAYV, CHIKV, OROV DMEM
C6/36 ATCC CRL 1660 ZIKV Leibovitz (L-15)
BHK-21 (C-13) ATCC CRL-8544 DENV 1-4 DMEM

3.5. Extracao dos acidos nucleicos

O RNA viral das amostras foi extraido com o Q/Aamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, EUA) e o Quick-RNA Viral Kit (Zymo, EUA), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Os extratos de RNA foram analisados no espectrofotometro NanoDrop™
One/One (Thermo Fisher Scientific, EUA) para verificar a concentragao e a pureza do
RNA obtido. Consideramos puros os acidos nucleicos que apresentaram leituras de
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absorbéancias em 260/280 préximas a 2 e leituras em 260/230 entre 2 e 2,2, conforme

as especificagdes do fabricante.

3.6.

CHIKV, ZIKV, OROV e DENV1-4.

Polymerase chain reaction quantitative real time (RT-qPCR) MAYV,

Os éacidos nucleicos foram testados com RT-gPCR para investigar a
presenca do RNA dos MAYV, CHIKV, ZIKV, OROV e DENV1-4, utilizando os kits
TagMan RNA to-Ct 1-Step (Applied Biosystems, EUA) e gPCRBIO Probe 1-Step Go Lo-
ROX (PCRBiosystems, UK) (Tabela 2). As reagdes foram realizadas no QuantStudio 3,

com 45 ciclos de amplificacdo e 60°C de temperatura de anelamento e extensao
(Applied Biosystems, EUA).

Tabela 2. Lista de sondas e primers para deteccao de arbovirus.

Virus Sequencias (5'—3’) il Alvo A DLC Ref.
sonda genoma
AAGCTCTTCCTCTGCATTGC Forward NSP1 51-70 (Waggoner et al.,
MAYV
2018)
TGCTGGAAACGCTCTCTGTA Reverse1 NSP1 141-160
TGCTGGAAATGCTCTTTGTA Reverse2 141-160
GCCGAGAGCCCGTTTTTAAAATCA Probe 116-140
CHIKV AAAGGGCAAACTCAGCTTCAC Forward NSP1 874-894 (Lanciotti et al., 2007)
GCCTGGGCTCATCGTTATTC Reverse NSP1 961-942
CGCTGTGATACAGTGGTTTCGTGTG Probe 899-923
ZIKV AARTACACATACCARAACAAAGTGGT Forward NSP5 9365-9390 (Balm et al., 2012)
TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG Reverse NSP5 9466-9446
CTYAGACCAGCTGAAR Probe 9398-9413
TACCCAGATGCGATCACCAA Forward N 356-375 (Souza Luna, de et
OROV
al., 2017)
TTGCGTCACCATCATTCCAA Reverse N 437-456
TGCCTTTGGCTGAGGTAAAGGGCT Probe 409-433
GACACCACACCCTTTGGACAA Forward NSP5 8586-8606 (Callahan et al.,
DENV1
2001)
CACYTGGGCTGTCACCTCCAT Reverse NSP5 8692-8673
AGAGGGTGTTTAAAGAGAAAGTTGACACGCG Probe 8608-8638
DENV2 CAGGTTATGGCACTGTCACGAT Forward M 1605 (Johnson, Russell e

Lanciotti, 2005)
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CCATCTGCAGCAACACCATCTC Reverse M 1583
CTCCGAGAACAGGCCTCGACTTCAA Probe 1008
GGGAAAACCGTCTATCAATA Forward o] 118-221 (Callahan et al.,
DENV3
2001)
CGCCATAACCAATTTCATTGG Reverse o] 241-221
CACAGTTGGCGAAGAGATCTCAAGAGGA Probe 174-202
TGAAGAGATTCTCAACCGGAC Forward C 187-207 (Callahan et al.,
DENV4
2001)
AATCCCTGCTGTTGGTGGC Reverse C 293-275
TCATCACGTTTTTGCGAGTCCTTTCCA Probe 247-273

Legenda: MAYV, virus Mayaro. CHIKV virus Chikungunya. ZIKV, virus Zika. OROV, virus
Oropouche. DENV, virus da Dengue. NSP1, proteina nao estrutural. NSP5, proteina nao
estrutural 5. M, proteina matriz. C, proteina do capsideo. 1. N, nucleoproteina.

3.7. Isolamento MAYV

As amostras positivas para o MAYV por RT-gPCR, foram inoculadas em
células Vero CCL-81 para isolamento viral. As células foram cultivadas em placas de
seis pogos a uma concentragdo de 1 x 108 células/ml (1 x 10®células por pogo) em meio
DMEM (Vitrocell Embriolife, BR), suplementado com 10% de SFB (Vitrocell Embriolife,
BR) e 1% de uma solucédo de penicilina (10.000 unidades/ml) e estreptomicina (10.000
pg/ml). Apds o cultivo, as amostras de soro foram diluidas em uma proporgéo de 1:10
em DMEM, com 2% de penicilina e estreptomicina (Gibco, EUA), e adicionadas a
monocamada celular. Apés uma hora de incubacao a 37°C para adsorcao, o indculo foi
removido e a monocamada mantida em DMEM suplementado com 5% de SFB. As
células foram incubadas a 37°C com 5% de CO: e monitoradas até que o efeito
citopatico (CPE) se tornasse visivel ao microscépio 6ptico. O sobrenadante foi coletado
e submetido a RT-qPCR (Waggoner et al., 2018) para confirmar o isolamento viral,
identificado por uma diminuigéo no valor de limiar de ciclo “Cycle threshold value” (Ct).
Para avaliar um possivel aumento da carga viral foi feito uma analise de equivalente de
unidades formadoras de foco por ml “Focus-Forming Units” (eFFU/ml), baseada no

numero de cépias de RNA por ml de amostra.

3.8. Sequenciamento do genoma do MAYV

O sequenciamento do genoma do MAYV foi realizado com amostras e
isolados com valores de Ct < 30 utilizando o protocolo Rapid SMART-9N com a

plataforma MinlON (Oxford Nanopore Technologies, UK), conforme descrito em (Claro
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et al., 2021). Os arquivos FAST5 gerados passaram por processo de atribuicao de
nucleobases (basecalling), em seguida foram desmultiplexados e cortados usando
Guppy versao 9.4.1 (Oxford Nanopore Technologies, Reino Unido). Os arquivos com
barcodes foram alinhados ao genoma de referéncia do MAYV (GenBank acesso no.
NC_003417) usando Minimap2 v.2.17.r941 (Li, 2018) e convertido em arquivos BAM
usando SAMtools (Li et al., 2009) Medaka_variants foram empregues para chamada de
variantes, seguidos por Medaka_consensus (Oxford Nanopore Technologies, Reino
Unido) para construgdo de sequéncias de consenso. As regibes do genoma com
cobertura inferior a 20x foram representadas pela letra "N". As estatisticas do genoma
foram calculadas usando o NanoStat versao 1.6.0, Samtools stats e samtools depth (de
Coster et al., 2018).

3.9. Analises filogenéticas

Os genomas do MAYV com cobertura superior a 90% foram gerados e
alinhados com cepas nao redundantes de MAYV, com sequéncias das regides
codificadoras completas disponiveis no banco de dados GenBank até 15 de setembro
de 2023. Um alinhamento de sequéncia multipla (MSA) foi realizado utilizando o MAFFT,
versao 7.450 (Katoh e Standley, 2013), com ajustes manuais feitos no Geneious Prime
2023.0.4. O conjunto de dados foi examinado para eventos de recombinag@o por meio
de todos os métodos disponiveis no RDP, versao 4 (Martin et al., 2015). Em seguida,
foi construida uma arvore filogenética de maxima verossimilhanga (ML) utilizando o /Q-
TREE, versdao 2, sob o modelo GTR + | + y, determinado pelo ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017; Nguyen et al., 2015). O suporte estatistico dos nés da
filogenia de ML foi avaliado com a abordagem ultrafast-bootstrap, utilizando 1.000
réplicas. A arvore filogenética foi visualizada no FigTree v.1.4.2
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.10. Ensaio de imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia foram feitos com o isolado MAYV #1,
proveniente do paciente RR-736. Células Vero CCL-81 foram cultivadas em Chambers
slides a uma concentragdo de 5x10° células/ml (1x10° células/pogo) em DMEM
(Vitrocell Embriolife, BR), suplementado com 10% de SFB (Vitrocell Embriolife, BR) e
uma mistura 1:1 de penicilina (10.000 unidades/ml) e estreptomicina (10.000 pg/ml)
(Gibco, EUA) e incubadas a 37°C com 5% de CO:2 por 24 horas. Em seguida, as células
foram infectadas com o isolado MAYV #1 por 1 hora, utilizando uma multiplicidade de
infec¢cdo (MOI) de 1. Para o ensaio, as células foram inicialmente bloqueadas com uma
solucdo de albumina de soro bovino (BSA) (Sigma Aldrich, EUA) a 5%, seguida da
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incubacao com a solucao BD Cytofix/Cytoperm Fixation and Permeabilization Solution
(Becton Dickson, EUA). Seguidamente foram utilizados, os anticorpos primarios, anti-
Mayaro virus E2, clone MAY-134 (Merck, EUA) para marcagao do virus, e o anticorpo
anti-vimentina (ABCAM, EUA) para marcagéao dos filamentos intermediarios, ambos na
diluicdo de 1:100, incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, as
células foram incubadas com os anticorpos secundarios, goat anti-rabbit IgG AF750
(ABCAM, EUA) e goat anti-mouse IgG AF594 (Thermo Fisher Scientific, EUA), ambos
na diluicao de 1:500, por 1 hora a temperatura ambiente, protegidos da luz. A coloragao
nuclear foi realizada com o corante Hoechst, adicionado por 20 minutos a temperatura
ambiente, também protegido da luz. Por fim, as laminulas foram montadas com o meio
de montagem Fluoromount-G (Invitrogen, EUA), e as imagens foram adquiridas com um
microscépio confocal Leica TCS SP5 Il, com aumento de 20x, no Laboratério Central
de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida da Universidade Estadual de
Campinas, Brasil.

3.11. Analises de dados

Os resultados obtidos foram analisados e representados graficamente
utilizando os pacotes no R Studio v.4.3.0, no GraphPad Prism v8, Fiji v2.14.0 e foram
posteriormente ajustados com o Inkscape v.1.3.
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccao de arbovirus

Para investigar a circulagao ativa de MAYV e de outros virus endémicos da
regido, os RNAs de 822 amostras de pacientes com sindrome febril aguda foram
submetidos a ensaios de PCR em tempo real para deteccao de MAYV, CHIKV, OROV,
ZIKV e DENV1-4. Das 822 amostras testadas, 23,8% (196/822) apresentaram resultado
positivo para pelo menos um arbovirus (Figura 8B). O RNA do MAYYV foi detectado em
3,4% (28/822) dos pacientes, o CHIKV em 2% (16/822) das amostras, e 0 virus da
dengue em 18,5% (152/822) dos pacientes, sendo identificados 7,7% (63/822) de
DENV1 e 10,8% (89/822) de DENV2 com co-deteccdes entre os sorotipos 1 e 2 do
DENV ocorrendo em 1% (7/822) dos casos.

Os periodos de maior prevaléncia dos casos de MAYV, 67,9% (19/28) e
CHIKV, 81,3% (13/16), foram entre janeiro e julho de 2021. Enquanto os casos de
DENV1, 46% (29/63), ocorreram entre agosto e outubro de 2019 e os DENV2, 43,8%
(39/89), ocorreram entre outubro e dezembro de 2019 (Figura 8A).

Figura 8. Distribuicao percentual de deteccées de arbovirus por RT-qPCR em Roraima
entre 2018 e 2021. A. Percentual de casos positivos por PCR em relacéo ao total de casos febris
testados para arbovirus (MAYV, CHIKV, DENV-1 e DENV-2) por més em Roraima entre 2018 e
2021. B. Porcentagem de deteccao de arbovirus (MAYV, CHIKV, ZIKV, OROV e DENV 1-4) por
RT-gPCR em Roraima entre 2018 e 2021.
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Legenda: MAYV: virus Mayaro, CHIKV: virus Chikungunya, ZIKV: virus Zika, DENV1: sorotipo 1
do virus Dengue e DENV2: sorotipo 2 do virus Dengue, DENV3: sorotipo 3 do virus Dengue e
DENV4: sorotipo 4 do virus Dengue.

Em relacdo a confirmagédo das suspeitas clinicas feitas nas unidades de
saude com base na sintomatologia, 85,9% (706/822) das notificagées permaneceram
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sem diagnostico definido. Entre as 14,1% (116/822) das amostras que apresentaram
deteccdo compativel com o diagnéstico sugerido, todas foram positivas para DENV
(Figura 9). Nenhuma das amostras notificadas como suspeitas para CHIKV, ZIKV ou
coinfecgdes entre esses virus e DENV tiveram o diagnéstico confirmado. Além disso,
3,4% (28/822) das amostras, que nao apresentavam suspeita clinica inicial,
confirmaram a presenca de RNA de MAYV e DENV.

Figura 9. Distribuicdo percentual da suspeita clinica e das deteccoes por RT-qPCR.
Comparativo entre suspeita clinica com as detec¢des por RT-gPCR nas amostras coletadas de
pacientes com sindrome febril aguda por més entre 2018 e 2021.
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Legenda: MAYV: virus Mayaro, CHIKV: virus Chikungunya, ZIKV: virus Zika, DENV: virus
Dengue. *Mdltiplos arbovirus: suspeita diagnostica de coinfec¢cdo entre CHIKV+DENV,
CHIKV+ZIKV e CHIKV+ZIKV+DENV.

4.2. Epidemiologia do virus Mayaro

O RNA do MAYV foi detectado nas amostras por RT-gPCR em 3,4%
(28/822) das amostras testadas, com carga viral variando de 1,1x10° a 4,2x10* eUFF/ml
(mediana da carga viral de 8,31x10° eUFF/ml) (Figura 10A) e Ct entre 27,0 e 40,5
(mediana de Ct de 39,3) (Figura 10B). O periodo de maior prevaléncia dos casos,
67,8% (19/28), ocorreu entre janeiro e julho de 2021 (Figura 8A). A maioria dos casos,
53,6% (15/28), foi registrada em pacientes de Boa Vista, seguida por Rorain6polis com
21,4% (6/28) (Figura 10C). Nao foram detectadas amostras positivas nos municipios de
Amajari, Alto Alegre, Bonfim, Canta, Mucajai e Normandia. Amostras de Iracema,
Pacaraima, Sdo Luiz e Uiramutd nao foram testadas. Além disso, dois pacientes

positivos ndo tinham informagdes sobre o municipio de residéncia.
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Figura 10. Distribuicao da carga viral, valores de Ct e localizacado dos casos de MAYV em
Roraima entre 2018 e 2021. A. Distribuicdo da carga viral do MAYV, expressa em log10
(eUFF/ml), obtida por RT-gPCR. B. Distribuicdo dos valores de Ct obtidos por RT-gPCR das
amostras positivas para MAYV. C. Mapa das porcentagens acumuladas de casos positivos de
MAYYV por municipio de Roraima entre 2018 e 2021. Amajari (0%, 0/3), Alto Alegre (0%, 0/4),
Boa Vista (3,9%, 15/384), Bonfim (0%, 0/40), Canta (0%, 0/40), Caracarai (8,7%, 2/23), Caroebe
(13%, 1/8), Mucajai (8%, 1/13), Normandia (0%, 0/5), Rorainépolis (3,5%, 6/172) e Séo Joao da
Baliza (1,4%, 1/74). Nao foram testadas amostras de Iracema, Pacaraima, Sao Luiz e Uiramuta.
Em adigéo, 92 pacientes n&o tinham informagao sobre o municipio de residéncia.
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Legenda: Ct: Valor de limiar de ciclo “Cycle threshold value”. eUFF/ml: equivalente de unidades

formadoras de foco por ml (Focus-Forming Units).

Entre os pacientes positivos 57,1% (16/28) foram do sexo masculino, com
uma razao homem/mulher de 1:5. Uma ficha nao continha informacdes de género. A
mediana de idade foi de 31 anos (intervalo interquartil: 26 e 43). 75% (21/28) dos
pacientes se autodeclararam pardos, 10,7% (3/28) brancos e 17,9% (5/28) nao
declararam raga/cor. A mediana do tempo entre o inicio dos sintomas e a coleta das
amostras foi de 3 dias (intervalo interquartil: 1 e 4).

Febre e mialgia foram os sintomas mais relatados, presentes em 82,1%
(23/28) dos casos de MAYV. Sintomas classicos de febre Mayaro, como artralgia
(21,4%, 6/28) e erupgao cutanea (10,7%, 3/28), foram menos comuns. Em adicao, entre
os casos trés pacientes (10,7%) eram pescadores que relataram contato direto com o
ambiente silvestre. Outros sintomas relatados foram, cefaleia (78,6%, 22/28), dor nas
costas (67,9%, 19/28), dor retro orbital (57,1%, 16/28), nduseas (57,1%, 16/28), vdmitos
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(39,3%, 11/28), artrite (17,9%, 5/28), artralgia (21,4%, 6/28), conjuntivite (3,6%, 1/28)
petéquias (10,7%, 3/28) com 3,6% (1/28) testando positivo para a prova do lago.

4.2.1. Isolamento MAYV

Nove amostras positivas para MAYV por RT-gPCR, com valores de Ct
<39,0, foram submetidas ao protocolo de isolamento viral em células Vero CCL-81.
Observamos efeitos citopaticos (CPE) cerca de 30 horas apds a inoculagdo em duas
amostras (Figura 11B). Realizamos 3 passagens cegas e confirmamos o isolamento
viral de 2 linhagens de MAYV por RT-gPCR, detectando RNA viral no sobrenadante das
passagens celulares que apresentavam CPE. As analises mostraram uma reducao nos
valores de Ct nos dois isolados, com uma queda de mais de 8 ciclos entre a amostra
original e a terceira passagem (isolado #1, 30,3 para 21,4) (isolado #2: 27,1 para 18,4),
representando aumento da carga viral entre as passagens (Figura 11D). Esse aumento
foi confirmado pela elevagéo da carga viral de 0,8%x10" para 5,7x10° eFFU/mI no isolado
#1 e de 4,2x10* para 6,3%x10° eFFU/mI no isolado #2 (Figura 11E) Além disso, para
confirmar a presenga de MAYV nos isolados, realizamos uma reagdo de
imunofluorescéncia com células Vero infectadas com ambos isolados, usando um

anticorpo produzido contra a proteina 2 do envelope do virus (Figura 11A).

Figura 11. Caracterizacao dos isolados do MAYV em células Vero CCL-81. A. As imagens
mostram a coloragao de células Vero CCL-81 nao infectadas e de células Vero CCL81 inoculadas
com o isolado de MAYV #1 do paciente RR-407. As células foram coradas com anticorpos contra
vimentina para visualizagdo do citoplasma (fluorescéncia vermelha, linha 2) e a proteina 2 do
envelope do MAYV (fluorescéncia verde, linha 3). Os nlcleos foram marcados com corante
Hoechst (fluorescéncia azul, linha 1). As laminas foram analisadas por microscopia confocal, e
as imagens foram mescladas com o ImageJ (mesclagem, linha 4). Isolados do virus Mayaro em
células de cultura obtidos a partir de amostras de soro de pacientes febris do municipio de Boa
Vista em 2020 e 2021, Estado de Roraima, Brasil. Os isolados de MAYV foram obtidos do
paciente RR-424 (isolado #1) e RR-58 (isolado #2). B. Células Vero CCL-81 com efeito citopatico
causado pela infeccdo por MAYV, 30 horas ap6s a infeccdo. C. Células Vero CCL-81 nao
infectadas (controle negativo). D. Valores de Ct obtidos por RT-qPCR a partir dos isolados de
MAYYV e das amostras originais. E. Estimativa de cépias de RNA do MAYV por ml obtidas por
RT-gPCR a partir dos isolados de MAYV e das amostras originais.
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4.2.2. Sequenciamento MAYV

Utilizamos o0 sequenciamento por nanopore para gerar sequéncias
codificantes de quase a totalidade do genoma de trés amostras de MAYV (o produto
dos dois isolados e o produto feito diretamente da amostra clinica do paciente RR-407).
Os genomas obtidos de MAYV tiveram uma cobertura superior a 90%, com uma
profundidade minima superior a 20 vezes por nucleotideo. As sequéncias foram
submetidas ao GenBank (numeros de acesso PP339762-PP339764). A analise
filogenética de maxima verossimilhancga revelou que as cepas de MAYV circulantes em
Roraima em 2020 e 2021 pertencem ao genétipo D, amplamente disperso (Figura 12).
Nao encontramos evidéncias de recombinagado nas cepas de MAYV de Roraima. As
novas cepas compartilharam 98,6% a 98,9% de identidade de sequéncia nucleotidica
com outras cepas do gendtipo D. Além disso, essas novas cepas formaram um clado
monofilético distinto e altamente suportado (suporte bootstrap de 100%) agrupando-se
com cepas coletadas no Peru e na Venezuela entre 1995 e 2010. O pequeno niumero
de sequéncias de genomas completos de MAYV disponiveis nos bancos de dados

impediram que analises filogeograficas robustas fossem realizadas nesse estudo.
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Figura 12. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca do virus MAYV em Roraima

entre 2018 e 2021. A filogenia foi enraizada no ponto médio para maior clareza na apresentagao.

O texto em negrito indica os 3 novos genomas do virus Mayaro. Os valores de bootstrap,

baseados em 1.000 replicacdes, sao apresentados nos nds principais. A barra de escala indica

a distancia evolutiva em substitui¢cdes por local de nucleotideo. Legenda: 424 Brazil 2020 (isolado

#1), 58 Brazil 2021 (isolado #2).
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4.3. Epidemiologia do CHIKV

O RNA do CHIKYV foi detectado em 2% (16/822) das amostras analisadas,
com carga viral variando de 1x102 a 1,42x10° eUFF/ml (mediana da carga viral de
4,1x10"' eUFF/ml) (Figura 13A) e valores de Ct entre 36,7 e 40,7 (mediana de Ct de
39,0) (Figura 13B). A maioria dos casos 81,3% (13/16) ocorreu no entre janeiro e julho
de 2021, coincidindo com o pico de casos de MAYV no estado (Figura 8A). O municipio
de Roraindpolis concentrou 50% (8/16), seguido por Boa Vista com 25,0% (4/16)
(Figura 13C). Nao foram detectadas amostras positivas nos municipios de Amajari, Alto
Alegre, Canta, Caroebe, Mucajai, Normandia e Sao Joao da Baliza. Entre as amostras
positivas, 56,3% (9/16) foram mulheres, com uma razdo homem/mulher foi de 0,8. A
mediana de idade foi de 29 anos (intervalo interquartil, 27 e 42,5). A mediana de tempo
entre o inicio dos sintomas e a coleta da amostra foi de 3 dias (interquartil 1,75 e 3,25).
A maioria dos pacientes 75,0% (12/16) se autodeclarou parda, seguidos por brancos e
pretos representando 6,3% (1/16) cada. Dois pacientes ndo informaram sua raga/cor.

Os sintomas mais relatados foram a febre e cefaleia, presentes em 87,5%
(14/16) dos casos, seguidos de mialgia em 75% (12/16) e dor nas costas em 68,75%
(11/16), outros sintomas relatados foram, dor retro orbital (37,5%, 6/16), nauseas
(31,3%, 5/16), vémitos (18,8%, 3/16), exantema (6,3%, 1/16), artrite (31,3%, 5/16),
artralgia (12,5%, 2/16), conjuntivite (12,5%, 2/16) petéquias (12,5%, 2/16), leucopenia
(6,3%, 1/16).
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Figura 13. Distribuicdo da carga viral, valores de Ct e localizagdao dos casos de CHIKV em
Roraima entre 2018 e 2021. A. Distribuicdo da carga viral do CHIKV, expressa em log10
(eUFF/ml), obtida por RT-gPCR. B. Distribuicdo dos valores de Ct obtidos por RT-gPCR das
amostras positivas para CHIKV. C. Mapa das porcentagens acumuladas de casos positivos de
CHIKV por municipio de Roraima entre 2018 e 2021. Amajari (0%, 0/3), Alto Alegre (0%, 0/4),
Boa Vista (1%, 4/384), Bonfim (5%, 2/40), Canta (0%, 0/40), Caracarai (9%, 2/23), Caroebe (0%,
0/8), Mucajai (0%, 0/13), Normandia (0%, 0/5), Rorainépolis (5%, 8/172) e Sao Joao da Baliza
(0%, 0/74). Nao foram testadas amostras de Iracema, Pacaraima, Sao Luiz e Uiramuta. Em
adicao, 92 pacientes nao tinham informacao sobre o municipio de residéncia.
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Legenda: CHIKV: virus Chikungunya, Ct: Valor de limiar de ciclo “Cycle threshold value’.

eUFF/ml: equivalente de unidades formadoras de foco por ml (Focus-Forming Units).

4.4. Epidemiologia do virus Dengue

Investigamos a prevaléncia dos quatro sorotipos do virus em amostras de
pacientes com sindrome febril em Roraima. Identificamos uma incidéncia de 7,7%
(63/822) para RNA do sorotipo 1 do DENV (DENV-1) nas amostras testadas, com
valores de Ct variando entre 19,7 e 38,8 (mediana de Ct de 35,6) (Figura 14 A). O
periodo de maior incidéncia dos casos, 46% (29/63), ocorreu entre agosto e outubro de
2019 (Figura 8A). A maioria dos casos, 79,4% (50/63), foi registrada em Boa Vista,
seguida por Bonfim com 11,1% (7/63) (Figura 8B). Entre os pacientes positivos, 52,4%
(33/63) eram homens, com uma razao homem/mulher de 1,2. A mediana de idade foi
de 24,6 anos (intervalo interquartil, 15 e 34). Em relagédo a raga/cor, 73% (46/63) dos
pacientes se autodeclararam pardos, 6,3% (4/63) brancos, 4,8% (3/63) pretos e 4,8%

(3/63) indigenas, enquanto 11,1% (7/63) nao responderam. A mediana do tempo entre
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o0 inicio dos sintomas e a coleta da amostra foi de 2 dias (interquartil 1 e 3). Os sintomas
mais frequentemente relatados foram febre, presente em 90,5% (57/63), cefaleia em
84,1% (53/63) e mialgia 76,2% (48/63).

A incidéncia do sorotipo 2 do DENV (DENV-2) foi de 10,8% (89/822), com
valores de Ct entre 18,9 e 38,6 (mediana de 26,5) (Figura 14A). O pico de casos 45,8%
(39/89) foi registrado entre outubro e dezembro de 2019 (Figura 8A). A maioria dos
casos 75,3% (67/89) ocorreu em Boa Vista (Figura 14B). Homens representaram 49,4%
(44/89), com uma razao homem/mulher de 1,1. A mediana de idade foi de 31 anos
(intervalo interquartil, 19 e 41). O tempo mediano intervalo entre o inicio dos sintomas e
a coleta foi de 2 dias (intervalo interquartil, 1 a 3). Em relacédo a raga/cor, 68,5% (61/89)
dos pacientes se autodeclarou pardo, 6,7% (6/89) branca, 4,5% (4/89) indigena e 1,1%
(1/89) pretos, enquanto 19,1% (17/89) informaram raca/cor. Os sintomas mais
frequentes foram febre, presente em 85,4% (76/89) dos casos, seguida por cefaleia e
mialgia, ambos com 79,8% (71/89).

Figura 14. Distribuicao dos valores de Ct e localizacao dos casos de DENV em Roraima
entre 2018 e 2021. A. Distribuicdo dos valores de Ct obtidos por RT-gPCR das amostras
positivas para DENV1 e DENV2. B. Mapa das porcentagens acumuladas de casos positivos de
DENV1 e DENV2 por municipio de Roraima entre 2018 e 2021. Frequéncia de casos de DENV-
1 por municipio: Amajari (0%, 0/3), Alto Alegre (0%, 0/4), Boa Vista (13%, 50/384), Bonfim (5%,
2/40), Canta (25%, 1/4), Caracarai (17,4%, 4/23), Caroebe (0%, 0/8), Mucajai (0%, 0/13),
Normandia (0%, 0/5), Rorainépolis (0%, 0/172) e Sao Joao da Baliza (0%, 0/74). Frequéncia de
casos de DENV-2 por municipio: Amajari (0%, 0/3), Alto Alegre (0%, 0/4), Boa Vista (18,2%,
70/384), Bonfim (5%, 2/40), Canta (25%, 1/4), Caracarai (8,7%, 2/23), Caroebe (0%, 0/8),
Mucajai (0%, 0/13), Normandia (0%, 0/5), Roraindpolis (3,5%, 6/172) e Sao Joado da Baliza (1,3%,
1/74). Nao foram testadas amostras de Iracema, Pacaraima, S&o Luiz e Uiramuta. Em adigéo,
92 pacientes nao tinham informacgéo sobre o municipio de residéncia. Incluindo 4 positivos para
DENV-1 e 12 positivos para DENV-2.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos a circulagdo ativa do MAYV em humanos,
ocorrendo simultaneamente a uma epidemia de CHIKV e DENV em Roraima, entre 2018
e 2021. Identificamos que os casos de MAYV foram causados pelo genétipo D,
amplamente disseminado pela América Central e do Sul. Nossas analises filogenéticas
mostraram que as cepas de MAYV que circularam em Roraima, entre 2020 e 2021, se
agrupam, com cepas identificadas no Peru e na Venezuela entre 1995 e 2010 (Auguste
et al., 2015; Halsey et al., 2013). Esses dados sugerem que o gendtipo D permanece
em circulagédo na regido amazédnica ha mais de 60 anos. Ele também foi identificado em
surtos recentes no Pard, Amazonas, assim como na Venezuela e Guiana Francesa,
regides proximas a Roraima. Entretanto, a escassez de sequéncias disponiveis em
bancos de dados limita estudos sobre a disseminagéo e evolugéo do virus, dificultando
uma compreensdo mais detalhada de sua circulagdo regional.

No Brasil, o diagnéstico de MAYV em laboratérios publicos de referéncia ndo
€ realizado na rotina, sendo feito apenas mediante solicitacdo médica, mesmo em
regides com registros recentes de circulagdo. As manifesta¢des clinicas da febre de
Mayaro sdao semelhantes as de outras arboviroses, como a dengue, e chikungunya, o
que dificulta um diagnéstico clinico diferencial. Além disso, apenas 21,4% dos pacientes
positivos relataram artralgia, e 10,7% apresentaram erupcbes cutaneas, sintomas
classicos da infec¢do. Esses achados indicam que o diagnéstico laboratorial deve ser
considerado em pacientes com sindromes febris, mesmo na auséncia de sintomas
classicos da febre por Mayaro.

Historicamente, as infecgdes por MAYV estdo associadas a atividades
ocupacionais ou recreativas em areas florestais (Forshey et al., 2010; Hoch et al., 1981).
Observamos que a maioria dos casos ocorreu em adultos jovens, predominantemente
homens, incluindo trés pescadores que relataram exposicao direta a areas de mata.
Profissionais que atuam nesses ambientes, como mineradores, extrativistas de madeira
e pescadores podem atuar como ponte para a introdugao do MAYV em areas urbanas,
especialmente em cenarios de desmatamento, que favorecem a exposi¢cao humana a
vetores (Souza, de e Weaver, 2024). O desmatamento, por sua vez, € uma modificagao
ambiental que amplia a exposicdo humana a vetores antes restritos a areas florestais,
aumentando o risco de transmissao do MAYV e de outros arbovirus (Forshey et al.,
2010; Fouque e Reeder, 2019; Weaver e Barrett, 2004). Estudos apontam que
mosquitos urbanos, como Aedes aegypti e Aedes albopictus, sdo competentes para a
transmissdo do MAYV em condi¢cdes laboratoriais, representando uma ameaga

significativa a saude publica (Fernandez et al., 2023; Weaver, 2013). A ampla
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distribuicdo desses mosquitos em regides tropicais agrava ainda mais 0 risco,
especialmente diante da auséncia de vacina ou tratamentos especificos para o MAYV.

Além do MAYYV, identificamos a circulagdo de CHIKV e DENV em Roraima.
A circulagdo do CHIKV no Brasil é relativamente recente, com registros da introdugao
de duas linhagens na regido amazénica, em momentos distintos na ultima década
(Souza, de et al., 2024). A primeira, da linhagem Asiatica, e a segunda, da linhagem
East-Central-South-Africa (ECSA), que se estabeleceu no estado e foi responsével pela
epidemia ocorrida entre 2014 e 2018 (Naveca et al., 2018). Também observamos que o
pico de casos de chikungunya coincidiu com o periodo de maior detecgdo do MAYV. A
presenca simultdnea desses dois alfavirus, ambos pertencentes ao Complexo da
Floresta Semliki e compartilhando sitios antigénicos, levanta questdes sobre a
efetividade de uma possivel protecao cruzada entre esses virus (Fumagalli et al., 2021).
Além disso, o risco de reatividade cruzada em testes sorolégicos, e a semelhanca entre
os sintomas, pode levar a diagnésticos incorretos.

Nossos achados demostram uma alta incidéncia de DENV, com deteccao
da circulacdo dos sorotipos 1 e 2. Historicamente, Roraima tem desempenhado um
papel crucial na introducdo e manutencao de novos genétipos de DENV e outros
arbovirus provenientes do Caribe, atuando como uma rota de entrada para novos virus
no Brasil (Gubler, 2002). Esse fendmeno pode estar relacionado a mobilidade humana,
a presenga constante de vetores e a ampla gama de hospedeiros susceptiveis. Esse
papel histérico é evidenciado pelo fato de Roraima ter sido o primeiro estado brasileiro
a confirmar laboratorialmente uma epidemia de dengue, em 1981, causada pelos
sorotipos 1 e 4, que rapidamente se disseminaram para outros estados brasileiros
(Acosta et al., 2011; Osanai et al., 1983). Atualmente, o estado é classificado pelo
ministério da saude como hiperendémico para dengue devido as epidemias recorrentes
e a circulagao simultdnea dos quatro sorotipos, com substituicées de genétipos ao longo
do tempo (Acosta et al., 2012, 2014; Siqueira, T. et al., 2009).

Em regides endémicas para DENV, critérios clinico-epidemiolégicos sé&o
amplamente utilizados durante a sobrecarga nos servicos de saude. Contudo, nessas
areas, doencas febris inespecificas podem circular de forma silenciosa, muitas vezes
sendo erroneamente diagnosticadas como dengue com base apenas nos sintomas
clinicos. Em nossas analises de RT-qPCR realizadas neste estudo confirmaram a baixa
correspondéncia entre suspeitas clinicas e resultados laboratoriais, e reforcando a
necessidade de diagndstico laboratorial. Nesse estudo descrevemos a circulagao
simultanea de quatro arboviroses, sendo a maioria dos casos inicialmente notificados
aos 6rgaos de saude como suspeitos para dengue, sem a solicitacao de investigacao

adicional para outras arboviroses. Casos semelhantes sdo descritos na literatura, onde
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pacientes posteriormente confirmados como positivos para MAYV, SLEV (virus da
encefalite de Saint Louis) e OROV haviam recebido diagndsticos clinicos preliminares
de DENV (Mondini et al., 2007; Mourao et al., 2009, 2012; Vieira et al., 2015).

Nossos dados destacam a necessidade de fortalecer a vigilancia
epidemiolégica e laboratorial para arboviroses em areas endémicas. Essa abordagem
€ essencial para identificar os virus em circulagdo, mesmo em pacientes sem sintomas
classicos associados as infecgdes. Aléem de melhorar os diagndsticos, a vigilancia
robusta facilita a implementacao de estratégias eficazes para a contengéo de possiveis
epidemias.
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6. LIMITACAO DO ESTUDO

Nosso estudo teve um enfoque em infecgdes ativas por MAYV, usando uma
abordagem molecular, porém estudos sorol6gicos adicionais sdo necessarios para
determinar a fracdo da populacao previamente infectada. Estudos sorol6gicos podem
esclarecer o impacto potencial da protecdo cruzada entre CHIKV e MAYV na regiao
amazodnica. Nao foi possivel determinar se as infecgbes ocorreram em ambientes
urbanos ou florestais, e ndo ha informacdes sobre doengas cronicas em pacientes
infectados por MAYV. Além disso, a alta porcentagem de amostras negativas (76,2%)
para as arboviroses testadas mostra que a abordagem metagendémica pode ser Gtil em
estudos futuros para determinar o cenario de agentes etioldgicos ligados a doenga febril
na regiao da triplice fronteira (Brasil, Guiana e Venezuela).
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, nosso estudo identificou a co-circulacdo ativa de MAYV,
DENV e CHIKV em pacientes com doenga febril em Roraima entre 2018 e 2021. Essas
descobertas ressaltam a necessidade critica de diagnéstico laboratorial continuo para
MAYYV para determinar o seu fardo na Regido Amazénica e sua possivel circulacdo em

ambientes urbanos.
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Molecular Epidemiology of Mayaro
Virus among Febrile Patients,
Roraima State, Brazil, 2018-2021
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We detected Mayaro virus (MAYV) in 3.4% (28/822) of
febrile patients tested during 2018-2021 from Roraima
State, Brazil. We also isolated MAYV strains and con-
firmed that these cases were caused by genotype D.
Improved surveillance is needed to better determine the
burden of MAYV in the Amazon Region.

Mayaro virus (MAYV) is an endemic and neglect-
ed mosquitoborne alphavirus that causes acule
and chronic debilitating arthritogenic disease in Latin
America and the Caribbean (1). MAYV infection can
cause fever, rash, and arthralgia that can persist for
over a year in some patients (2). MAYV is transmitted
in its enzoolic cycle mainly by sylvatic Haemagoguis
janthinonys mosquitoes among nonhuman primates
and other mammals, which can lead to spillover to
humans (2). However, some experimental studies
suggest that MAYV could establish a human-ampli-
fied cycle in urban environments when transmitted
by Aedes aegypti and Ae. albopictus mosquitoes, which
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could lead to a larger public health threat (3,4). No
specific antiviral drugs or vaccines are available lo
treat or prevent MAYV infection.

MAYYV infeclions have been reported in Central
and South America since the 1950s (1,2). However, re-
ports of active circulation of MAYV in human popu-
lations remain scarce, even in MAYV-endemic areas.
We conducted a molecular epidemiology study to in-
vestigate the active circulation of MAYV in patients
with acute febrile illness during 2018-2021 from the
Amazon Region in Roraima State, Brazil.

The Study

During December 2018-December 2021, we collected
serum samples from 822 patients with acute febrile
illness (up to 10 days from onset of symptoms) seek-
ing care at primary health care units across 11 of the
15 municipalities of Roraima State, North Region,
Brazil. We collected patient information, such as age,
sex, occupation, sample collection data, date of symp-
tom onset, and symptoms, from medical records. We
conducted all procedures in accordance with ethics
committee approval from the Federal University of
Roraima (approval no. 2.881.239) and the University
of Campinas (approval no. 5.625.875).

Next, we extracted RNA from all serum samples
and performed real-time reverse transcription PCR
(rRT-PCR) to detect RNA of MAYV, chikungunya
virus (CHIKV), Zika virus, dengue virus (DENYV),
and Oropouche virus. We also carried out viral iso-
lation in African green monkey kidney cells (Vero
CCL-81) with some positive samples. Then, we per-
formed sequencing by using the nanopore approach
(5) and conducted maximum-likelihood phylogenetic

"These senior authors contributed equally to this article.
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DISPATCHES

inferences (Appendix, https:/ /wwwnc.cde.gov/EID/
article/30/5/23-1406-App1.pdf).

Of 822 patients tested by rRT-PCR, 190 (23.1%)
were positive for >1 arbovirus (Appendix Figure 1).
We detected MAYV RNA in 28 (3%) patients, includ-
ing 15 (54%) patients from Boa Visla, the most popu-
lous municipality in Roraima State (Appendix Figure
2). Most (19 [68%]) MAYV cases occurred during Jan-
uary-July 2021. Among patients with rRT-PCR-con-
firmed MAYV, median age was 31 years (interquartile
range 26-43 years), and the male-to-female ratio was
1:5. The most common signs and symptoms reported
were fever and myalgia, both of which were reported
in 23 (82%) MAYV cases. Arthralgia was reported in
6 (21%) and rash in 3 (11%) cases. The median time
between symptom onset and sample collection inter-
val was 3 days (interquarlile range 1-4 days). Three
(11%) of the MAYV cases were in fishermen who had
direct contact with wildlife,

MK573243 Peru 2000
KP842807 Peru 1995

KP842794 Venezuela 2010

Next, we isolated 2 MAYYV strains in Vero CCL-81
cells, and we observed cytopathic effects (CPE) =30
hours after inoculation. Then, we performed 3 blind
passages and confirmed the viral isolation of 2 strains
by using rRT-PCR to detect viral RNA in the superna-
tant of culture cell passages exhibiling CPE. We ob-
served decreased cycle threshold values representing
increased viral loads between passages (Appendix
Figure 3). In addition, we confirmed MAYYV isolates
by using immunofluorescent staining (Appendix Fig-
ure 4). Subsequently, we used nanopore sequencing
to generate the nearly complete coding sequencing of
3 MAYYV strains (2 isolates and 1 directly from a clini-
cal sample). We obtained >90% of MAYV genomes
with a mean depth of coverage of >20-folds per nu-
cleotide. We submitted sequences to GenBank (acces-
sion nos. PP339762-PP339764).

The maximume-likelihood phylogenetic analysis
showed that the MAYV strains circulating in Roraima

KP842813 Peru 2011 Figure. Maximum-likelihood
phylogenetic tree of Mayaro
virus, Roraima State, Brazil,
2018-2021. Phylogeny is
midpoint rooted for clarity of
presentation. Bold text indicates
3 new Mayaro virus genomes.
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KP842808 Peru 2000
KP842815 Peru 2011
MKO070491 Peru 1997
KP842800 Peru 1995
KP842801 Peru 2006
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KY618130 Brazil 2011
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KY618136 Brazil 2008
KY618139 Brazil 2009
KY618132 Brazil 1981
KY618134 Brazil 1991
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MT227562 USA 1967
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KJ013266 French Guiana 2013

KP842810 Trinidad & Tobago1957

NCO003417 Trinidad & Tobago 1954
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Bootstrap values based on 1,000
replicates are shown on principal
nodes. Scale bar indicates

the evolutionary distance of
substitutions per nucleotide site.
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State in 2021 belong, to genotype D (widely dispersed)
(Figure). We identified no evidence of recombina-
tion in MAYV strains [rom Roraima Slale. The novel
MAYYV strains shared 98.6%-98.9% nucleotide sc-
quence identity with other genotype D strains. The
new slrains formed a distincl and highly supported
monophyletic clade (bootstrap support 100%) and
clustered with strains sampled in Peru and Venezuela
during 1995-2010.

Finally, we also detected CHIKV RNA in 16 (2%)
and DENV in 146 (17.8%) patients tested (Appendix
Figures 1, 5). This number includes 63 palients with
DENV serotype 1 and 89 patients with DENV sc-
rotype 2. Of those, we identified 6 (1%) cases with
co-detection of DENV-1 and DENV-2. We delecled
most (13 [81%]) chikungunya cases in patients with
febrile illness during January-July 2021, overlapping,
with the peak of deleclion for MAYV. Conversely,
dengue cases were predominantly confirmed (110
[75.3%]) in patients with fever during July 2019-
January 2020. All samples lested were negalive for
RNA of Zika virus, Oropouche viruses, and DENV
serotypes 3 and 4.

Conclusions

This study reports the active MAYV circulation
in humans during lhe concurrent chikungunya
and dengue epidemic in Roraima State, Brazil. We
found that the MAYV infection cases were caused
by genolype D, suggesling thal this widespread
genotype continued to circulate in the Amazon Re-
gion for >60 years. In addition, this same genotype
has been delecled in oulbreaks in Venezuela (6,7),
which, like Guyana, shares borders with Brazil
through Roraima State.

Arthralgia has been described as a major clinical
characteristic of human MAYV infection (8). How-
ever, only 21% of MAYV-positive patients reported
arthralgia in this study. Our dala suggesl thal labo-
ratory diagnosis of MAYV should be considered for
patients with febrile illness in MAYV-endemic areas,
even in the absence of clinical characlerislics typically
associated with MAYYV infection. We also found that
young adults and men account for most of the MAYV
infeclion cases, probably because of occupalional
exposure (9). Persons who work in forest environ-
ments (e.g., in mining, logging, and fishing) could be
a bridge Lo facililale the evenlual introduclion and es-
tablishment of MAYV transmission in urban settings
(7). Moreover, the implementation of augmented
molecular and genomic surveillance in human and
urban vector populations (i.e., Ae. aegypti and Ae.
albopictus mosquitoes) will be critical to monitor the
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potential establishment of MAYV in a human-ampli-
fied transmission cycle.

One limilation of our study is that we focused
on active MAYV infections by using a molecular ap-
proach; however, further serologic studies are needed
to determine the [raction of the populalion previously
infected. Serologic studies can shed light on the po-
tential effect of cross-protection between CHIKV and
MAYV in the Amazon Region (10). Moreover, the
higher percentage (76.9%) of samples negative for the
arboviruses tested shows that the metagenomic ap-
proach could be useful in further studies Lo delermine
the landscape of etiologic agents linked with febrile
illness in the triple border region (i.e., Brazil, Guyana,
and Venezuela). Furlher, we were unable Lo deler-
mine whether MAYV infections occurred in urban or
forest settings, and we have no follow-up information
on MAYV cases.

In conclusion, our study identified the active
co-circulation of MAYV, DENV, and CHIKV in
patients with febrile illness in Roraima Slale, Bra-
zil. These findings underscore the critical need
for continuous laboratory diagnosis for MAYV to
delermine the prevalence of MAYV in the Ama-
zon Region and the potential changes associated
with urbanization.
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DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 2.881.239

Apresentacgao do Projeto:

A Amazodnia Ocidental brasileira &€ constituida pelos estados de Amazonas, Acre, Ronddnia e Roraima
(Brasil, 1967), e detém aproximadamente 43% da extensdo da Amazédnia Legal do Brasil. Os arbovirus sdo
virus que necessitam de um artrépode vetor para completar seu ciclo biolégico, sendo transmitidos para
hospedeiros vertebrados que atuam como amplificadores no ciclo (KUNO; CHANG, 2005). Na Amazonia
brasileira, 210 espécies de arbovirus ja foram encontradas, sendo 16% capazes de infectar o homem
(CASSEB et al., 2013).Nos ultimos anos varios arbovirus foram identificados em surtos no Brasil, estando
alguns destes virus ligados a complicagbes ou sequelas nos pacientes. Varios surtos de Dengue foram
registrados no Brasil desde 1981, com registro de um surto massivo envolvendo 21 estados em 2010
(FARES et al.,, 2015). Os virus Chikungunya e Zika foram detectados no pais em 2014 e 2015,
respectivamente, e, posteriormente, o ultimo foi associado aoc aumento no numero de casos de microcefalia
no pais ao final de 2015 e outras malformacgdes congénitas (LIMA-CAMARA, 2016; SAAD et al,
2018).Roraima é uma importante localidade do ponto de vista epidemiolégico, por sua fronteira com paises
da América do Sul (Venezuela e Guiana) e proximidade ao Caribe, configurando entdo uma porta de
entrada para patogenos no territorio nacional. Historicamente, Roraima foi o estado brasileiro onde primeiro
se confirmou laboratorialmente um surto de dengue, com detecgdo dos sorotipos 1 e 4 entre 1981-1982
(OSANAI et al, 1983; ACOSTA et al., 2012). Com a reintrodu¢do do DENV-4 em Roraima (2010), a partir da
Venezuela, esta rota ganhou novo destaque. Interessantemente, Faria et al.
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(2017) encontrou fortes evidéncias moleculares de introdugdo do DENV-4 no Brasil a partir da regido Norte,
mais especificamente Roraima, em concordancia com as observagdes de Acosta et al. (2012). A exemplo do
DENV-4, varios casos importados de Febre do Chikungunya provenientes da Venezuela e Guiana foram
reportados no segundo semestre de 2014, reforcando a hipétese de Roraima como porta de entrada para
arbovirus.Os dados epidemioldgicos demostram a circulacdo continua do virus Dengue em Roraima de
1999 a 2015, com circulagdo de um ou mais sorotipos em todos os anos estudados e co-circulagédo dos
quatro sorotipos de DENV desde 2010, com excecdo de 2011, e alta incidéncia de casos da doenca
(ACOSTA et al., 2012; BRASIL, 2015, 2016, 2017). Em 2017 um grande surto de Febre do Chikungunya
ocorreu em Roraima, com notificagdo de 6504 casos provaveis e confirmacgdo laboratorial de 60,6% destes
(RORAIMA, 2018). Ainda assim, mais de 3.000 casos permanecem negativos para Dengue ou
Chikungunya, existindo a possibilidade de serem causados por outros arbovirus, ou por outros virus cuja
infeccdo humana leva a sintomas semelhantes. Cabe destacar que, em 2013, casos falso-negativos para
Dengue foram detectados entre amostras negativas para detecgao do antigeno NS1 por ELISA (ACOSTA et
al., 2014).Tendo em vista estes dados, a vigilancia virolégica de arbovirus se apresenta como fator crucial
para a definicdo de estratégias de combate, sendo importante a avaliagdo do papel dos vetores nos ciclos
de transmissdo. Estudos sobre a transmissao transovariana de arbovirus pode auxiliar no monitoramento e
detecgdo prévia de circulagdo viral. Um recente estudo no Amazonas revelou taxas de transmisséo
transovariana de virus Dengue em Ae. aegypti de 46% e taxa minima de infecgio pelo virus de 17,7/1000
larvas, além da detecgdo dos quatro sorotipos do virus Dengue (DA COSTA et al., 2017). Mosquitos adultos
infectados também podem ter papel importante na manutengéo de arbovirus no meio ambiente, devido a
transmiss&o venérea entre machos e fémeas da mesma espécie. Em 2016, foi registrada a existéncia de Ae.
aegypti adultos de ambos os sexos infectados pelo virus Zika no Rio de Janeiro (FERREIRA-DE-BRITO et
al., 2016) e, mais recentemente, pesquisadores da FIOCRUZ Amazonia verificaram a transmissdo venérea
do Zika entre mosquitos Ae. aegypti em condic¢des laboratoriais (PEREIRA-SILVA et al., 2018). Um estudo
anterior realizado em Roraima ndo encontrou evidéncias de transmissdo transovariana (ZEIDLER et al.,
2008), entretanto a técnica utilizada a época ndo apresentava a sensibilidade das técnicas de detecgado de
acidos nucléicos atuais.Considerando os fatos anteriormente mencionados, ha uma lacuna com relagao a
deteccgdo de arbovirus em Roraima, assim como dos efeitos nos hospedeiros e contribuigdo dos mosquitos
vetores. Estudos relacionados as caracteristicas ambientais, epidemiolégicas e moleculares destes
arbovirus podem embasar novas estratégias em Salde Publica, auxiliar na definicdo de estratégias de
combate aos vetores, assim
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como, permitir uma vigilancia virolégica, impactando positivamente, de forma direta ou indireta, a sociedade.

Metodologia Proposta: Amostragem: a coleta de mosquitos (adultos e larvas) e amostras biologicas de
pacientes somente sera realizada apos a assinatura do termo de consentimento pelos individuos envolvidos
na pesquisa. No caso dos pacientes, estes serdo consultados quanto ao uso de aliquota de material
bioldgico existente no Laboratorio Central de Saude Publica (LACEN-RR), sendo estas aliquotas
armazenadas em biorrepositério durante a pesquisa. Os dados obtidos em instituicbes parceiras serdo
fornecidos com garantia de sigilo da identidade de individuos de forma a preservar a privacidade e
confidencialidade dos mesmos. Pesquisa de arbovirus em mosquitos adultos e larvas: ovos de mosquito
serdo coletados em ovitrampas, eclodidos em laboratoério e mantidas até estadio larval L3/L4. Mosquitos
adultos serdo coletados utilizando-se aspirador de Nasci no intra e peridomicilio, posteriormente separados
por sexo e local de coleta. Larvas e adultos serdo separados em pools de 20 individuos e acondicionados a
-80°C até a extragdo de RNA. O RNA sera extraido dos pools macerando os individuos com Trizol LS,
seguindo o protocolo do fabricante. Os arbovirus serdo detectados por meio de PCR em tempo real e as
amostras positivas serdo sequenciadas com uso de primers especificos. Detecgdo e caracterizagéo de
arbovirus em pacientes com sindrome febril indiferenciada e em casos atipicos: Dados relacionados aos
casos de arbovirose confirmados (casos positivos) no LACEN-RR serdo coletados e as amostras
correspondentes serdo levadas para sequenciamento do material genético dos virus no Laboratdrio de
Biologia Molecular/UFRR. Os casos atipicos terdo arbovirus pesquisados no Laboratério de Biologia
Molecular/lUFRR por meio de RT-PCR em tempo real. As amostras negativas para dengue, zika ou
chikungunya destes dois fluxos serdo enviadas para Laboratério de Ecologia de Doengas
Transmissiveis/Fiocruz Amazodnia para pesquisa de arbovirus por metagendmica. Efeitos da infecgao
congénita por arbovirus: em casos de gestantes com infecgdo confirmada, os dados clinicos e socio-
demograficos de recémnascidos e das puérperas serdo coletados em unidades de salde, de forma a se
verificar associagdo entre a infecgdo e desfecho clinico. Em casos oportunos e obtido o consentimento,
amostras bioldgicas (sangue, amostras de placenta, corddo umbilical, tecidos provenientes do natimorto ou
feto) serdo coletadas para verificagdo de passagem dos virus pela barreira placentaria. Distribuicdo espago-
temporal em Boa Vista/RR: a partir de dados obtidos do SINAN e da pesquisa de arbovirus em mosquitos,
mapas de distribuicdo dos casos humanos e de pools de mosquito positivos serdo produzidos, com
cobertura bimestral dos dados. Andlises filogenéticas e estudo de rotas de introdugao: as
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sequencias nucleotidicas obtidas no estudo terdo a identidade do arbovirus confirmada em plataforma
internacional (ferramenta BLAST). Um dataset sera gerado com as sequencias obtidas e com sequencias de
outros estudos e analises filogenéticas serdo realizadas nos aplicativos BEAST e MEGA para verificar a
similaridade com outros isolados de estados brasileiros ou outros paises. Analises filogeograficas serao
realizadas com os mesmos datasets para verificacdo de rotas de introducdo/dispersao destes arbovirus nas
ferramentas BEAST em sua versdo mais recente.

Critério de Inclusdo: Pacientes admitidos em unidades de saude do estado de Roraima que apresentem
sinais e sintomas sugestivos para infecgdo por arbovirus, assim como mosquitos (adultos e larvas)
coletados em residéncia previamente escolhida com base em dados na Unidade de Vigilancia em Saude.
Critério de Exclusdo: Serdo excluidos deste estudo aqueles individuos que ndo possuam Ficha de
Notificacdo de Agravos de arboviroses (dengue, zika, chikungunya ou CID A90-A99) ou cujo material
biolégico apresente volume 300uL e que ndo assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ou
o Termo de Assentimento.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Estudar fatores ecoepidemioldgicos relacionados a arbovirus de importancia médica
circulantes no Estado de Roraima.

Objetivo Secundario: 1) Verificar a ocorréncia de transmissdo transovariana em larvas de mosquitos das
espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus; 2) Identificar arbovirus em mosquitos adultos naturalmente
infectados no municipio de Boa Vista;3) Investigar a presenga de arbovirus dos géneros Flavivirus e
Alphavirus e familia Peribunyaviridae (ex-Bunyaviridae) em amostras de pacientes com sindrome febril
indiferenciada; 4) Pesquisar a presenga de arbovirus em casos humanos atipicos, incluindo manifestagbes
neurolégicas e congénitas; 5) Caracterizar, por ferramentas moleculares, arbovirus presentes em
amostras de pacientes comprovadamente infectados; 6) Verificar os efeitos da infecgdo por arbovirus
durante a gestac&o e sobre o desenvolvimento de criancas nascidas de maes comprovadamente infectadas
por arbovirus; 7) Analisar a distribuicdo espaco-temporal de casos de infecgdo por arbovirus no municipio
de Boa Vista; e, 8) Inferir as dinamicas filogeograficas e caracteristicas filogenéticas de arbovirus
epidémicos no Estado de Roraima.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Durante a execugdo do projeto ha risco de constrangimento durante a coleta de material
principalmente a coleta de mosquitos e ou larvas nas residéncias e risco diminuido de
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identificagdo, ja que as amostras sdo provenientes de unidades de sadde, local onde ja ocorre a coleta de
exames para identificacdo da doencga. Beneficios: Entre os beneficios estdo a identificagdo do virus
causador de doenca, a promoc¢ao de agdes para combate de mosquitos vetores e indiretamente, o
planejamento de acfes para identificacdo e prevencdo de arbovirus.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa muito relevante, apresentou na versao 2 todas as adequagdes solicitadas por esse Comité de
ética em Pesquisa.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagdo obrigatéria constam no projeto de pesquisa.

Recomendacoes:

Nao ha recomendacdes necessarias

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Recomenda-se a aprovagéo do protocolo de pesquisa, pois ndo foram observados ébices éticos.

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1127415.pdf 13:20:20
Qutros Planilha_Publicacao_DOU_3893714196| 15/08/2018 |ISMAEL Aceito

383573 .pdf 13:19:09 |ALEXANDRE DA
SILVA
Projeto Detalhado / | Projeto_estudo_arbovirus. pdf 15/08/2018 |ISMAEL Aceito
Brochura 13:16:09 |[ALEXANDRE DA
| Investigador SILVA
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 15/08/2018 |ISMAEL Aceito
13:15:04 |ALEXANDRE DA
SILVA
Recurso Anexado Carta_pendencias_COEP.pdf 13/07/2018 |ISMAEL Aceito
pelo Pesquisador 00:28:22 |ALEXANDRE DA
SILVA
TCLE/ Termos de | TALE_arbovirus.pdf 13/07/2018 [ISMAEL Aceito
Assentimento / 00:27:20 |ALEXANDRE DA
Justificativa de SILVA
Auséncia NASCIMENTO
TCLE/Termos de | TCLE_arbovirus.pdf 13/07/2018 |ISMAEL Aceito
Assentimento / 00:26:57 | ALEXANDRE DA
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Justificativa de TCLE_arbovirus.pdf 13/07/2018 |NASCIMENTO Aceito
|Auséncia 00:26:57
TCLE/Termos de |TCLE_arbovirus_gravidas.pdf 13/07/2018 |ISMAEL Aceito
Assentimento / 00:25:57 |ALEXANDRE DA
Justificativa de SILVA
Auséncia NASCIMENTO
Outros TCUD.pdf 06/05/2018 |[ISMAEL Aceito
22:34:51 |ALEXANDRE DA
SILVA
Outros Termo_LACEN.pdf 02/05/2018 |Fabiana Granja Aceito
23:25:17

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

BOA VISTA, 09 de Setembro de 2018

Assinado por:

MANUELA SOUZA SIQUEIRA CORDEIRO
(Coordenador)
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Titulo da Pesquisa: ESTUDO ECOEPIDEMIOLOGICO DE ARBOVIRUS EM UM ESTADO DA AMAZONIA
OCIDENTAL BRASILEIRA

Pesquisador: Fabiana Granja

Area Tematica:

Versdo: 5
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Instituicdao Proponente: Instituto de Biologia - Unicamp
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.625.875

Apresentacao do Projeto:

O parecer inicial é elaborado com base na transcrigdo editada do conteudo do registro do protocolo na
Plataforma Brasil e dos arquivos anexados a Plataforma Brasil. Os pareceres de retorno, emendas e
notificagdes séo elaborados a partir do ultimo parecer e dos dados e arquivos da ultima versdo apresentada.
Trata-se de PROTOCOLO EM COPARTICIPAQAO (POc) originalmente aprovado pelo CEP da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE RORAIMA - UFRR em 08/03/2022.

Introdugdo: A Amazdnia Ocidental brasileira é constituida pelos estados de Amazonas, Acre, Rondénia e
Roraima (Brasil, 1967), e detém aproximadamente 43% da extensdo da Amazdnia Legal do Brasil. Os
arbovirus sdo virus que necessitam de um artrépode vetor para completar seu ciclo bioclégico, sendo
transmitidos para hospedeiros vertebrados que atuam como amplificadores no ciclo (KUNO; CHANG, 2005).
Na Amazodnia brasileira, 210 espécies de arbovirus ja foram encontradas, sendo 16% capazes de infectar o
homem (CASSEB et al., 2013).Nos ultimos anos varios arbovirus foram identificados em surtos no Brasil,
estando alguns destes virus ligados a complicagdes ou sequelas nos pacientes. Varios surtos de Dengue
foram registrados no Brasil desde 1981, com registro de um surto massivo envolvendo 21 estados em 2010
(FARES et al., 2015). Os virus Chikungunya e Zika foram detectados no pais em 2014 e 2015,
respectivamente, e, posteriormente, o Ultimo foi associado ao aumento no nimero de casos de microcefalia
no pais ao final de 2015 e outras malformagdes congénitas (LIMA-CAMARA, 2016; SAAD et al, 2018).
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Roraima é uma importante localidade do ponto de vista epidemiolodgico, por sua fronteira com paises da
América do Sul (Venezuela e Guiana) e proximidade ao Caribe, configurando entdo uma porta de entrada
para patégenos no territério nacional. Historicamente, Roraima foi o estado brasileiro onde primeiro se
confirmou laboratorialmente um surto de dengue, com deteccédo dos sorotipos 1 e 4 entre 1981-1982
(OSANAI et al, 1983; ACOSTA et al., 2012). Com a reintrodugdo do DENV-4 em Roraima (2010), a partir da
Venezuela, esta rota ganhou novo destaque. Interessantemente, Faria et al. (2017) encontrou fortes
evidéncias moleculares de introdugdo do DENV-4 no Brasil a partir da regido Norte, mais especificamente
Roraima, em concordancia com as observagdes de Acosta et al. (2012). A exemplo do DENV-4, varios
casos importados de Febre do Chikungunya provenientes da Venezuela e Guiana foram reportados no
segundo semestre de 2014, reforcando a hipétese de Roraima como porta de entrada para arbovirus.Os
dados epidemioldgicos demostram a circulagédo continua do virus Dengue em Roraima de 1999 a 2015, com
circulagdo de um ou mais sorotipos em todos os anos estudados e co-circulagdo dos quatro sorotipos de
DENV desde 2010, com excecdo de 2011, e alta incidéncia de casos da doenca (ACOSTA et al., 2012;
BRASIL, 2015, 2016, 2017). Em 2017 um grande surto de Febre do Chikungunya ocorreu em Roraima, com
notificacdo de 6504 casos provaveis e confirmagao laboratorial de 60,6% destes (RORAIMA, 2018). Ainda
assim, mais de 3.000 casos permanecem negativos para Dengue ou Chikungunya, existindo a possibilidade
de serem causados por outros arbovirus, ou por outros virus cuja infecgdo humana leva a sintomas
semelhantes. Cabe destacar que, em 2013, casos falso-negativos para Dengue foram detectados entre
amostras negativas para detecgdo do antigeno NS1 por ELISA (ACOSTA et al., 2014).Tendo em vista estes
dados, a vigilancia virologica de arbovirus se apresenta como fator crucial para a definicdo de estratégias de
combate, sendo importante a avaliagdo do papel dos vetores nos ciclos de transmiss&o. Estudos sobre a
transmissao transovariana de arbovirus pode auxiliar no monitoramento e detecgdo prévia de circulagédo
viral. Um recente estudo no Amazonas revelou taxas de transmissdo transovariana de virus Dengue em Ae.
aegypti de 46% e taxa minima de infecgdo pelo virus de 17,7/1000 larvas, além da detecgio dos quatro
sorotipos do virus Dengue (DA COSTA et al., 2017). Mosquitos adultos infectados também podem ter papel
importante na manutengéo de arbovirus no meio ambiente, devido a transmissé&o venérea entre machos e
fémeas da mesma espécie. Em 2016, foi registrada a existéncia de Ae. aegypti adultos de ambos o0s sexos
infectados pelo virus Zika no Rio de Janeiro (FERREIRA-DE-BRITO et al., 2016) e, mais recentemente,
pesquisadores da FIOCRUZ Amazdnia verificaram a transmissdo venérea do Zika entre mosquitos Ae.
aegypti em condigOes laboratoriais (PEREIRA-SILVA et al., 2018). Um estudo anterior realizado em Roraima
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encontrou evidéncias de transmissdo transovariana (ZEIDLER et al., 2008), entretantc a técnica utilizada a
época nao apresentava a sensibilidade das técnicas de detecg¢ao de acidos nucléicos atuais.Considerando
os fatos anteriormente mencionados, ha uma lacuna com relagdo a deteccao de arbovirus em Roraima,
assim como dos efeitos nos hospedeiros e contribuicdo dos mosquitos vetores. Estudos relacionados as
caracteristicas ambientais, epidemioldgicas e moleculares destes arbovirus podem embasar novas
estratégias em Saude Publica, auxiliar na definicdo de estratégias de combate aos vetores, assim como,
permitir uma vigilancia virolégica, impactando positivamente, de forma direta ou indireta, a sociedade.

DELINEAMENTO DA PESQUISA: Trata-se de estudo observacional, de carater transversal que inclui: 1)
detecgdo e caracterizagdo molecular de arbovirus em larvas e adultos de mosquitos, 2) Caracterizagdo
molecular dos arbovirus que podem estar infectando humanos infectados; e, 3) analise de dados
epidemiologicos desses pacientes notificados e/ou com sindrome febril. Serao envolvidas amostras de cerca
de 400 individuos que tenham sido diagnosticados com sindrome febril aguda do estado de Roraima,
coletadas junto ao Lacen/RR (Laboratérios Centrais de Saude Publica de Roraima), a partir de pacientes
atendidos entre janeiro de 2019 e dezembro de 2020.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras: Serdo utilizadas até 400 amostras armazenadas no Laboratério de Biologia Molecular
(LabMol) da Universidade Federal de Roraima (UFRR). Essas amostras foram ou serdo analisadas
previamente pelo Lacen/RR (Laboratorios Centrais de Sadde Publica de Roraima), a partir de pacientes com
sindrome febril e suspeita para arboviroses atendidos entre janeiro de 2019 a dezembro de 2020. Esses
pacientes foram ou serdo procedentes das comunidades distribuidas por todo estado de Roraima, podendo
ser consideradas uma representacao significativa de todo o estado. Para a realizagédo desse estudo as
amostras serdo encaminhadas ao Laboratério de Estudos de Virus Emergentes (LEVE) da Universidade
Estadual de Campinas para realizagdo das analises. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética Numero
do Parecer: 2.881.239 (certificado de apresentagio para consideragéo ética) de 09 de setembro de 2018.
Extragdo dos acidos nucléicos: As amostras serdo processadas no Laboratério de Estudos de Virus
Emergentes da Unicamp onde realizaremos a extragdo do RNA viral com o kit QlAamp Viral RNA mini kit
(Qiagen, EUA), seguindo as recomendacgdes do fabricante. Em todas as extragdes sera utilizada uma
amostra controle juntamente com as amostras dos pacientes sendo um controle negativo para evitar
contaminagdes durante esse processo. O produto de todas as extragdes sera
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analisado no espectrofotdmetro NanoDrop™ One/One (Thermo Fischer Scientific, EUA) para determinar a
absorbancia nos comprimentos de 230/260nm e verificar assim, a quantidade e qualidade do RNA obtido.
Rt-gPCR para 0s principais virus circulantes em Roraima Todas as amostras deste estudo serdo avaliadas
por RT-gPCR para investigacdo da presenca dos virus: ZIKV, DENV (1-4), CHIKV, MAYV e OROV, sendo
realizada a detecgdo por RT-PCR tempo real usando o kit TagMan RNA to-Ct 1-Step (Applied Biosystems,
EUA).

Sequenciamento nucleotidico de alto desempenho na plataforma lllumina: Submeteremos todas as
amostras negativas (em pool de 10) todas as positivas para OROV e MAYV ao sequenciamento de alto
desempenho para a determinagéo do viroma e/ou sequenciamento completo do genoma viral. Os extratos
de RNA com uma concentragdo 2ug em 50pl serdo enviados ao Laboratdrio Central de Tecnologias de Alto
Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na Universidade de Campinas. Em seguida, serdo
submetidos a transcri¢cao reversa com primers randdmicos e a enzima SuperScript Il (Invitrogen, EUA),
seguindo instrugbes do fabricante. Em seguida, os produtos da reagéo serdo purificados e construidas as
bibliotecas para o sequenciamento utilizando o kit Nextera® XT DNA Sample Preparation (lllumina, EUA),
conforme descrito pelo fabricante. Posteriormente, submeteremos as bibliotecas ao sequenciamento no
equipamento HiSeq 2500 (lllumina, EUA) utilizando o TruSeq DNA Sample Preparation. Os
sequenciamentos sero feitos por leitura “paired-end” com reads de 2x150bp, gerando aproximadamente
300 milhdes de reads por lane. Os dados gerados serdo analisados como andlise por bioinformatica como
descrito abaixo.

Montagem de genomas virais: Para a montagem dos genomas virais a partir dos dados gerados na
plataforma HiSeq 2500, utilizaremos a pipeline MetaViC (https://github.com/sejmodha/MetaViC). Esta
abordagem é dividida em duas etapas: remog¢ao de reads (sequéncias) ndo virais (Figura 1.a), e em seguida
montagens dos genomas com os reads filtrados (Figura 1.b). Posteriormente, os contigs serdo manualmente
separados a partir dos arquivos de saida dos montadores, para as analises posteriores. Apds a conclusio
do estudo, todos os dados primarios de sequenciamento serdo depositados e disponibilizados no Sequence
Read Archive (SRA) no NCBI. Também, todas as sequéncias virais obtidas serdo disponibilizadas no
GenBank.

Caracterizagdo gendmica dos virus: Para caracterizar o genoma ou genes virais, verificaremos as
sequéncias dos genomas virais manualmente quando necessario com o programa Geneious 9.1.2
(Biomatters, New Zealand). ORFs de genomas virais e massa molecular de cada uma das proteinas virais
identificadas serdo preditas com o programa Geneious 9.1.2. Para determinar dominios de proteinas serédo
utilizados os programas InterProScan e o Conserved Domain Database
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(MARCHLER- BAUER et al., 2004; ZDOBNOV; APWEILER, 2001). Também, regiées transmembranicas e
peptideo sinal serdo identificados com o TOPCONS webserver (BERNSEL et al., 2009). Motifs
caracteristicos serdo identificados com o programa Geneious 9.1.2 baseado no alinhamento com
aminoacidos.

Conjuntos de dados, alinhamento e determinacdo do melhor modelo estatistico: As espécies virais
identificadas serdo analisadas separadamente, e alinhadas a um conjuntoc de sequéncias de genomas virais
das mesmas familias virais disponiveis no Genbank. Cada conjunto de sequéncias sera submetido ao
programa DAMBE 6 para excluir sequéncias idénticas (XIA; XIE, 2001). Alinhamentos serdo feitos com os
programas MAFFT, Muscle ou RevTrans (EDGAR, 2004; KATOH et al., 2002; WERNERSSON;
PEDERSEN, 2003) e submetidos ao programa JModelTest (DARRIBA et al., 2012), e 0os aminoacidos ao
programa ProtTest3 (DARRIBA et al., 2011), para identificar os melhores modelos de substituigbes em
nucleotideos ou aminoacidos nas analises filogenéticas. Nestes programas sio implementados trés critérios
estatisticos para definir o melhor modelo estatistico, sédo eles: hLRT (hierarchical likelihood ratio tests), o AIC
(Akaike Information Criterion) e o critério BIC (Bayesian Information Criterion)

Arvores filogenéticas: Para inferir a classificagdo taxondémica dos novos virus, bem como seus processos
evolutivos, as arvores filogenéticas serdo construidas por métodos probabilisticos de maxima
verossimilhancga usando o programa IQ-TREE (NGUYEN et al., 2015). Andlises filogenéticas serao feitas
segundo o melhor modelo estatistico previamente definido. Os suportes estatisticos das arvores
filogenéticas serdo calculados com bootstrap para 1000 réplicas, visualizadas e editadas com o Figtree.
Andlise de recombinant

Analise de recombinantes e reassortments: Para identificar potenciais eventos de recombinacéo ou
reassortments serdo observados as topologias das arvores filogenéticas em conjunto com analises por
métodos Bootscan, Geneconv, Chiamera, MaxChi e RDP, com o programa RDP4 (MARTIN et al., 2015).
Nas analises com o RDP4 utilizaremos alinhamentos de regides codificantes completas, ou de todos os
genes dos virus segmentados concatenados.

Critérios de inclusdo (como descritos na PB): Pacientes admitidos em unidades de saude do estado de
Roraima que apresentem sinais e sintomas sugestivos para infec¢éo por arbovirus, assim como mosquitos
(adultos e larvas) coletados em residéncia previamente escolhida com base em dados na Unidade de
Vigilancia em Saude.

Critérios de exclusao (como descritos na PB): Serao excluidos deste estudo aqueles individuos que nao
possuam Ficha de Notificacdo de Agravos de arboviroses (dengue, zika, chikungunya ou CID A90-A99) ou
cujo material biologico apresente volume 300puL e que ndo assinarem o Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido ou o Termo de Assentimento.

Metodologia de analise de dados: Com a definicdo da espécie de arbovirus nos casos estudados serdo
analisadas possiveis prevaléncias de espécies, assim como a prevaléncia de sintomas por arbovirus e a
prevaléncia de sintomas por classificacdo da doenga, todas por meio do teste de ? (Chi-quadrado) ou exato
de Fisher. Os niumeros de casos causados por cada arbovpirus serdo comparados entre os anos, e também
conforme a presenca de sinais ou sintomas de casos graves, por meio do teste 2. O numero de sintomas
relatados serdo comparados entre os arbovirus por meio do teste t de Student. Em todos os testes
estatisticos sera considerado nivel de significancia de 5%, com o objetivo de verificar-se a existéncia de
substituicdo entre os sorotipos no periodo estudado. Os dados obtidos a partir do SINAN ou de prontuarios
dos pacientes assim como dados de pesquisa de arbovirus em larvas e mosquitos adultos serdo utilizados
para a constru¢do de mapas bimestrais, baseados na notificagdo de casos suspeitos de arbovirose, casos
confirmados de arbovirose em humanos e locais com detecgdo de arbovirus em larvas, de forma
sumarizada, para garantir a protecao da identidade de individuos arrolados no estudo. Os mapas permitirdo
compreender a distribuigcio espacgo-temporal dos arbovirus, assim como identificar possiveis fatores
relacionados a essa distribuigao.

Local de realiza¢do da pesquisa (Na Unicamp): LEVE-IB-UNICAMP.

Desfecho Primario: Estima-se compreender os fatores ecoepidemioldgicos e dos vetores e dos humanos, e
sua relagdo com arbovirus emergentes e/ou reemergentes que circulam em Roraima.

Obijetivo da Pesquisa:

Justificativa: As arboviroses sdo um grupo de virus que representam problemas na sociedade atual em
termos de salde puablica, estima- se que circulam ao redor do mundo aproximadamente 576 espécies de
arbovirus sem que haja uma fonte de prevengao efetiva para a maioria dos virus implicados (HUANG;
HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014). No Brasil, at¢ 0 momento foram
notificados 210 virus transmitidos por artrépodes, sendo um dos paises que abriga 0s maiores registros de
circulag@o de arbovirus no mundo e por consequéncia um dos paises que mais dispende e recursos no
ocidente para seu combate e controle (CASSEB et al., 2013; TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017). Roraima &
uns dos estados abrangidos pela floresta Amazénica, onde circulam uma grande diversidade de arbovirus,
causado graves problemas ndo sé para populagdo da zona urbana, mas também para populag¢éo indigena
dos arredores, acarretando sobrecarga no sistema de sadde publica e grandes perdas financeiras (ACOSTA
etal., 2012; IBGE, 2020; TRINDADE et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2001). Esse grande numero de
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arboviroses esta relacionado a diversos fatores que sustentam a circulagido desses virus no estado, como:
as condigbes ambientais que permitem a existéncia de uma ampla gama de vetores, somadas a vegetacéo
que engloba ndo so a floresta Amaz6nica mas também as savanas e as zonas de transi¢do entre biomas,
essa caracteristica peculiar chamada localmente de "Lavrado™ estd localizada ao norte da Amazdnia
Brasileira, regido denominada “Savanas da Guiana” formando uma grade complexo que ccorre nas
fronteiras do Brasil, Guiana e Venezuela. O clima, tipo de solo e flutuagdes nas dinamicas das aguas criam
intera¢des naturais nesse ambiente que promove rotas de dispersio e intercambio genetico muito especifico
para esse ambiente amazénico (BARBOSA et al., 2007). Esses fatores, contribuem para que Roraima
apresente-se como um estado hiperendémico para arboviroses e propicio para a detecgido de novos
arbovirus no pais (BARBOSA; MIRANDA, 2005; CASSEB et al., 2013; LOPES; NOZAWA; LINHARES,
2014). Além disso, outro problema que essa regido vem enfrentando desde 2015 foi o aumento crescente
do movimento migratério de venezuelanos para o Brasil pela fronteira com Roraima. A realidade dessa
migragao contempla desde circulagdo pendular, com sua entrada no Brasil e retornos constantes para a
Venezuela, mantendo sua permanéncia no Estado o que facilita o seu retorno, assim como os que utilizam o
Brasil como transito para outras localidades ou mesmo estabelecendo-se no territdrio brasileiro, essa
caracteristica pode ser facilitadora para a introdugdo e dispersdo de novos arbovirus (SILVA; JUBILUT,
2018).

Hipdtese: O estado de Roraima representa importante porta de entrada para arbovirus emergentes e
reemergentes, apresentando caracteristicas ecoepidemiolégicas diferentes daquelas observadas em outros
estados brasileiros.

Objetivo primario: Estudar fatores ecoepidemiolégicos relacionados a arbovirus de importancia meédica
circulantes no Estado de Roraima.

Objetivos secundarios: 1) Verificar a ocorréncia de transmissao transovariana em larvas de mosquitos das
espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus; 2) Identificar arbovirus em mosquitos adultos naturalmente
infectados no municipio de Boa Vista;3) Investigar a presencga de arbovirus dos géneros Flavivirus e
Alphavirus e familia Peribunyaviridae (ex-Bunyaviridae) em amostras de pacientes com sindrome febril
indiferenciada; 4) Pesquisar a presencga de arbovirus em casos humanos atipicos, incluindo manifestagbes
neurolégicas e congénitas; 5) Caracterizar, por ferramentas moleculares, arbovirus presentes em amostras
de pacientes comprovadamente infectados; 6) Verificar os efeitos da infecgdo por arbovirus durante a
gestacao e sobre o desenvolvimento de criangas nascidas de maes comprovadamente infectadas por
arbovirus; 7) Analisar a distribuigdo espacgo-temporal de casos de infecgéo por arbovirus no municipio de
Boa
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Vista; e, 8) Inferir as dinamicas filogeograficas e caracteristicas filogenéticas de arbovirus epidémicos no
Estado de Roraima.

Avaliacido dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores informaram quanto aos riscos e desconfortos previstos para os participantes da pesquisa
que “Durante a execugéo do projeto ha risco de constrangimento durante a coleta de material principalmente
a coleta de mosquitos e ou larvas nas residéncias e risco diminuido de identificagdo, ja que as amostras séo
provenientes de unidades de saude, local onde ja ocorre a coleta de exames para identificagéo da doenga”.
Os pesquisadores informaram quanto aos beneficios diretos previstos para os participantes da pesquisa que
“Entre os beneficios estdo a identificagdo do virus causador de doenga, a promogdo de agdes para combate
de mosquitos vetores e indiretamente, o planejamento de agdes para identificagdo e prevencéo de
arbovirus”.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A EQUIPE DE PESQUISADORES citada na capa do projeto de pesquisa e na PB inclui FABIANA GRANJA
(Graduac&o em Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas, Professora Associada da Universidade Federal de
Roraima — UFRR, Pesquisadora responsavel, Co-orientadora), JOSE LUIZ PROENCA MODENA (Graduado
em bacharelado e licenciatura em Biologia, Professor de Virologia do Departamento de Genética, Evolugao,
Microbiologia e Imunologia do IB-UNICAMP, Orientador), JULIA FORATO (Graduagido em Ciéncias
Biolégicas, Mestranda no PPG em Genética e Biclogia Molecular do IB-UNICAMP, Orientanda).

A pesquisa foi classificada na Grande Area 4 (Ciéncias da Saude) e tem como titulo pUblico “ESTUDO
ECOEPIDEMIOLOGICO DE ARBOVIRUS EM UM ESTADO DA AMAZONIA OCIDENTAL BRASILEIRA®.
A pesquisa nao foi classificada nas areas tematicas especiais.

A Instituicdo proponente do protocolo € o Instituto de Biologia da UNICAMP

O CENTRO DE PESQUISAS LEONIDAS E MARIA DEANE - FUNDACAO OSWALDO CRUZ foi listada
Instituicdo Coparticipante, assim como o Instituto de Biologia — Unicamp.

O cronograma proposto no projeto e prevé seis meses para conclusdo da pesquisa (presumidamente
apenas as etapas envolvendo o IB-UNICAMP).

O cronograma descrito na PB indica que a pesquisa foi iniciada em 01/06/2018 e sera concluida em
31/12/2022, em cerca de 55 meses (presumidamente o cronograma completo, relativo ao

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, 1° andar do Prédio | da Faculdade de Ciéncias Médicas

Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@unicamp.br

Pagina 08 de 13



86

-

(U UNICAMP - CAMPUS gz Plataforma

- CAMPINAS

CEPLMNIC.AMP
e e o e | -

F
[}
|

arsil

Continuagao do Parecer: 5.625.875

centro coordenador).

O orgamento descrito na PB informa que a pesquisa tera custo de R$ 431.500,00 para despesas de custeio
(Equipamentos, Material permanente e Material para rotina laboratorial) e que serd bancado pelo
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVAGAO.

Foi apresentado o Regulamento de Biorrepositério para a pesquisa: O material bioldgico a ser armazenado
sera constituido de amostras de soro humano. Essas amostras serdo armazenadas em freezer -80°C,
localizado(a) no Laboratdrio de Estudos de Virus Emergentes/IB/UNICAMP, Departamento Genética,
Evolugéo, Microbiologia e Imunologia, e identificadas por codigo especifico. O responsavel pela guarda das
amostras no IB é o pesquisador JoséLuis Proenga Modena. O prazo de armazenamento das amostras sera
de 12 meses, ap6s aprovacgédo e chegada da amostra. Ao final do prazo de armazenamento previsto
em(1(c)) ou estendido com autoriza¢do pelo CEP, o material bioldgico armazenado devera ser descartado e
destruido.

Havera uso de fontes secundarias de dados (prontuarios, dados demogréficos, etc) detalhado como “dados
coletados (dados de fichas de notificagdo, resultados de exames clinicos e laboratoriais e demais
documentos) serdo utilizados nesta pesquisa, sem informacgdes pessoais ou que permitam a identificacdo
dos participantes por pessoas externas ao projeto, ou por demais membros da equipe, com excegio dos
investigadores principais. Tais dados serdo suprimidos pelos 6rgdos publicos parceiros (LACEN-RR e
CGVS) antes do fornecimento dos dados em forma de planilha eletrnica. Tal procedimento visa garantir a
preservacéo da privacidade e a confidencialidade da identidade dos mesmos”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Os documentos e blocos de informacao utilizados para elaboragdo do parecer foram:

Registro do protocolo na Plataforma Brasil: Arquivo
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1909824.pdf” de 04/08/2022.
Carta resposta ao parecer: Arquivo “RespostaCOEPUNICAMP4.pdf’ de 04/08/2022.

Projeto de pesquisa: Arquivo “Projeto_MestradoCEP_v3.pdf’ de 04/08/2022.

Regulamento de biorrepositdrio: Arquivo “regulamento_de_biorrepositorio_JULIA_V2 pdf’ de 04/08/2022.
Foram apresentados ainda 19 arquivos de versdes anteriores do protocolo, que ndo foram avaliados para a
elaboracdo deste parecer.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

N&o ha mais pendéncia por resolver:

PENDENCIAS RELATIVAS AO PROJETO DE PESQUISA E AO REGISTRO DO PROTOCOLO NA PB:
Pendéncia (atendida em 28/06/2022)- A pendéncia "Cronograma Na PB n&o é claro qual fase sera realizada
na UNICAMP e sua respectiva data. No documento "Projeto_mestrado_Julia_Forato.pdf" as fases Envio das
amostras para Campinas Extracdo do RNA das amostras Quantificacdo das amostras Realizagdo de PCR
em tempo real para ZIKV Realizagdo de PCR em tempo real para DENV 1, 2, 3 e 4 Realizagdo de PCR em
tempo real para CHIKV Realizagdo de PCR em tempo real para MAYV Realizagdo de PCR em tempo real
para OROV Montagem das bibliotecas JA FORAM REALIZADAS NOS 3 PRIMEIROS BIMESTRES DE
2022, encerrando este més. Favor esclarecer e uniformizar documentos”. Resposta em 28/06/2022: “Projeto
de mestrado com as adequagdes do cronograma, aguardando a aprovac¢ao do CEP”. A inspe¢do do arquivo
do “projeto de pesquisa” informa que a pesquisa sera realizada em 6 meses em sua etapa no IB-UNICAMP.
O cronograma disposto na PB informa os prazos para o protocolo completo, incluindo as etapas na
UNICAMP, e sera concluido em 31/12/2022, o que é compativel com o cronograma descrito no projeto de

pesquisa, ainda que tenham sido descritos de modo distinto.

PENDENCIAS RELATIVAS AOS DEMAIS DOCUMENTOS DO PROTOCOLO:

Pendéncia (atendida em 04/08/2022)- Quanto ao prazo de estocagem, os pesquisadores informaram que
“Nessa nova resposta, uniformizamos todos os documentos como consta no Carta_anuencia_IB.pdf de
25/05/2022, dizendo que as amostras serdo descartadas ao final do estudo e envio delas para o local de
origem sera feito apenas caso solicitado”. No regulamento de biorrepositério os pesquisadores informaram
que “c) O prazo de armazenamento do material biolégico humano no Biorrepositdrio consta no cronograma
do projeto ao qual o Biorrepositério esta associado, e sera de 12 meses (1 ano) apés aprovagio e chegada
da amostra. Ao final do prazo de armazenamento previsto, o material bioldgico armazenado devera ser
descartado e destruido”. No item 1, “c) O prazo de armazenamento do material biolégico humano no
Biorrepositorio consta no cronograma do projeto ao qual o Biorrepositorio esta associado, e sera de 12
meses (1 ano) apds aprovacdo e chegada da amostra. Ao final do prazo de armazenamento previsto
em(1(c)) ou estendido com autorizagdo pelo CEP, o material biologico armazenado devera ser descartado e
destruido”. O modelo ajustado do Regulamento de Biorrepositdrio foi apresentado em arquivo PDF.
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Continuagao do Parecer: 5.625.875

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos andlise das
razes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou danc n&o previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacgdo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apés a data deste
parecer de aprovagdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugédo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos ap¢s o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor |Situagéo|
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Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/08/2022 Aceito

do Projeto ROJETO 1909824.pdf 16:27:22

Outros Projeto_MestradoCEP_v3.pdf 04/08/2022 |Fabiana Granja Aceito
16:23:16

Outros RespostaCOEPUNICAMP4 pdf 04/08/2022 |Fabiana Granja Aceito
16:22:42

Declaracdo de regulamento_de_biorrepositorio_JULIA_| 04/08/2022 |Fabiana Granja Aceito

Manuseio Material | V2.pdf 16:18:44

Bioldgico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Outros Resposta_COEP_UNICAMP_3.pdf 28/06/2022 |Fabiana Granja Aceito
16:32:22

Projeto Detalhado / | Projeto_mestrado_julia.pdf 28/06/2022 |Fabiana Granja Aceito

Brochura 16:28:20

Investigador

Declaragéo de regulamento_de_biorrepositorio_versac | 28/06/2022 |Fabiana Granja Aceito

Manuseio Material |_cepunicamp_Labmol.pdf 16:27:03

Bioldgico /

Biorepositdrio /

Biobanco

Solicitacdo Assinada | Recurso_Unicamp_2.pdf 25/05/2022 |Fabiana Granja Aceito

pelo Pesquisador 15:48:53

Responsavel

Declaragdo de Carta_anuencia_|B.pdf 25/05/2022 |Fabiana Granja Aceito

Instituicdo e 15:40:34

Infraestrutura

Declaragéo de Carta_de_anuencia_LEVE.pdf 25/05/2022 |Fabiana Granja Aceito

Instituigdo e 15:40:00

Infraestrutura

Declaracdo de Declaracao_dJulia_Forato.pdf 25/05/2022 |Fabiana Granja Aceito

Pesquisadores 15:39:40

Declaragéo de Declaracao_modena.pdf 25/05/2022 |Fabiana Granja Aceito

Pesquisadores 15:39:18

Parecer Anterior Parecer_CEP_UFRR.pdf 25/05/2022 |Fabiana Granja Aceito
15:38:58

Qutros Termo_de_acordo_cooperacao_LEVE_L| 26/04/2022 |Fabiana Granja Aceito

aBMol.pdf 16:41:57

Outros Projeto_mestrado_Julia_Forato.pdf 26/04/2022 |Fabiana Granja Aceito
16:40:24

Recurso Anexado Resposta_ CEP_UNICAMP.pdf 26/04/2022 |Fabiana Granja Aceito

pelo Pesquisador 16:39:12

Outros Planilha_Publicacao_DOU_3893714196 | 15/08/2018 |ISMAEL Aceito

383573 .pdf 13:19:09 [ALEXANDRE DA
SILVA
Projeto Detalhado | Projeto_estudo_arbovirus.pdf 15/08/2018 |ISMAEL Aceito

Enderego:
Bairro: Barao Geraldo
UF: SP

Telefone: (19)3521-8936

Municipio:

CEP: 13.083-887
CAMPINAS

Fax: (19)3521-7187 E-mail:

cep@unicamp.br
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{ Brochura Projeto_estudo_arbovirus.pdf 13:16:09 |DA SILVA Aceito
| Investigador NASCIMENTO
TCLE/Termos de | TALE_arbovirus.pdf 13/07/2018 | ISMAEL Aceito
Assentimento / 00:27:20 |ALEXANDRE DA
Justificativa de SILVA
Auséncia NASCIMENTO
TCLE / Termos de | TCLE_arbovirus.pdf 13/07/2018 [ISMAEL Aceito
Assentimento / 00:26:57 |ALEXANDRE DA
Justificativa de SILVA
Auséncia NASCIMENTO
TCLE / Termos de | TCLE_arbovirus_gravidas.pdf 13/07/2018 [ISMAEL Aceito
Assentimento / 00:25:57 |ALEXANDRE DA
Justificativa de SILVA
Auséncia NASCIMENTO
Outros TCUD.pdf 06/05/2018 [ISMAEL Aceito
22:34:51 |ALEXANDRE DA
SILVA
Outros Termo_LACEN.pdf 02/05/2018 |Fabiana Granja Aceito
23:25:17

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

CAMPINAS, 05 de Setembro de 2022

Assinado por:
jacks jorge junior
(Coordenador(a))
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9.4.

Declaracao de direitos autorais

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, j& publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertagdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
Epidemiologia molecular de arbovirus em pacientes com sindrome febril em
Roraima, nao infringem os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de
qualquer editora.

Campinas, de 23 abril de 2025

/féa Tl

Nome do( tor(a): Julia Forato
RG n.® 39,8203.344-5

A 4 / /DGQMLO/

Nome do(a) ori ntador(a Jose uiz Proenca Mddena
RG n.° 32.744 0p8-3
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