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RESUMO

A circulagdo de arboviroses como a chikungunya representa um desafio significativo
para a saude publica, especialmente em areas urbanas. A sobreposi¢ao de sintomas
dificulta o diagnostico clinico, ressaltando a necessidade de métodos laboratoriais
confirmatorios. Este estudo teve como objetivo caracterizar imunologica e
estruturalmente epitopos do virus chikungunya para conribuir no desenvolvimento de
um imunodiagnostico de IgA anti-chikungunya mais fidedigno. Foram analisadas 175
amostras sanguineas de pacientes com suspeita de arboviroses atendidos na Unidade de
Pronto Atendimento de Beira Mar, Duque de Caxias, entre janeiro e junho de 2018. A
prevaléncia de chikungunya foi de 53,71%, sugerindo um surto local. A idade mediana
dos pacientes foi de 41 anos, com predomindncia do sexo feminino (52,07%).
Clinicamente, pacientes com infectados apresentaram alta frequéncia de artralgia
moderada a intensa (96,8%) e artrite (81,9%). O mapeamento de epitopos lineares foi
realizado por sintese de peptideos em membrana de celulose e immunoblotting com soros
de pacientes positivos para o virus da chikungunya, identificando regides
imunorreativas em proteinas estruturais (capsideo, E3, E2, E1 e 6K) e em proteinas nao
estruturais (nsP1 a nsP4). A andlise in silico por Basic Local Alignment Search Tool
identificou seis epitopos especificos do virus sem reatividade cruzada com outros
patégenos humanos: LLSKVPKTDL (nsP1), FGAPNETFPITFGDF (nsP3),
LKKLQESASM (nsP4), SAVNKLTMRAVPQQK,

PRRNRKNKKQ e PKQKKQPPQKKPAQK (todos do capsideo). A predigao da estrutura
terciaria revelou que esses epitopos estdo em regides acessiveis e potencialmente
imunogénicas. Ensaios imunoenzimaticos mostraram que os peptideos 313 e 318
apresentaram a melhor capacidade discriminatéria, com Area sobre curva de 0,6825 e
0,6926, respectivamente, e p-valores significativos. Ambos demonstraram um bom
equilibrio entre sensibilidade e especificidade, e um Valor Preditivo Negativo forte,
indicando potencial para descarte da doenca. Os peptideos 314 € 315, por sua vez, tiveram
desempenho limitado. Este estudo contribui para o desenvolvimento de um
imunodiagnostico mais sensivel e especifico para CHIK, destacando o potencial de
epitopos especificos de IgA em proteinas estruturais € ndo estruturais.

Palavras-chave: Chikungunya, Epitopos, IgA, Imunodiagndstico, Reatividade Cruzada.



ABSTRACT

The circulation of arboviruses like Chikungunya presents a significant public health
challenge, especially in urban areas, where overlapping symptoms complicate clinical
diagnosis, highlighting the need for confirmatory laboratory methods. This study aimed
to immunologically and structurally characterize chikungunya virus epitopes to develop
a more reliable anti-CHIKV IgA immunodiagnostic. To achieve this, 175 blood samples
were analyzed from patients with suspected arboviral infections who attended the Urgent
Care Center of Beira Mar in Duque de Caxias, Brazil, between January and June 2018.
The prevalence of chikungunya was 53.71%, suggesting a local outbreak in the region;
the median age of patients was 41 years, with a female predominance (52.07%), and
clinically, patients showed a high frequency of moderate to intense arthralgia (96.8%)
and arthritis (81.9%). Linear epitope mapping was performed by synthesizing peptides
on a cellulose membrane and conducting immunoblotting with sera from chikungunya
virus-positive patients, identifying immunoreactive regions in both structural proteins
(capsid, E3, E2, E1, and 6K) and non-structural proteins (nsP1 to nsP4). In silico analysis
using Basic Local Alignment Search Tool identified six CHIKV-specific epitopes with
no cross-reactivity to other human pathogens: LLSKVPKTDL (nsPl),
FGAPNETFPITFGDF (nsP3), LKKLQESASM (nsP4),
SAVNKLTMRAVPQQK, PRRNRKNKKQ, and

PKQKKQPPQKKPAQK (all from the capsid protein). Tertiary structure prediction
revealed that these epitopes are located in accessible and potentially immunogenic
regions. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay assays using these peptides showed that
peptides 313 and 318 exhibited the best discriminatory capacity, with Areas under the
curve of 0.6825 and 0.6926, respectively, and significant p-values. Both demonstrated a
good balance between sensitivity and specificity and a strong Negative Predictive
Value, indicating their potential for ruling out the disease, while peptides 314 and 315
showed limited performance. This study significantly contributes to the development of
a more sensitive and specific immunodiagnostic, particularly in contexts of viral co-
circulation, by highlighting the potential of specific IgA epitopes in both structural and
non-structural proteins.

Keywords: Chikungunya, Epitopes, IgA, Immunodiagnosis, Cross-reactivity.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sdo doengas causadas por um grupo de virus conhecidos como
arbovirus (Arthropod-borne viruses), termo criado em 1942 para se referir a virus
transmitidos pela saliva contaminada de artrépodes durante o repasto sanguineo em
humanos ou animais. Os arbovirus capazes de infectar humanos pertencem,
majoritariamente, a cinco familias: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae
e Rhabdoviridae. Embora mais de 545 espécies de arbovirus sejam conhecidas, cerca de
150 sdo sabidamente patogénicas para humanos (LOPES et al. 2014; DONALISIO et al.
2017; IANI, 2021).

De modo geral, as arboviroses sdo zoonoses que ocorrem em ambientes silvestres,
com maior risco de infeccdo em individuos que mantém contato direto com os focos
naturais desses virus. Contudo, essas doencas vém se tornando cada vez mais prevalentes
em 4areas urbanas. A Dengue (DEN), por exemplo, destaca-se por sua ampla
distribuicao, recorréncia de surtos e associagdo a introdu¢ao de novos sorotipos ou
variantes de sorotipos ja existentes, o que se apresenta como um caminho similar para a
chikungunya (TONELLI e FREIRE, 2000). O crescimento global na incidéncia de
arboviroses tem sido impulsionado pela expansdo dos sistemas de transporte, adaptacdo
dos mosquitos vetores ao ambiente urbano, mudangas climaticas e aumento da
densidade populacional de vetores e somado a esses fatores, temos a cocirculacao de

arbovirus (ALVES et al. 2025; TEICH et al. 2017).

Seus vetores sdo primariamente o Aedes aegypti € o Aedes albopictus e sua
distribuicdo geografica ¢ fortemente influenciada pelo clima local, mas alteragdes
climaticas globais tém potencial para expandir essas areas de ocorréncia, contribuindo
para a disseminagdo das doencas (ALBARRAN et al. 2025). Casos de chikungunya
foram relatados em paises tropicais e subtropicais ao redor do mundo. Estudos indicam
que a regido mais afetada é o Sudeste Asidtico, seguido pelo Africa e as Américas.
Nesse cenario, o Brasil configura-se como ambiente propicio a presenga e a proliferacdo
de mosquitos vetores, o que favorece a circulagdo continua de arbovirus (DOS

SANTOS et al. 2025).

Atualmente, os principais arbovirus em circulacdo no Brasil sdo os virus
chikungunya (CHIKYV), dengue (DENV) e zika (ZIKV). O CHIKV pertence a familia
Togaviridae, enquanto o DENV e o ZIKV pertencem a familia Flaviviridae

(GREGIANINI ef al., 2017; DONALISIO et al., 2017).



Essas arboviroses representam um importante desafio para a saude publica, impactando
significativamente os sistemas de vigilancia e assisténcia. Os surtos recentes evidenciam
a fragilidade das estruturas sanitarias e a insuficiéncia das medidas de prevencdo e
controle, demandando investimentos urgentes em estratégias de combate, recursos

financeiros e ferramentas diagndsticas adequadas (QUEIROZ et al., 2020).

Os sintomas das arboviroses variam de manifestagdes leves, como febre, até
quadros graves, incluindo complicagdes hemorragicas, neurologicas e articulares. A
cocirculacao de diferentes arbovirus em uma mesma regido dificulta o diagnostico clinico
diferencial, sendo comum que casos graves sO sejam reconhecidos apds ampla
dissemina¢do do agente viral. Isso refor¢a a necessidade de métodos diagnoésticos
sensiveis e especificos (COSTA et al. 2017; CHAHAR et al. 2009). O impacto
socioeconomico dessas doengas ¢ relevante, principalmente no caso da febre
chikungunya (CHIK), cujos sintomas articulares podem persistir por semanas ou meses,

comprometendo a capacidade laboral dos individuos (SANTANA et al. 2021).

O CHIKV ¢ um Alphavirus de RNA de fita simples, com genoma de
aproximadamente 12 kb, reconhecido por sua capacidade artritogénica. Sua transmissao
ocorre por meio dos mosquitos Aedes aegypti e Ae. albopictus. O termo “Chikungunya”
deriva de uma lingua da Tanzania e significa “aqueles que se dobram”, em alusdo a
postura curvada dos pacientes durante a epidemia ocorrida entre 1950 ¢ 1953 (FIOCRUZ,

2015; DE SOUZA, 2019; AGARWAL et al. 2025).

No Brasil, os primeiros casos autoctones de CHIK foram registrados em 2014, nas
regidoes Norte e Nordeste, configurando um cenario epidemioldgico complexo, marcado
pela circulacdo simultanea de DEN, CHIK e ZIK. Essa situagdo reforca a necessidade de
estratégias integradas de vigilancia, combate vetorial e diagnostico eficaz (DA SILVA et
al. 2018). Trés genotipos de CHIK foram identificados no pais: Leste, Central e Sul-
Africano (ECSA), Asiatico e do Oceano Indico (IOL). Os genétipos do oeste africano (WA)
e ECSA sio endémicos na Africa Subsaariana, enquanto o IOL circula em regides da

Asia e das Américas (SILVA, 2018).

Apesar da reconhecida diversidade genética do virus chikungunya (CHIKYV), até
o momento, os estudos cientificos ndo demonstram que os diferentes gendtipos da
chikungunya causem quadros sintomadticos distintos. A apresentagdo clinica da doenga ¢

amplamente consistente entre as linhagens virais. a principal implicacdo das variacdes



genotipicas reside na susceptibilidade e na eficiéncia de transmissao viral em vetores. A
mutacdo na proteina E1-A226V, presente no genotipo ECSA, ¢ um exemplo primordial
dessa adaptacdo, pois confere ao virus uma maior capacidade de infec¢do e
disseminagdo. Essa adaptagdo vetorial tem sido crucial para a expansao geografica do
CHIKYV e a ocorréncia de grandes epidemias, mas nao implica em uma alteragao do perfil

sintomatico da doenga em pacientes humanos (RESCK et. 4/, 2024).

O diagnéstico das arboviroses pode ser realizado por meio da detecgao direta do
virus, de seus componentes ou de anticorpos especificos. As metodologias mais
empregadas incluem a reagdo em cadeia da polimerase por transcri¢ao reversa (RT-PCR),
considerada o padrdo ouro, e o ensaio de imunoadsor¢ao enzimatica (ELISA). Apesar da
existéncia de técnicas especificas, o elevado custo e a demanda por testes durante os
surtos frequentemente tornam o diagndstico clinico a principal abordagem (LACEN,

2017; COSTA et al. 2017; LICINIO e AYRES, 2021).

Os testes soroldgicos mais utilizados detectam anticorpos das classes IgM e IgG,
indicativos das fases aguda e tardia da infec¢do, respectivamente. A IgM aparece logo
apos o inicio dos sintomas e pode permanecer detectavel por semanas ou meses, enquanto
a IgG surge posteriormente e pode persistir por anos. No entanto, a imunoglobulina A
(IgA) tem se mostrado uma alternativa promissora para o diagnodstico precoce e especifico
das arboviroses, uma vez que pode ser detectada de forma mais rapida que a IgM e esta

presente na fase aguda da doenca (MORALES et al. 2021).

Estudos recentes, como o de Silva et al. (2018), investigam o uso de epitopos
sintéticos do CHIKV para aprimorar a acuracia dos testes soroldgicos, promovendo maior
especificidade no diagnostico diferencial em relagdo a outras arboviroses. De forma
complementar, a pesquisa de De Simone et al. (2023) reforca a importancia desses

epitopos como ferramentas diagndsticas e epidemiologicas.

O aumento da incidéncia das arboviroses no Brasil tem mobilizado esfor¢os
significativos por parte de estados e municipios. Nesse contexto, a investigagdo cientifica
continua e o desenvolvimento de exames diagndsticos rapidos, acessiveis e especificos
sdo essenciais para o enfrentamento de novas emergéncias epidemiologicas. Este estudo
propde a investigacdo do uso de epitopos sintéticos imunologicos para a deteccao de
anticorpos anti-CHIKV, com énfase na IgA, como alternativa diagndstica mais precisa e

eficiente para a saude publica.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. HISTORICO

O CHIK foi isolado pela primeira vez em 1953, durante um surto inicialmente
classificado como DEN, ocorrido na Tanzania. Desde os primeiros registros, foram
identificados dois padroes de transmissao da CHIK: um silvestre, com origem africana e
transmissdo por mosquitos do género Aedes albopictus, e outro urbano, predominante na
Asia, com transmissio realizada por Ae. aegypti. Dentro desses contextos de transmissao,
quatro gendtipos de relevancia epidemiologica foram descritos: o gendtipo da Africa
Oriental, Central e do Sul (ECSA), o genétipo da Africa Ocidental (WA), gendtipo
Asiatico e do Oceano Indico (IOL) (DONALISIO et al. 2015).

Apds o isolamento inicial, diversos surtos foram documentados em regides da
Africa e Asia, inclusive no subcontinente indiano. A partir de 2004, o CHIKV causou
epidemias relevantes no Quénia, nas Ilhas Comores e em La Réunion. Em 2005, o virus
expandiu-se da Africa Oriental para ilhas do Oceano Indico, importantes destinos
turisticos, onde desencadeou grandes surtos urbanos. Ao final desse ano, o CHIKV
atingiu o subcontinente indiano, com milhdes de pessoas infectadas. Ja em 2006,
observou-se o inicio da dispersdo viral para outras regides do globo, como Europa e
Américas, por meio de viajantes virémicos, sendo registrado, por exemplo, um surto na
Italia, associado a um viajante procedente da india (REZZA et al. 2007; VOLK et al.
2010).

Durante a epidemia nas ilhas do Oceano Indico, muitos turistas infectados
retornaram a seus paises de origem, contribuindo para a introducdo do CHIKV em
diversas regides, incluindo Itilia e Franca. Em alguns desses paises, como a Itélia, o
vetor Ae. albopictus, ja estava estabelecido ha vérios anos, com alta densidade
populacional. Essa situagdo gerou preocupacao, pois foi demonstrado que a cepa do
CHIKYV circulante no Oceano Indico apresentava mutagdes na proteina E1 do envelope
viral, no gendtipo ECSA, que favoreceram a adaptagdo ao Ae. albopictus. Essa mutagdo
contribuiu para a rapida disseminagdo do virus no Oceano Indico e, posteriormente, na
Asia e Europa, desencadeando uma epidemia global sem precedentes (REZZA et al.
2007). A introducao do CHIKYV nas Américas foi documentada em 2013, com registro
de transmissdo autoctone no Caribe, mais especificamente na Ilha de Saint Martin.
Ainda em dezembro daquele ano, a Ilha da Martinica relatou cerca de 50 casos

autdctones.



Em 2014, a transmissao expandiu-se para outras regioes, como Guadalupe, Sao

Bartolomeu, Dominica e Ilhas Virgens Britanicas (LEPARC-GOFFART et al. 2014).

No Brasil, os primeiros casos autoctones da CHIK foram confirmados em 2014,
nos municipios de Oiapoque (Amapa) e Feira de Santana (Bahia). A analise genética das
amostras identificou duas linhagens distintas: a asiatica no Amapa e a ECSA na Bahia
(DA SILVA, 2018). Ao final de 2014, foram confirmados 2.772 casos de infec¢do por
CHIKYV, distribuidos entre seis Unidades Federativas: Amapa (1.554 casos), Bahia
(1.214), Distrito Federal (2), Mato Grosso do Sul (1), Roraima (1) e Goias (1)
(HONORIO et al. 2015).

Durante o periodo de 2015 a 2018, o Brasil enfrentou um cenario epidemioldgico
complexo em relagdo a chikungunya, destacando a co-circulagdo das linhagens Asiatica
e ECSA do virus. O ano de 2016 foi marcado como o pico da epidemia nacional,
registrando um numero substancial de casos, especialmente na regido Nordeste do pais.
Nesse periodo, a doenga se espalhou rapidamente, afetando diversas areas € impondo um
grande desafio para a salde publica brasileira, com a linhagem ECSA-Americana
demonstrando uma notével expansdo para todas as cinco regides geograficas do Brasil,
indicando uma grande problematica relacionada a morbidade e a vigilancia

epidemioldgica em todo o territorio nacional (MOREIRA et. Al, 2023).

Figura 1: Linha temporal da disseminagao global do virus chikungunya
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A figura 1 ilustra a progressdo temporal e geografica dos principais eventos de identificagdo e
surtos do virus Chikungunya (CHIKV) ao longo das décadas. O marco inicial em 1952 assinala
a identificacdo do virus na Tanzania (Robinson, M. C., 1955). Nos anos 1950-1960, observa-se
a ocorréncia de surtos na Africa e Sudeste Asiatico (Lumsden, W. H. 1955). Entre 2004 e 2006,
a doenca se espalha para o Oceano Indico (Renault, P. et al, 2007). A partir de 2007, surtos séo
registrados na Europa (Rezza, G. ef al, 2007), culminando, entre 2013 e 2014, em sua

disseminagdo para o Caribe e as Américas (PAHO, 2014).

Apo6s a pandemia de COVID-19, as arboviroses, de maneira geral, perderam ainda
mais visibilidade, tanto por parte dos gestores de saude quanto da populagdo. Este
cenario representa um risco significativo, especialmente no contexto brasileiro, em que
as acdes de controle vetorial, campanhas de prevencdo e medidas de vigilancia
epidemioldgica ja ocorriam com limitagdes e baixos investimentos. Com a pandemia, tais
atividades foram ainda mais reduzidas. Somando-se a isso as condi¢des climaticas e os
periodos chuvosos, hd maior risco de reemergéncia dos surtos, seja pelo aumento real de
casos, seja pelo incremento nas notificagdes, que haviam diminuido em fungdo das

restricdes sanitarias (CAVALCANTE ef al. 2025).

Diante desse panorama, torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento e
aprimoramento de métodos diagnosticos rapidos, sensiveis, especificos e de menor custo,
que possam ser amplamente utilizados em servicos de satde, contribuindo para o

enfrentamento oportuno e eficaz da CHIK.
2.2. EPIDEMIOLOGIA
2.2.1. No mundo

A epidemiologia da CHIK no cendrio global ¢ frequentemente apresentada em
forma de histérico, dada a dificuldade de acesso a dados atualizados e, possivelmente,
pela subnotificacdo associada a negligéncia por parte de autoridades e unidades de satde.
A literatura registra os primeiros surtos da CHIK entre 1952 e 1953, na Tanzania, com
recorréncia de epidemias nas cinco décadas seguintes em regides da Africa e Asia. A
partir de 2004, um surto no Quénia propagou-se rapidamente para ilhas do Oceano Indico.
Nos dois anos subsequentes, mais de 500 mil casos foram notificados na Ilha da Reunido,
onde mais de um terco da populagdo foi infectada. A epidemia entdo se espalhou por
outras regides, com destaque para a India, onde aproximadamente 1,5 milhio de pessoas

foram acometidas. A transmissdo também foi registrada em paises como Indonésia,



Maldivas, Sri Lanka, Mianmar e Tailandia (OMS, 2020; IREKEOLA et al. 2022, RESCK
et al. 2024).

Em 2007, foi registrado o primeiro surto da CHIK na Europa, com cerca de 197
casos no nordeste da Italia, confirmando a capacidade de transmissao do virus pelo vetor
Ae. albopictus no continente. Em 2010, o virus seguiu sua expansao, atingindo novos
territorios como Taiwan e Estados Unidos, além de causar surtos recorrentes no Sudeste

Asiatico e na Ilha da Reuniao (OMS, 2020; IREKEOLA et al. 2022, LINDH et al. 2018).

O primeiro caso de transmissdo autoctone nas Américas foi documentado em
2013, na ilha de Saint Martin. Nesse mesmo ano, o Centro Europeu de Prevencdo e
Controle de Doencas (ECDC) notificou 72 casos em paises como Franca, Reino Unido e
Alemanha. Em 2014, a Europa vivenciou seu maior surto histérico da CHIK, com quase
1.500 casos, principalmente na Fran¢a e no Reino Unido. A Franga registrou, ainda,
quatro casos de transmissdo local no sul do pais. Simultaneamente, varios surtos foram
relatados em ilhas do Pacifico, como Ilhas Cook, Ilhas Marshall, Samoa, Samoa
Americana, Polinésia Francesa e Kiribati. Ao final daquele ano, mais de 1 milhdo de
casos suspeitos haviam sido notificados a Organizagdo Pan-Americana da Satde

(OPAS) (OMS, 2020; IREKEOLA et al. 2022, DE SOUZA et al. 2024).

Em 2015, o ECDC relatou uma reducdo no nimero de casos de CHIK na Europa
(624 casos), em comparagao com 2014. No Senegal, onde ndo havia registros desde 2010,
a circulagdo ativa do virus foi confirmada pelo Escritorio Regional Africano da OMS
(AFRO). Nas Américas, foram notificados 693.489 casos suspeitos e 37.480 casos
confirmados, com destaque para a Coldmbia, que concentrou 359.079 casos suspeitos,

numero inferior ao ano anterior (OMS, 2020; IREKEOLA et al. 2022, LIU et al. 2025).

Em 2016, a OPAS recebeu notificacdes de 349.936 casos suspeitos e 146.914
confirmados laboratorialmente, sendo o Brasil, Bolivia e Colombia os paises com maior
numero de casos, totalizando cerca de 300 mil casos suspeitos. A Argentina relatou sua
primeira transmissdo autoctone de CHIK, com mais de mil casos suspeitos. No Quénia,
um surto atingiu cerca de 1.700 pessoas. Na India, foram registrados aproximadamente
65 mil casos, enquanto na Europa os numeros permaneceram abaixo de 500 (OMS, 2020;

IREKEOLA et al. 2022, LIU et al. 2025).

Em 2017, o ECDC relatou ocorréncias da CHIK em 10 paises, com

aproximadamente 548 casos, dos quais 84% foram confirmados. Franca e Italia voltaram
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a apresentar transmissdo autoctone, reforcando a relevancia epidemioldgica da doenca
nesses paises. A Asia e as Américas seguiram como as regides mais afetadas. O Paquistdo
enfrentou um surto com cerca de 9 mil casos, e a India, cerca de 62 mil. Nas Américas e
Caribe, foram notificados 185 mil casos, dos quais mais de 90% ocorreram no Brasil, o
que acendeu um alerta nacional para o risco de novos surtos. Entre 2018 e 2020, surtos
de CHIK foram registrados no Sudao (2018), Iémen (2019), Camboja e Chade (2020)
(OMS, 2020; IREKEOLA et al. 2022, LINDH et al, 2018).

Os dados, de outubro de 2022, apontam 338.592 casos e 70 6bitos. O Brasil foi
responsavel por 240.344 casos, seguido pela India (93.113), Guatemala (1.434),
Tailandia (775) e Malésia (662). Quanto aos obitos, 68 foram registrados no Brasil, 1 no
Quénia e 1 nas Filipinas. Em relacdo a ultima atualizagao, houve um acréscimo de

aproximadamente 35 mil casos ¢ 10 mortes, indicando uma tendéncia de novos surtos,

sobretudo no Brasil (ECDC, 2022).
2.2.2. No Brasil

No Brasil, o CHIKV ¢ transmitido principalmente pelo vetor Ae. aegypti, tipico
de ambientes urbanos nas regides tropicais do pais. No entanto, ha relatos de
transmissdo também pelo Ae. albopictus, especialmente em areas rurais. Esse vetor tem
demonstrado crescente adaptacdo a ambientes urbanos e periurbanos, o que eleva

significativamente o risco de novos surtos de CHIK (CUNHA e TRINTA, 2017).

Como mencionado anteriormente, os primeiros casos da CHIK no Brasil
ocorreram no municipio de Oiapoque, no estado do Amapd, sucedendo a epidemia
registrada no Caribe em 2013. Estudos demonstram que duas cepas distintas foram
introduzidas no pais: a cepa asidtica, detectada inicialmente em Oiapoque, € a cepa
africana do gendtipo ECSA, identificada em um surto ocorrido em Feira de Santana,

Bahia (MARTINS et al. 2020).

Durante o ano de 2014, foram confirmados 2.772 casos de infeccdo pelo
CHIKYV, distribuidos em seis Unidades Federativas: Amapa (1.554 casos), Bahia
(1.214), Distrito Federal (2), Mato Grosso do Sul (1), Roraima (1) e Goias (1). Ao final
desse ano, o Ministério da Saude ja havia registrado 3.657 casos autéctones (HONORIO
et al. 2015). Em 2015, foram notificados aproximadamente 17.765 casos autdctones,
sendo 735 no Amapa, relacionados a linhagem asiatica, e 778 na Bahia, relacionados a

linhagem africana (BRASIL, 2015).



No ano de 2016, o Brasil registrou 271.824 casos provaveis da CHIK, com uma
taxa de incidéncia de 133,0 casos por 100 mil habitantes; desses, 151.318 (55,7%) foram
confirmados. A regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia (415,7/100 mil
hab.), com destaque para os estados do Rio Grande do Norte (723,1), Ceard (537,7),
Pernambuco (522,3), Alagoas (514,8) e Paraiba (503,0). Até o final desse ano, foram
confirmados 196 obitos por CHIK, distribuidos entre os seguintes estados: Pernambuco
(58), Rio Grande do Norte (37), Paraiba (34), Ceara (26), Rio de Janeiro (13), Alagoas
(10), Maranhao (8), Bahia (5), Sergipe (2), Piaui (1), Amapa (1) e Distrito Federal (1)
(BRASIL, 2016).

Em 2017, a regido Nordeste manteve o maior nimero de casos provaveis
(130.910; 76,1%), seguida pelas regides Sudeste (22.789; 13,3%), Norte (14.888; 8,7%),
Centro-Oeste (3.081; 1,8%) e Sul (262; 0,2%). No mesmo ano, destacaram-se o Ceara
(1.187,4 casos/100 mil hab.) e Roraima (673,2 casos/100 mil hab.) em termos de
incidéncia. Houve também a confirmagdo de 99 obitos por CHIK, com maior

concentra¢do nos meses de abril (25,3%) e maio (34,3%) (BRASIL, 2017).

Ja em 2018, a regido Sudeste concentrou a maioria dos casos provaveis (38.661;
59,1%), seguida pelas regides Centro-Oeste (13.450; 20,6%), Nordeste (8.488; 13,0%),
Norte (4.570; 7,0%) e Sul (226; 0,3%) (BRASIL, 2018).

Em 2019, ano marcado pelo inicio da pandemia de COVID-19, foram notificados
129.349 casos provaveis de CHIK no pais, com uma taxa de incidéncia de 61,6 casos por

100 mil habitantes. As regides Sudeste e Nordeste foram as mais afetadas (SES, 2019).

As arboviroses tém se consolidado como um dos principais desafios de saude
publica no Brasil. O cenario epidemioldgico nacional ¢ marcado pela circulagdo
simultanea dos quatro sorotipos do DENV, além da cocirculacdo do CHIKYV (a partir de
2014) e do ZIKV (a partir de 2015), contribuindo para o aumento da morbimortalidade
associada a essas infecgdes. De acordo com o Boletim Epidemiologico n°® 33, entre 2008
e 2019 foram notificados mais de 11,6 milhdes de casos de arboviroses no Brasil, com
mais de 7 mil 6bitos confirmados. Embora a DEN represente a maior carga de casos, ndo
se pode negligenciar o impacto de CHIK e ZIK, especialmente em virtude das
complicagdes tardias que podem ser observadas, como sera discutido neste estudo.

Conforme apresentado na Figura 2, os anos com maior numero de casos de arboviroses

foram 2015, 2016 e 2019 (BRASIL, 2020).



Figura 2. Casos provaveis de arboviroses por ano.
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Fonte: Sinan Net e Online/ IBGE — atualizado em 02/07/2022.

De acordo com a Figura 3, observa-se que as maiores taxas de letalidade por CHIK
ocorreram nos anos de 2016 ¢ 2017. Para o calculo da letalidade, foi considerada a
proporcao entre o numero de 6bitos confirmados e o total de casos provaveis notificados

(BRASIL, 2020).

Figura 3. Taxa de letalidade por DEN, CHIK e ZIK no Brasil, 2008 a 2019.
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Fonte: Sinan Net e Online/IBGE — atualizado em 02/07/2020.
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Entre 2015 € 2019, foram confirmados 593 6bitos por CHIK com base em critério
laboratorial. Em 2019, os obitos foram confirmados tanto por critérios laboratoriais
quanto clinico-epidemiologicos. Embora casos tenham sido registrados em todas as
regides do pais, 96% dos 6Obitos ocorreram nas regides Nordeste e Sudeste (Quadro 1)

(BRASIL, 2020).

Quadro 1: Distribui¢ao dos 6bitos confirmados de CHIK por regido no Brasil.

Obitos confirmados

Regiao Total
2015 2016 2077 2018 2019

Norte 0 1 7 1 0 9
Nordeste n 219 162 13 30 435
Sudeste 5 17 21 22 70 135
Sul 0 0 0 1 0 1
Centro Oeste 0 2 2 8 1 13
Brasil 16 239 192 45 101 593

Fonte: Sinan Net e Online — atualizado em 10/07/2020

Entre 2015 e 2019, foram confirmados 593 o6bitos por CHIK. Esses oObitos
ocorreram em individuos de ambos os sexos, com 51% no sexo masculino € 49% no sexo
feminino, indicando a auséncia de predilecao viral por gé€nero. A andlise estratificada por
faixa etaria e sexo revelou distribui¢ao dos 6bitos em todas as faixas etdrias, com maior
concentracdo entre individuos de 40 a 59 anos e com 60 anos ou mais. Nas faixas de 20
a 39 anos e de 40 a 59 anos, observou-se ligeira predominancia do sexo feminino. Tal
padrao pode estar relacionado a fatores comportamentais, como o uso de vestimentas mais
expostas em regioes de clima quente, o que aumenta a suscetibilidade a picada do vetor

(Figura 4) (BRASIL, 2020).
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Figura 4: Numero de obitos por CHIK, segundo faixa etéria e sexo, Brasil, 2015 a 2019.
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Fonte: Sinan Online e Net/IBGE — atualizado em 10/07/2020.

Em relagdo a taxa de letalidade causada pela CHIK, observa-se maior letalidade
em criancas menores de 1 ano e em individuos com 60 anos ou mais, em todos 0s anos
analisados até¢ 2019 (Figura 5) (BRASIL, 2020). O coeficiente de mortalidade também
foi consistentemente mais elevado na populagdo com 60 anos ou mais ao longo de todo o
periodo. Ao comparar o risco de morte por CHIK entre individuos com idade igual ou
superior a 60 anos e aqueles com menos de 60 anos, verifica-se que o risco relativo foi
maior no grupo mais idoso em todos os anos avaliados, sendo 2015 o ano com o maior

risco registrado (Quadro 2) (BRASIL, 2020).

Figura 5. Taxa de letalidade de CHIK por faixa etéria, 2015 a 2019
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Fonte: Sinan Online e Net/IBGE — atualizados em 10/07/2020.
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Quadro 2. Comparac¢ao do coeficiente de mortalidade de CHIK entre grupos etarios (<60

anos e > ou = 60 anos), por ano no Brasil, de 2015 a 2019.

<60 anos 260 anos
Ano An e o 240 o RR
Obitos confirmados Coef. de mortalidade Obitos confirmados Coef. de mortalidade
2015 4 0,00 n 0,05 20,7
2016 98 0,05 142 0,57 10,5
2017 63 0,03 129 0,50 14,3
2018 27 0,01 18 0,07 45
2019 A 0,02 60 0,21 95

Mortalidade (nimero de dbitos confirmados dividido pela populacdo x 100.000)
Risco Relativo (razao entre os coeficientes de mortalidade 260 anos e <60 anos)

Fonte: Sinan Online e Net/IBGE — atualizados em 10/07/2020

A mediana de idade dos dbitos por CHIK no Brasil variou ao longo do periodo

analisado, mantendo-se, na maioria dos anos, acima de 65 anos. A exce¢ao foi observada

em 2018, quando a mediana de idade dos obitos foi de 46 anos (Figura 6) (BRASIL,

2020).

Figura 6: Mediana de idade dos 6bitos de CHIK, 2015 a 2019.
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Fonte: Fonte: Sinan Online e Net/IBGE — atualizados em 10/07/2020.

Para finalizar a andlise do periodo de 2014 a 2019, observa-se que as

comorbidades mais frequentemente associadas aos obitos por CHIK foram hipertensdo

arterial sist€émica e diabetes mellitus. Contudo, a auséncia de comorbidades foi registrada

em 79% dos obitos de individuos com menos de 60 anos e em 40% daqueles com 60 anos
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ou mais. Esses dados sugerem que, embora as comorbidades possam representar fatores
de risco adicionais, a CHIK apresenta potencial letal mesmo na auséncia de condi¢des

clinicas preexistentes (Figura 7) (BRASIL, 2020).

Figura 7. Comorbidades nos 6bitos de CHIK, por grupos etarios no Brasil, 2015 a 2019.
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F onte: Sinan Online e Net/IBGE — atualizados em 10/07/2020

Até a semana epidemiologica (SE) 46 de 2020, foram notificados 78.808 casos
provaveis de CHIK no Brasil, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 37,5 casos por
100 mil habitantes. As regides Nordeste e Sudeste apresentaram novamente as maiores
taxas de incidéncia, com 99,4 e 22,7 casos por 100 mil habitantes, respectivamente

(Figura 8) (SVS, 2020).

Figura 8: Curva epidémica dos casos provaveis de CHIK.
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*Dados referentes a SE 46

Fonte: Sinan Online — atualizado em 11/11/2020.
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Em 2020, foram confirmados 25 o6bitos por CHIK por critério laboratorial e 19
por critério clinico. At¢ a SE 26, 18 6bitos (72%) haviam sido confirmados, com
distribuicdo nos estados da Bahia, Paraiba, Maranhdo, Ceara, Rio Grande do Norte,

Espirito Santo, Rio de Janeiro e Mato Grosso.

Em 2021, foram registrados 95.852 casos provaveis de CHIK no Brasil, resultando em
uma taxa de incidéncia de 44,9 casos por 100 mil habitantes, o que representa um aumento
de 32,6% em relacdo ao ano anterior. A Regido Nordeste apresentou a maior taxa de
incidéncia (115,2 casos/100 mil habitantes), seguida das regides Sudeste (29,3 casos/100
mil habitantes) e Centro-Oeste (7,6 casos/100 mil habitantes) (Quadro 3) (BRASIL,
2021).
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Quadro 3. Numero de casos provaveis e taxa de incidéncia (/100 mil hab), de DEN,

CHIK até a SE 51, e ZIK, por Regido e UF no Brasil, 2021.

Dengue SE 51 Chikungunya SE 51 Zika SE 47
R iéo UF ega e a8 o P
- 05 (i) T (asmopmion) % (asompmptiid)
Norte 38768 205,0 1298 6,9 663 351
Rondonia 2185 120,4 144 79 59 33
Acre 14456 1.594,0 246 271 266 29,3
Amazonas 8.478 1985 168 39 108 25
Roraima 3 20, 47 72 28 43
Para 4.650 53,0 256 29 50 0,6
Amapa 270 30,8 81 92 51 58
Tocantins 8.598 534,9 356 221 101 63
Nordeste 132877 2304 66.430 ns2 4.536 79
Maranhao 1269 177 197 28 70 1,0
Piaui 3.534 107,4 28 69 56 17
Ceara 36.005 389,6 1308 14,2 387 42
Rio Grande do Norte 4.276 1201 4744 1332 408 ns
Paraiba 15.922 3922 10.37% 255,5 1.448 357
Pernambuco 38.679 3998 31.828 329,0 566 59
Alagoas 7.268 216,0 492 14,6 196 58
Sergipe 1339 573 3363 143,8 452 193
Bahia 24,585 164,1 13.896 92,7 953 64
Sudeste 192.988 2153 26231 293 510 0,6
Minas Gerais 23.046 1076 5.640 26,3 97 05
Espirito Santo' 8.263 201, 1.630 397 276 6,7
Rio de Janeiro 2843 16,3 549 31 58 03
Sao Paulo 158.836 3405 18.412 39,5 4] 02
Sul 67.066 20,6 627 2] o 0,4
Parana 36.693 316,4 193 17 14 0]
Santa Catarina 19.886 no 116 16 28 04
Rio Grande do Sul 10.487 915 318 28 68 06
Centro-Oeste 103.044 616,8 1266 7.6 32 19
Mato Grosso do Sul 11193 3942 181 6,4 57 2,0
Mato Grosso 21150 5929 195 55 22 62
Goias 55.504 7702 680 9,4 33 05
Distrito Federal 15197 4911 210 6,8 12 04
Brasil 534.743 250,7 95.852 44,9 6343 29

Fonte: Sinan Online — atualizado em 27/12/2021.

Até a SE 35 de 2022, foram notificados 162.407 casos provaveis de CHIK no

Brasil, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 76,1 casos por 100 mil habitantes.

Em comparagdo ao mesmo periodo de 2019, observou-se um aumento de 35,8% no

nimero de casos, e, em relacdo a 2021, o aumento foi de 89,4% (Figura 9). No ano de

2022, a Regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia (243,7 casos/100 mil

16



habitantes), seguida pelas regides Centro-Oeste (34,2 casos/100 mil habitantes) e Norte
(25,3 casos/100 mil habitantes).

Os municipios com os maiores registros de casos provaveis de CHIK até a
respectiva semana foram: Fortaleza/CE, com 18.375 casos (679,7 casos/100 mil
habitantes); Macei6/AL, com 4.331 casos (419,8 casos/100 mil habitantes); Brejo
Santo/CE, com 3.625 casos (7.221,8 casos/100 mil habitantes); Crato/CE, com 3.389
casos (2.530,7 casos/100 mil habitantes); Salgueiro/PE, com 3.006 casos (4.883,0
casos/100 mil habitantes); Juazeiro do Norte/CE, com 2.885 casos (1.036,8 casos/100 mil
habitantes); e Petrolina/PE, com 2.741 casos (762,7 casos/100 mil habitantes).

Até o momento, foram confirmados 64 o6bitos por CHIK no pais, sendo que o
estado do Ceara concentrou 46% (30) desses Obitos. Ressalta-se que 45 O6bitos

permanecem em investigacdo (Figura 10 e Quadro 4) (BRASIL, 2022).

Figura 9. Curva epidémica dos casos provaveis de CHIK, por semana epidemiologica de

inicio de sintomas no Brasil, 2019 a 2022.
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Fonte: Sinan Online — atualizado em 05/09/2022.
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Figura 10. Taxa de Incidéncia de CHIK durante a SE 35 no ano de 2022
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Quadro 4. Numero de casos provaveis, taxa de incidéncia (/100 mil hab) e variacao de

DEN e CHIK até¢ a SE 35 e ZIK até a SE 32, por regido e UF, Brasil, 2022.

Dengue SE 35 Chikungunya SE 35 Zika SE 32
Regido/UF Incidéncia Incidéncia Incidéncia
Casos (casos/100 Casos (casos/100 Casos (casos/100
mil hab.) mil hab.) mil hab.)

Norte 43.037 216 4784 253 561 297
Rondonia 10.408 5734 163 9,0 35 19
Acre 2.868 3163 61 6,7 8 09
Amazonas 2734 64,0 147 34 199 47
Roraima “« 63 80 123 6 09
Para 5.651 64,4 299 34 73 08
Amapa 192 219 29 33 19 22
Tocantins 21043 13154 4.005 2492 2 137
Nordeste 2978 3985 140513 2437 84m 14,6
Maranhao 6.403 89,5 2.044 286 327 46
Piaui 24.626 748,7 8.996 235 205 6.2
Ceara K291 4650 49307 5336 663 72
Rio Grande do Norte 40.039 124 4 13.530 380,0 4.018 1ms
Paraiba 27950 6884 18131 446,6 881 217
Pernambuco 21.950 269 19.889 2056 510 53
Alagoas 28.084 8345 8165 2426 681 202
Sergipe 5.019 2146 isu 1502 148 63
Bahia 32735 2184 16.939 13,0 978 6,5
Sudeste 3101 4944 10731 2,0 452 05
Minas Gerais 85.502 3993 218 337 78 04
Espirito Santo’ 7.618 1854 1.085 264 250 61
Rio de Janeiro 1on2 519 607 35 34 02
Sao Paulo 339.869 7286 1821 39 90 02
Sul 309513 10180 659 22 26 07
Parana 156.699 13510 280 24 19 02
Santa Catarina 86.286 11758 148 20 50 07
Rio Grande do Sul 66.528 580,2 piy| 20 157 14
Centro-Oeste 31984 18673 5720 342 266 16
Mato Grosso do Sul 21763 766,5 i 26 42 15
Mato Grosso 2.754 9182 303 85 140 39
Goids 195202 2.708,7 41 5713 70 10
Distrito Federal 62.265 20122 545 17,6 % 05
Brasil 1337413 622,0 162.407 76, 9.916 46

Fonte: Sinan Online - atualizado em 05/09/2022.

Os dados mais recentes evidenciam um aumento progressivo no nimero de casos
de CHIK em comparagdo aos anos anteriores, especialmente durante o periodo da
pandemia de COVID-19. Esse cendrio sugere que a emergéncia sanitaria global

contribuiu para a negligéncia no enfrentamento das arboviroses, com impacto direto na
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vigilancia, prevencao e controle dessas doengas. A reducdo nas agdes de combate ao
+vetor, a diminui¢do das estratégias preventivas e as falhas nos sistemas de notificagdo
podem ter favorecido esse aumento expressivo de casos, acendendo um alerta ndo apenas

para o ano de 2022, mas também para os anos subsequentes.
2.3. AGENTE ETIOLOGICO E REPLICACAO VIRAL

O CHIKV pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus, e integra o
complexo antigénico da Floresta Semliki, que inclui outros virus como Mayaro,
O'Nyong-nyong e Ross River, todos com potencial para causar infec¢gdes em humanos
(CUNHA e TRINTA, 2017). O CHIKV apresenta genoma de RNA de fita simples com
sentido positivo (+ssRNA) e ¢ classificado como um virus de pequeno porte, com
diametro variando entre 60 e 70 nm. A particula viral possui morfologia esférica,

composta por 240 copias de proteinas do capsideo e envolta por um envelope lipidico.

O genoma do CHIKV possui cerca de 11 kb de comprimento, sendo
aproximadamente 7 kb responsaveis pela codificagdo de quatro proteinas nao estruturais
(nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), envolvidas na replicagdo viral, e cerca de 4 kb destinados a
codificacdo de cinco proteinas estruturais: capsideo (C), envelope 1 (E1), envelope 2 (E2),
E3 e 6K (NGUYEN et al. 2015) (Figura 11).

Figura 11. Estrutura Fisica e Genética do virus chikungunya

B Virion structure C Envelope

glycoprotein i e
spike 9 B iy
structures ‘ 4.' ‘

A&\ ‘
i ".ﬁ
e

A

Fonte: WEAVER e LECUIT (2015).

Dessa forma, aproximadamente dois ter¢os do genoma do CHIKYV, localizados na

extremidade 5°, apresentam uma estrutura de capeamento de RNA composta por uma 7-
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metilguanosina (cap 5’), que precede a regido codificadora de uma poliproteina
precursora nao estrutural. Esta poliproteina € posteriormente clivada em quatro proteinas
ndo estruturais: nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4 (Figura 11), todas diretamente envolvidas nos

processos de replicacdo viral.

A proteina nsP1 atua como uma enzima citoplasmatica com atividade de
capeamento do RNA viral e participa na sintese da fita negativa durante a replicagdo. A
nsP2 possui dois dominios funcionais, com atividades de helicase e protease, além de
desempenhar papel crucial no desligamento da transcri¢do da célula hospedeira. A nsP3
¢ essencial para a sintese de RNA de fita negativa, e a nsP4 atua como uma RNA

polimerase dependente de RNA (RdRp), catalisando a replicacdo do genoma viral.

Na extremidade 3° do genoma, encontra-se uma cauda de poliadenilato (poli-A),
precedida por um subgenoma que da origem ao mRNA 268, responsavel pela traducao
das proteinas estruturais do CHIK (Figura 12). Esse mRNA codifica a poliproteina
estrutural, posteriormente processada em cinco componentes: as glicoproteinas de
envelope E1 e E2, a proteina do capsideo (C) e os peptideos menores E3 ¢ 6K. A
superficie viral ¢ caracterizada por espiculas (picos) compostas por trimeros de
heterodimeros formados pelas glicoproteinas E1 e E2, ancoradas na bicamada lipidica do
envelope viral. A glicoproteina E2 estd exposta na superficie viral e desempenha papel
central na interacdo com receptores celulares, promovendo a adesdo do virus a célula
hospedeira. J4 a E1 atua como proteina de fusdo, facilitando a entrada do virus por meio

da fusdo da membrana viral com a membrana da célula alvo.

Importante destacar que a glicoproteina E2 contém epitopos imunogénicos
reconhecidos por anticorpos neutralizantes durante a infecgdo. Dessa forma, os epitopos
localizados na E2 tém sido amplamente investigados como potenciais alvos para o
desenvolvimento de métodos diagndsticos e de vacinas contra o CHIK (DEEBA et al.,

2016).

Figura 12: Proteinas Estruturais e Nao Estruturais do virus chikungunya.
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Fonte: WEAVER & LECUIT (2015).
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Diversos tipos celulares podem ser infectados pelo CHIKV, incluindo células
endoteliais, epiteliais, macrofagos derivados de mondcitos e fibroblastos priméarios. O
ciclo de replicagdo viral tem inicio com a entrada do virus na célula hospedeira por meio
de endocitose mediada por receptores de membrana. A acidificacao do endossomo induz
alteragdes conformacionais nas proteinas do envelope viral, promovendo a fusdo da
membrana do CHIKV com a membrana endossomal e permitindo a liberagdo do

nucleocapsideo no citoplasma.

A replicacdo do genoma viral se inicia com a tradu¢do de um RNA mensageiro
(mRNA) que origina uma poliproteina ndo estrutural, posteriormente clivada nas
proteinas nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4. Estas proteinas formam o complexo de replicacdo
viral, responsavel pela sintese de uma fita de RNA negativa que servird como molde para
a producdo dos RNAs gendmico (49S) e subgendmico (26S). O RNA subgenomico ¢
responsavel por direcionar a tradug¢do da poliproteina estrutural (C-E3-pE2-6K-E1), que
¢ processada por uma serina protease autolitica para gerar as proteinas estruturais do

virus.

A montagem do nucleocapsideo ocorre no citoplasma, com associacdo entre a
proteina C e o RNA gendmico. As proteinas do envelope viral sdo processadas no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi, onde sofrem modificagdes pos-traducionais e
sdo transportadas até a membrana plasmatica da célula hospedeira. Nesse local, a pE2 ¢
clivada em E2 e E3. A E2 ¢é responsavel pela ligacdo do virus ao receptor celular, enquanto

a E3 atua na correta conformagao da pE2 e na sua associagdo com a E1.

A montagem final do virion ocorre na membrana plasmadtica, onde o
nucleocapsideo se associa as glicoproteinas de envelope, adquirindo a bicamada lipidica
e formando espiculas compostas por heterodimeros das proteinas E1 e E2. A liberagao
das particulas virais ocorre por brotamento, permitindo que novos virions infectem outras
células e perpetuem o ciclo replicativo. A estrutura madura do envelope viral ¢ essencial
para o reconhecimento pelo sistema imune, sendo as glicoproteinas E1 e E2 alvos
importantes para respostas neutralizantes (LUM e NG, 2015; SCHWARTZ e ALBERT,
2010; SILVA, 2018).

De forma resumida, a arquitetura molecular CHIKV ¢ coordenada por um

conjunto de proteinas ndo estruturais (nsPs) e estruturais, cujas funcdes sinérgicas
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garantem o sucesso do ciclo replicativo. O complexo de replicacdo ¢ ancorado
inicialmente pela nsP1, responsavel pelo capeamento do RNA viral e pela sintese da fita
negativa, enquanto a nsP2 desempenha papéis cruciais de helicase (desenovelamento de
fitas duplas) e protease, processando a poliproteina precursora. A estabilidade deste
complexo depende da nsP3, que atua como um andaime regulatorio essencial para que a
nsP4 possa exercer sua atividade catalitica na replicacdo gendmica. Paralelamente, a
fase de morfogénese e entrada celular ¢ mediada pelas proteinas estruturais: a proteina
C (capsideo) se organiza em uma estrutura icosaédrica para proteger o RNA, enquanto
as glicoproteinas de envelope E1 e E2 coordenam, respectivamente, a fusdo com a
membrana da célula alvo e a interacdo especifica com os receptores celulares. Esse
processo de maturagdo superficial ¢ facilitado pela E3, que garante o dobramento
correto dos heterodimeros E1-E2, e pela pequena proteina 6K, um canal i6nico que
regula a itegridade da membrana e a liberacdo eficiente das novas progénies virais

(LUM e NG, 2015; SCHWARTZ e ALBERT, 2010; SILVA, 2018).
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2.4. CICLO DE TRANSMISSAO E VETORES

A transmissdo do CHIKV configura um ciclo biologico (figura 13) de
interdependéncia entre o vetor e o hospedeiro humano, onde a precisdo temporal dita o
ritmo da propagacdo. Se inicia quando um mosquito fémea do género Aedes, realiza a
hematofagia uma pessoa em fase de viremia, ingerindo o sangue contaminado. A partir
desse momento, o virus inicia um processo de replicagdao interna no inseto que dura de 3
a 7 dias, tornando-o um vetor permanente pelo restante de sua vida (que pode chegar a
45 dias). Ao buscar novo repasto sanguineo, esse mosquito transmite o virus a
individuos saudaveis, que enfrentam um periodo de incubacgio silencioso de 2 a 12 dias
antes que os sintomas se manifestem por cerca de uma semana, fechando um elo

epidemioldgico que sustenta a circulagdo da doenga em areas endémicas.

Figura 13. Ciclo do virus da chikungunya
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A transmissdo dos quatro gendtipos circulantes do virus CHIK no mundo: Oeste
Africano (WA), Leste, Centro e Sul-Africano (ECSA), Asidtico ¢ do Oceano Indico
(IOL), ocorre por meio da hematofagia de fémeas de mosquitos do género Aedes,
podendo apresentar dois ciclos distintos. O ciclo urbano, predominante em dareas
densamente povoadas, envolve exclusivamente hospedeiros humanos. Ja o ciclo
silvestre, caracteristico de regides rurais e florestais, envolve primatas nao humanos

como principais hospedeiros (COFFEY et al. 2014).

No continente africano, predomina o ciclo silvestre, com os mosquitos Aedes
africanus, Ae. furcifer-taylori e Ae. dalzielli atuando como vetores principais. Em
contrapartida, nas regides asidticas e nas Américas, a transmissao ocorre majoritariamente
pelo ciclo urbano, sendo o Ae. aegypti o principal vetor, e o Ae. albopictus um vetor

secundario, mais comum em areas rurais (VU, JUNGKIND ¢ LABEAUD, 2017).

A prevaléncia de clima quente e umido, com precipitacao regular, favorece a
proliferagdo desses vetores. Regides tropicais sdo especialmente vulneraveis devido a
instabilidade climatica ¢ a combinagdo de fatores como desmatamento, queimadas,
migracdo populacional, urbanizacio desordenada e auséncia de saneamento basico. Essas
condi¢des resultam no aumento da densidade vetorial e, consequentemente, na
intensificagcdo das epidemias de CHIK. A alteragdo ambiental provocada por queimadas
e desflorestamento também favorece a migragcdo de vetores silvestres para ambientes
urbanos e periurbanos. Por exemplo, a exploragao de areas rurais pode induzir a adaptagao
do Ae. albopictus a ambientes urbanos, intensificando a transmissao ndo apenas de CHIK,
mas também de outras arboviroses como DEN e ZIK (LOPES, NAZAWA e LINHARES,
2014).

O Ae. aegypti é considerado o vetor mais eficiente na transmissao de arboviroses
devido a sua elevada antropofilia e ampla distribui¢do em areas habitadas por humanos.
O Ae. albopictus ¢ o segundo principal vetor do CHIKV. Uma mutagdo pontual na
glicoproteina de envelope do virus (E1-A226V) conferiu maior adaptabilidade ao vetor
Ae. albopictus, aumentando sua competéncia vetorial. Essa mutacdo foi observada
durante o surto ocorrido nas ilhas do Oceano Indico (TSETSARKIN et al. 2007). Outros
mosquitos também podem transmitir o CHIKV, incluindo Eretmapodites chrysogaster,

Culex annulirostris, Mansonia uniformis, Anopheles stephensi e Opifex fuscus, a
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depender da distribuigdo geografica e do ciclo (silvestre ou urbano) envolvido (COFFEY

etal.2014).

A expansdo de Ae. aegypti e Ae. albopictus para além de suas areas nativas ocorreu
principalmente via comércio e pela resisténcia dos ovos a dessecagdo. O Ade. aegypti
substituiu amplamente o Ae. albopictus nas cidades do Sudeste Asidtico na primeira
metade do século XX. Inversamente, a introdu¢do do Ae. albopictus nas Américas na
década de 1980 foi associada a reducdo da populagdo de Ae. aegypti em algumas regides,
fendmeno também observado em partes da Africa Central e nas ilhas do Oceano Indico.
A disseminagdo a longas distdncias desses vetores — cujo voo natural ndo ultrapassa
alguns quilémetros — ocorre principalmente via transporte de ovos e larvas. Esse processo
foi intensificado pela urbanizacdo acelerada e por sistemas de transporte cada vez mais
rapidos. O aquecimento global contribuiu ainda mais para a expansdo vetorial,
promovendo ondas sucessivas de invasao e estabelecimento desses mosquitos nos centros
urbanos, mantendo os ciclos de transmissdo de CHIK ativos até os dias atuais (COFFEY

et al. 2014; LOUNIBOS, 2002).

Além da via vetorial, a transmissao vertical de CHIK — da mae para o feto durante
a gestacdo, parto ou amamentagdo — também ¢ relevante. Os primeiros casos foram
relatados em 2006 durante um surto na Ilha da Reunido (Franga), onde 160 gestantes
infectadas foram acompanhadas. Entre elas, trés de nove abortos foram atribuidos ao
CHIK. Das 151 gestantes com suspeita clinica, 118 apresentaram viremia negativa no
momento do parto e nenhuma transmissao vertical foi registrada. No entanto, das 33 com
viremia positiva, 16 neonatos foram infectados. Embora infec¢des antes das 22 semanas

de gestacdo sejam raras, os efeitos podem ser graves (LENGLET et al. 2006).

Desde entdo, a transmissdo vertical passou a receber maior aten¢ao, sobretudo em
areas endémicas. Estudos indicam que cerca de 50% das gestantes com viremia
transmitem o virus aos seus filhos, sendo que aproximadamente 12% dos neonatos
infectados desenvolvem sintomas clinicos. Dentre os casos sintomaticos, sdo descritas
manifestagdes graves, como hemorragias, alteragdes cardiacas, envolvimento do sistema
nervoso central e risco aumentado de sequelas neuroldgicas a longo prazo

(CONTOPOULOS-IOANNIDIS et al. 2018; SOUZA, 2021).

Em 2016, um estudo conduzido em um hospital universitario avaliou neonatos

com infeccdo vertical por CHIK, identificando sintomas como artrite, febre,
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hiperpigmentacao cutanea, lesdes bolhosas, convulsdes, irritabilidade e microcefalia. Os
autores destacam que os casos recentes revelam um novo perfil clinico da transmissao
vertical, caracterizado por maior morbidade neonatal e impacto na satde publica. Ainda
que manifestacdes como encefalite, lesdes dermatoldgicas e alteragdes hematoldgicas
sejam recorrentes, a fisiopatologia da transmissao vertical permanece pouco elucidada,
sendo necessario aprofundar as investigagdes. Da mesma forma, os efeitos a longo prazo
ainda sdo incertos, o que reforga a importincia do acompanhamento clinico dessas
criangas e da intensificacdo das estratégias de prevengao, com foco no controle vetorial e

na reabilitagio dos neonatos infectados (LEITAO et al. 2019).

2.5. SINAIS, SINTOMAS E EVOLUCAO CLINICA

O diagnostico clinico das arboviroses constitui uma ferramenta essencial no
enfrentamento de doengas negligenciadas, especialmente em regides onde as unidades de
saude carecem de infraestrutura e equipamentos adequados para a realizagao de testes
laboratoriais. Nesses contextos, a avaliacdo da sintomatologia torna-se, muitas vezes, o
unico recurso diagnoéstico disponivel, sobretudo durante surtos, quando hé sobrecarga dos
servigos de saude. Assim, torna-se crucial a defini¢do acurada dos sinais e sintomas

caracteristicos de cada arbovirose.

A infeccdo pelo CHIK caracteriza-se por uma doen¢a musculoesquelética que
afeta predominantemente as articulagdes periféricas. Os sintomas podem persistir por
meses ou até anos, dependendo da gravidade do quadro clinico (MARTINS, 2020).
Diferentemente de outras arboviroses, como DEN e ZIK, que apresentam alta propor¢ao
de infecg¢des assintomaticas, a CHIK manifesta-se sintomaticamente em mais de 85% dos
casos, o que favorece o diagnostico clinico, apesar da sobreposi¢do de sintomas entre

essas infecgoes.

O periodo de incubagdo da CHIK varia entre 4 e 7 dias, sendo seguido por uma
fase aguda com duracdo de 5 a 14 dias (Figura 14). Essa fase se inicia abruptamente,
geralmente com febre alta (>39 °C), acompanhada de mialgia, cefaleia, lombalgia,
erupgoes cutaneas (rash), que acometem até 90% da superficie corporal — podendo ser
bolhosas em casos raros ou apresentar-se de forma maculopapular — e, principalmente,
artralgia. A dor articular, intensa e incapacitante, representa o sintoma de maior relevancia

clinica. Outros sintomas menos frequentes incluem uveite, episclerite, conjuntivite,
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retinite, prurido, anorexia, fadiga e linfadenopatia (MORRISON, 2014; BURT et al.
2017).

Na maioria dos pacientes, os sintomas articulares regridem apds a primeira
semana. No entanto, em uma parcela dos casos, observam-se inchago e rigidez matinal
persistentes, que podem perdurar por meses ou até aproximadamente trés anos. A partir
de trés meses do inicio dos sintomas, considera-se o inicio da fase cronica da doenga
(Figura 14). Estima-se que entre 50% e 60% dos individuos apresentem recuperagio
completa, enquanto os demais evoluem para formas cronicas, com sintomas persistentes
e debilitantes. Essa fase ¢ marcada por artrite inflamatoria cronica, acompanhada de
fadiga e sintomas depressivos, sobretudo em pacientes com historico de doencas
reumaticas. A dor articular ¢ geralmente simétrica e afeta punhos, quadris, ombros,
tornozelos, joelhos, pés e pequenas articulagdes das maos, sendo as extremidades distais

as mais acometidas (ZAID et al. 2018).

Figura 14. Evolug¢ao Clinica e Sorologia da CHIK
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Fonte: HUA e COMBE (2017) Adaptado com GEMINI.

De acordo com o Ministério da Satde do Brasil, pacientes infectados pelo CHIK
podem desenvolver manifestacdes atipicas em diversos sistemas, incluindo nervoso,

cardiovascular, renal, tegumentar, entre outros. No sistema nervoso, podem ocorrer
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meningoencefalite, encefalopatia, convulsdes, sindrome de Guillain-Barré, sindrome
cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias; nos olhos, neurite Optica; no sistema
cardiovascular, miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritmias e instabilidade
hemodindmica. Lesdes cutineas incluem hiperpigmentagdo por fotossensibilidade,
dermatoses e ulceracgdes aftosas. Comprometimento renal pode se manifestar por nefrite
ou insuficiéncia renal aguda. Outras manifestacdes incluem discrasias sanguineas,
pneumonia, insuficiéncia respiratoria, hepatite, pancreatite, sindrome da secrecdo
inapropriada de hormonio antidiurético e insuficiéncia adrenal (RAJAPAKSE et al.

2010). Apesar desse espectro clinico amplo, a maioria dos casos apresenta evolucao leve.

Embora a taxa de mortalidade por CHIK seja baixa, grupos como idosos, criangas
e individuos com comorbidades apresentam maior risco para formas graves da doenca,
que podem evoluir para 6bito. Entre as formas graves, destacam-se encefalite, miocardite
e hepatite fulminante. A encefalite ¢ particularmente observada em neonatos com
infeccdo adquirida por transmissdo vertical, sendo associada a quadros como
encefalopatia e febre hemorragica. Estudos indicam maior risco de aborto quando a
infeccdo ocorre no primeiro trimestre gestacional (BURT et al. 2017; AZEVEDO et al.
2015).

Outro importante desfecho clinico associado a infecgdo por CHIK ¢ o
desenvolvimento de doencas reumaticas. Entre os fatores de risco para essa evolugdo
estdo o sexo feminino, idade superior a 45 anos, dor articular intensa no inicio da infec¢ao,
lesdes articulares pré-existentes e altos niveis de IgG. Um estudo conduzido na Franga
identificou uma forte associagao entre idade avangada e gravidade do reumatismo cronico
induzido por CHIK. No entanto, os mecanismos imunopatologicos subjacentes a essa
evolugdo cronica ainda nao estdo completamente esclarecidos, sendo necessaria a
ampliacdo de estudos sobre a resposta imune e os fatores envolvidos na transigdo entre os

estagios agudo e cronico da infeccao (HUA e COMBE, 2017).

Além do aprofundamento no conhecimento da patogénese da doenca, ¢
fundamental a implementa¢do de acdes efetivas voltadas a prevencgdo e a mitigacao dos
casos de CHIK. Isso inclui o controle vetorial, campanhas de conscientizacdo social e o
desenvolvimento de terapias antivirais € imunossupressoras para o tratamento de
manifestagdes cronicas. Apesar da baixa letalidade, a CHIK impde elevada carga de
morbidade, com impactos econdOmicos € sociais significativos nas regides endémicas. A

necessidade de afastamento laboral e a limitagdo funcional decorrente da dor cronica

29



interferem diretamente na qualidade de vida dos pacientes € aumentam a demanda por

servigos publicos de saide (HUA e COMBE, 2017; HOSSAIN et al. 2018).
2.6. FISIOPATOLOGIA E RESPOSTA IMUNE

A patogénese das artrites induzidas por arboviroses permanece pouco elucidada
na literatura, sendo um campo que carece de maior aprofundamento. No inicio da infec¢do
pelo CHIK, a carga viral no sangue pode atingir niveis extremamente elevados, da ordem
de 10' particulas virais por mililitro. Essa viremia acentuada facilita ndo apenas a
instalacdo da infec¢do no hospedeiro, como também a reinfec¢do de vetores hematdfagos,

contribuindo para a perpetuagdo do ciclo de transmissao.

Ap6s a inoculagdo viral, seja por via hematogénica ou por penetragdo em mucosas,
o CHIK infecta suas células-alvo, iniciando o processo de replica¢do viral. Os principais
alvos incluem fibroblastos e, possivelmente, macroéfagos. O virus também demonstra
tropismo por células dendriticas, células endoteliais hepaticas e células epiteliais e
endoteliais do sistema nervoso central. CC Essa disseminagao facilita a migragao viral
para outros sitios permissivos a replicacdo, como 6rgaos linfoides (bago e linfonodos),
pele e tecidos associados as manifestagdes clinicas mais marcantes da doenca —
articulagdes periféricas, musculos e tenddes. Além disso, 6rgaos como cérebro e figado
também podem ser acometidos, o que esta relacionado ao tropismo celular previamente

descrito (SILVA e DERMODY, 2017; HUA e COMBE, 2017).

Como consequéncia desse processo disseminado, instala-se um periodo de
incubagdo de aproximadamente 2 a 4 dias, seguido pelo inicio da fase sintomatica aguda
da infeccdo. Nesse estdgio, observa-se a ativacao de uma resposta imune inata robusta,
caracterizada por altos niveis de interferons do tipo I (IFN-I), além de quantidades
elevadas de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias, bem como fatores de crescimento
(Quadro 5). A sinalizagdo mediada por IFN-I desempenha papel central no controle da

replicagdo viral e na modulagdo da patogénese durante a fase aguda da infecgao.

Em seres humanos, o IFN-a ¢ detectado precocemente e apresenta correlagao
direta com a carga viral. O aumento concomitante da viremia e da resposta mediada por
IFN-a coincide com o surgimento abrupto dos sintomas clinicos, observados na maioria

dos pacientes. Em contraste, a propor¢ao de individuos que permanecem assintomaticos
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¢ consideravelmente menor, variando entre 5% e 28% dos casos descritos (SILVA e

DERMODY, 2017).

Quadro 5. Mediadores imunes associados com a CHIK em humanos

Disease Acute® Severe? Chronic*
Proinflammatory cytokines

[FN-c” + +

IFN-y* + +

IL-1p 4 +

-2 +

IL-2R *

-6 * +E +E

=7 *

IL-80 +

I-12 + +

[L-15" +

I-17" * +

IL-18 +

THF-o® +
Antiinflammatory cytokines

IL-1Ra + +

IL-4 +

IL-10° + +
Chemokines

G-CSF +

GM-CSF" +

IP-10 + +

MCP-1 + +* +

MIG +

MIP-1at + +

MIP-1p + +
Growth factors

bFGF +

Fonte: SILVA e DERMODY, 2017.

Estudos em modelos animais demonstram que as respostas imunes inatas ativadas
pela replicacdo do CHIK promovem o recrutamento de células inflamatorias aos tecidos
musculoesqueléticos infectados, o que explica os sintomas clinicos de artralgia e mialgia
observados em pacientes. Ao longo da primeira semana de infec¢do, ocorre declinio
progressivo da viremia concomitante ao estabelecimento da resposta imune adaptativa
especifica contra o virus. Embora a viremia seja, na maioria dos casos, eliminada entre 5

e 7 dias ap0s o inicio dos sintomas, € a maioria dos sinais clinicos se resolva em até 14
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dias, cerca de 48% dos pacientes apresentam sintomas persistentes por meses ou anos

(SILVA e DERMODY, 2017).

A infecc¢do pelo CHIK ¢ citopatica e induz apoptose celular, resultando em lesao
tecidual direta. Diversas linhagens celulares sdo suscetiveis a infec¢do, incluindo
condrocitos, fibroblastos, hepatocitos, células endoteliais, macroéfagos, mondcitos,
células satélites musculares, miocitos e osteoblastos, o que justifica o amplo espectro de
sintomas clinicos. Perfis de citocinas e quimiocinas foram associados a gravidade e
cronicidade da doenca. Niveis elevados de IL-18, IL-6 ¢ da proteina quimioatraente de
monocitos 1 (MCP-1) correlacionaram-se com formas graves da infeccdo, enquanto
concentragdes elevadas de IL-6 e GM-CSF foram observadas em pacientes com artralgia

persistente (SILVA e DERMODY, 2017).

Em amostras de fase subaguda, pacientes com suspeita clinica para CHIK
apresentaram elevada expressao de IL-1 (B e ra), TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-4 ¢ IL-5,
indicando uma possivel transi¢do para a cronicidade. Adicionalmente, a expressao
aumentada da quimiocina CXCL10/IP-10 foi associada a elevadas cargas virais e a
gravidade clinica durante a fase aguda. A IL-6, com fung¢ao pirdgena, foi associada a febre
elevada e viremia, enquanto IL-15 e MCP-1, detectadas em amostras de fase aguda, foram
relacionadas a respostas imunes inatas em pacientes com inflamacdo articular inicial
(MARTINS, 2020). Esses dados evidenciam que desequilibrios na regulacdo de
mediadores inflamatorios podem comprometer a eficacia da resposta antiviral e contribuir

para a patogénese da doenga.

Apesar de a infeccdo ser amplamente controlada por mecanismos imunes inatos
em células hematopoiéticas e nao hematopoiéticas, os alvos celulares-chave que
coordenam a resposta imune in vivo ainda sdo pouco compreendidos. Os macrofagos sdo
células infiltrativas predominantes nos tecidos infectados e, em estudos com
camundongos, sua deplecao resultou em reducdo da sintomatologia musculoesquelética,
embora tenha prolongado a viremia. Esses achados sugerem que os macrofagos podem
funcionar como reservatdrios virais e contribuir para a persisténcia da artropatia associada
ao CHIK. Outras células como dendriticas plasmocitoides, neutrofilos e células NK
também infiltram os tecidos durante a infeccdo aguda, mas seus papéis especificos no
controle viral ainda nao estdo bem definidos. Em humanos, a fase aguda da infeccao ¢

caracterizada pela prolifera¢do de linfocitos T CD8", enquanto na fase cronica observa-
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se predominio de células T CD4" ativadas (HUA ¢ COMBE, 2017; LONG e HEISE,
2016).

A imunidade adaptativa envolve tanto respostas celulares quanto humorais.
Embora o papel dos linfocitos T e B na infec¢ao por CHIK ainda esteja em investigagao,
dados indicam que aproximadamente 80% dos pacientes desenvolvem linfopenia,
provavelmente como efeito secundério da acdo do IFN tipo I, uma vez que o virus ndo
infecta diretamente essas células. A ativagdo predominante envolve linfocitos T CD8*
com agdo citotoxica, embora também seja evidente a participagdo de células T CD4*
efetoras, especialmente da subpopulacao Thl, responsaveis pela secre¢dao de citocinas
como IL-2, IL-3, TNF-a e [FN-y. A exacerbagdo da resposta Thl, associada ao aumento
de IFN-y e IL-2, foi relacionada a persisténcia da dor cronica, ao passo que uma resposta
Th2 predominante, com elevagao de IL-4 e IL-10, foi associada a remissao dos sintomas

clinicos (OCEA, 2020).

A resposta humoral, por sua vez, é essencial para o controle da viremia. Humanos,
primatas ndo humanos (NHPs) e camundongos infectados pelo CHIK desenvolvem
anticorpos neutralizantes das classes IgM e IgG. A IgM ¢ detectavel por volta do 7° dia
apos o inicio dos sintomas, com pico nas semanas seguintes e declinio gradual nos meses
posteriores. A resposta IgG, geralmente detectada entre o 7° e o 10° dia, torna-se mais
evidente apos a queda da viremia. Os anticorpos neutralizantes mais eficazes tém como
principais alvos os dominios A e B da glicoproteina E2 do CHIKV. Em modelos murinos
deficientes em células B, a viremia persiste, o que reforca a importancia dos anticorpos
na contencdo da infec¢do e atenuacdo da sintomatologia (HUA e COMBE, 2017; LONG
e HEISE, 2016).

2.7. DIAGNOSTICO

O diagnostico preciso da infecgdo pelo CHIK ¢ essencial tanto para o manejo
clinico adequado dos pacientes quanto para o controle da disseminagdo viral em areas
endémicas. Diversas abordagens diagnoésticas estdo disponiveis, abrangendo métodos
laboratoriais e clinicos, que possibilitam a detecc¢ao direta do virus ou a identificacdo da
resposta imune do hospedeiro. Entre os métodos laboratoriais, destacam-se a detecg¢do do

RNA viral por técnicas moleculares e a sorologia para anticorpos especificos.

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), especialmente na modalidade em tempo

real (RT-PCR), ¢ a técnica mais amplamente utilizada para a deteccdo do CHIK. Essa
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metodologia permite a amplificagdo e detec¢ao de RNA viral em amostras clinicas como
sangue, soro, plasma e liquido cefalorraquidiano, sendo altamente sensivel e especifica
durante os estagios iniciais da infec¢do (PONGSIRI et al. 2018; SISSOKO et al. 2014).
A RT-PCR ¢ considerada o padrao-ouro para o diagndstico nas fases agudas da doenga,
geralmente nos primeiros 5 a 7 dias apds o inicio dos sintomas, periodo em que a carga

viral ainda ¢é detectavel.

Esse método, contudo, requer laboratorios especializados, equipamentos
especificos e pessoal treinado. O procedimento envolve a extracdo do RNA viral, seguido
por ciclos de amplificagdo térmica, que permitem a identificagdo precisa do material
genético viral (SISSOKO et al. 2014). A confiabilidade e precisdo da RT-PCR tém sido
amplamente documentadas, consolidando-a como ferramenta de referéncia para o

diagnéstico precoce da CHIK.

Além das técnicas moleculares, os ensaios sorologicos desempenham papel
crucial na detec¢dao de anticorpos especificos produzidos em resposta a infeccao pelo
CHIK. Esses métodos sdo especialmente Titeis a partir da segunda semana de sintomas,
quando os niveis de anticorpos comegam a se elevar. O teste de ELISA (ensaio de
imunoabsor¢do enzimatica) ¢ amplamente utilizado para a detec¢do de imunoglobulinas
das classes IgM, IgG e, mais recentemente, IgA (NG et al. 2015; ROLPH et al. 2019). A
IgM ¢ detectavel cerca de 4 a 5 dias apds o inicio dos sintomas, enquanto a IgG aparece

por volta do sétimo dia, podendo persistir por anos.

O ELISA destaca-se por seu custo relativamente baixo, elevada sensibilidade e
especificidade — proximas de 100% em muitos estudos —, além de sua aplicabilidade em
cenarios de vigilancia epidemioldgica, particularmente em surtos e regides com

infraestrutura laboratorial limitada.

Outro método sorologico de destaque ¢ o ensaio de neutraliza¢do por reducao de
placas (PRNT), considerado o mais especifico para confirmacao diagndstica. Essa técnica
permite a detecg¢do de anticorpos neutralizantes, confirmando a exposi¢do ao virus. No
entanto, o PRNT ¢ laborioso, demanda infraestrutura de biosseguranga elevada e técnicos

especializados, o que restringe seu uso a centros de referéncia (ROLPH et al., 2019).

As técnicas sorologicas ndo apenas auxiliam no diagndstico individual, mas

também sao fundamentais para o monitoramento epidemioldgico, permitindo estimativas
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de prevaléncia da infec¢do, detec¢do de surtos e avaliagcdo da resposta imune coletiva de

populagdes expostas (NG et al. 2015; ROLPH et al. 2019).

Complementarmente, o diagndstico clinico desempenha papel essencial,
sobretudo em areas com acesso limitado a testes laboratoriais. A avaliagao clinica baseia-
se na presenca de sintomas caracteristicos como febre alta de inicio stbito, poliartralgia
(dor em multiplas articulagdes), mialgia, exantema e fadiga. A associa¢do desses sinais
com historico de exposi¢do em areas endémicas ou contato com casos confirmados pode
ser altamente sugestiva de infeccao por CHIK (PIALOUX et al. 2007; CLETON et al.
2012).

Estudos indicam que a febre acompanhada de artralgia intensa ¢ uma das
manifestagdes mais distintivas da CHIK em relag@o a outras arboviroses como DEN e
ZIK. Dessa forma, o diagndstico clinico, embora ndo definitivo, ¢ frequentemente o
primeiro passo na triagem de pacientes suspeitos, sendo de extrema importancia que os
profissionais de salide estejam atentos as manifestagdes clinicas tipicas da doenca para

orientar a conduta terapéutica e epidemioldgica adequada.

2.8. ANTICORPOS

A detec¢do de anticorpos especificos ¢ fundamental para o diagnostico e o
monitoramento de arboviroses, incluindo a infeccdo por CHIK. Eles representam as
principais ferramentas da imunidade adaptativa humoral, sendo amplamente explorados
na biotecnologia diagnoéstica. Ensaios imunoenzimaticos (ELISAs) tém sido empregados
para detectar anticorpos da classe IgA, uma das principais imunoglobulinas secretadas
nas mucosas, em amostras de soro e fluidos bioldgicos. Esses ensaios oferecem uma
abordagem sensivel e especifica, util tanto para o diagnostico precoce quanto para a

vigilancia sorologica dessas infec¢oes (CUNHA ef al. 2019).

Devido a ampla utilizacdo das imunoglobulinas IgM e IgG no imunodiagnostico,
por uma titulagdo bem definida como mostra a figura 14 desse trabalho, a IgA tem sido
frequentemente negligenciada, mesmo com evidéncias crescentes sobre seu valor em
infec¢des virais, como observado durante a pandemia de COVID-19. No contexto da
CHIK, estudos indicam que a detec¢ao de IgA pode ser um marcador sensivel para
infecgcdes agudas e recentes, frequentemente detectavel antes mesmo da resposta IgM.
Isso torna sua identificacdo particularmente util para o diagnostico répido e preciso,
permitindo a adog¢ao oportuna de medidas de controle e prevencdao (BLACKMORE et al.

2012).
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Além de sua aplicacao diagnostica, a dosagem de anticorpos IgA pode contribuir
para a compreensao da resposta imune humoral ao CHIK e sua patogénese. Investigagdes
tém explorado a presenca e persisténcia de IgA em diferentes estidgios da doenga,
fornecendo informagdes relevantes sobre a dindmica da resposta imunoldgica e a

progressao da infeccdo (PRAMANICK et al. 2018).

Adicionalmente, a detec¢ao de anticorpos IgA pode representar uma ferramenta
valiosa no diagnostico diferencial entre infecgdes causadas por diferentes arbovirus, que
frequentemente compartilham sintomas clinicos semelhantes. A utilizagdo de epitopos
imunologicos especificos para IgA tem o potencial de reduzir a reatividade cruzada entre
virus antigenicamente relacionados, como DEN e ZIK, aumentando a acurédcia dos

ensaios (PAZ-BAILEY et al. 2018).

2.9. PROFILAXIA

A profilaxia desempenha um papel fundamental no controle da CHIK, sobretudo
diante da inexisténcia de uma vacina especifica para prevencdo da doenga. Diversas
estratégias t€m sido estudadas e implementadas com o objetivo de reduzir a transmissao
do virus e minimizar o risco de infecgdo (DUBRULLE et al. 2018; GERARDIN et al.
2019; DUTRA et al. 2020). Entre essas estratégias, a principal medida preventiva consiste
na protecdo contra a picada dos mosquitos vetores, sobretudo Aedes aegypti e Ae.
albopictus. O controle vetorial, por meio da eliminagao de criadouros, ¢ essencial para a
reducdo das populacdes desses mosquitos e, consequentemente, da circulacdo viral

(GERARDIN et al. 2019).

Além do controle ambiental, agdes de educag¢do em satide e conscientizacao da
populagdo sdo cruciais para incentivar o uso de medidas individuais de prote¢do. Entre
essas medidas, destacam-se o uso de repelentes, o uso de roupas que cubram a maior parte
do corpo (como camisas de manga longa e calgas), e a instalagdo de telas de protegao em
portas e janelas (DUBRULLE et al. 2018; DUTRA et al. 2020). A aplicagdao de
inseticidas também faz parte das estratégias de controle vetorial, sendo utilizada para
diminuir a densidade populacional dos mosquitos, especialmente em areas endémicas
(DUBRULLE et al. 2018; GERARDIN et al. 2019). Para que tais a¢des sejam efetivas,
¢ fundamental que sejam implementadas de forma integrada e sustentavel, com a

participagdo ativa da comunidade e apoio coordenado dos servigos de satde publica.

36



Adicionalmente, novas abordagens vém sendo investigadas como alternativas ou
complementos as medidas tradicionais de controle. Dentre essas, destaca-se a liberagao
de mosquitos geneticamente modificados ou infectados por Wolbachia, com o intuito de
reduzir a competéncia vetorial e, portanto, a capacidade de transmissdo do CHIKV
(DUBRULLE et al. 2018; DUTRA et al. 2020). Essas estratégias inovadoras apresentam
potencial promissor no fortalecimento da profilaxia da CHIK, especialmente em cenarios

de elevada endemicidade e resisténcia aos métodos convencionais.

2.10. TRATAMENTO

O tratamento da CHIK ¢ essencialmente sintomatico, visando o alivio dos
sintomas ¢ o manejo das complicagdes, uma vez que ndo ha antiviral especifico
disponivel. Diversas abordagens terapéuticas vém sendo estudadas com o objetivo de
melhorar os desfechos clinicos (BOUQUILLARD e COMBE, 2008; CHOPRA et al.
2014; SIMON et al. 2018; LUM e NG, 2019). A utilizacdo de analgésicos e anti-
inflamatorios nao esteroides (AINEs), como paracetamol e ibuprofeno, constitui a
principal estratégia para controlar a febre, a dor articular e a inflamagao no periodo agudo

da doenca.

Nos casos em que evolui para artrite cronica, com sintomas persistentes por
semanas ou meses, terapias adicionais tornam-se necessarias. O uso de corticosteroides,
como a prednisona, tem demonstrado eficicia no controle da inflamacédo articular e na
redugdo da dor cronica (BOUQUILLARD e COMBE, 2008; LUM e NG, 2019). Nesses
pacientes, o tratamento deve ser monitorado cuidadosamente, considerando os riscos

associados ao uso prolongado desses medicamentos.

Além da farmacoterapia convencional, terapias alternativas e complementares tém
sido investigadas. Compostos naturais, como extratos de Aloe vera e curcumina,
apresentam propriedades anti-inflamatdrias e imunomoduladoras que podem contribuir
para o alivio sintomatico (CHOPRA et al. 2014; SIMON et al. 2018). A fisioterapia
também desempenha papel fundamental, especialmente em pacientes com artrite cronica,
contribuindo para a recuperacdo da funcdo articular por meio de exercicios de
fortalecimento muscular, alongamento e mobilizagdo (CHOPRA et al. 2014; LUM e NG,
2019).

A prevencao de complicagdes deve ser parte integrante da abordagem terapéutica.

Monitorar a hidratagdo, promover repouso adequado e fornecer suporte clinico aos grupos
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de risco, como idosos e individuos com comorbidades, sio medidas essenciais para evitar
agravamentos, como desidratacao e disfung¢des organicas (BOUQUILLARD e COMBE,
2008; SIMON et al. 2018).

A artrite cronica pos-CHIK ¢ uma das principais sequelas da infec¢do, podendo
comprometer significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Estudos demonstram
que, além dos corticosteroides, agentes imunossupressores como o metotrexato t€ém se
mostrado eficazes na redugdo da inflama¢ao e melhora da fung¢ao articular. Pacientes

tratados com metotrexato relataram alivio da dor, recuperacao funcional e melhora na

qualidade de vida (RAMACHANDRAN et al. 2011).

A fisioterapia continua sendo componente indispensavel no manejo da artrite
cronica, com beneficios documentados na reducao da rigidez, na restauracdo da
mobilidade ¢ na diminui¢do da dor (CHOPRA et al. 2012). Outras intervengdes
complementares, como acupuntura, massoterapia e uso de plantas medicinais, também
tém sido exploradas. Embora os resultados sejam promissores, ainda sdo necessarias mais

evidéncias cientificas para validar a eficacia dessas praticas (PONGPIRUL et al. 2015).

O tratamento da artrite cronica associada a CHIK requer uma abordagem
multidisciplinar, individualizada e continua. A combinacao de terapias farmacoldgicas,
fisioterdpicas e complementares, adaptadas as necessidades clinicas e funcionais de cada
paciente, pode otimizar os resultados terapéuticos e melhorar o progndstico (WAHID et

al. 2020).

Com base na revisdo de literatura realizada, fica evidente a crescente
complexidade das arboviroses no cenario global e, em particular, no Brasil, impulsionada
pela cocirculagdo de DENV, CHIK e ZIK e pelos desafios diagndsticos inerentes a
sobreposi¢do sintomatica. A chikungunya, objeto central deste estudo, demonstrou ser
uma preocupagdo significativa de satide ptblica, com um historico de surtos reincidentes,
alta morbidade associada a manifestagdes articulares cronicas € um impacto
socioeconomico consideravel. A analise aprofundada do agente etioldgico, sua replicagdo
viral, mecanismos de transmissdo € a complexa fisiopatologia revelaram multiplos alvos
potenciais para intervengdo. A resposta imune, em especial a detec¢dao de anticorpos IgA
e o reconhecimento de epitopos especificos em proteinas estruturais e ndo estruturais do
CHIKYV, surge como uma estratégia promissora para o aprimoramento diagnostico.

Contudo, as limitagdes dos métodos diagnosticos atuais e a auséncia de tratamentos
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antivirais especificos ou vacinas amplamente disponiveis reforgam a urgéncia de
pesquisas que visem ao desenvolvimento de ferramentas mais rapidas, sensiveis e
especificas. Nesse contexto, a identifica¢do e caracteriza¢do de epitopos sintéticos com
baixa reatividade cruzada, conforme explorado neste trabalho, representam um passo
fundamental para o avango no imunodiagnoéstico, facilitando a vigilancia epidemiologica

e o manejo clinico da CHIK.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Contribuir para o desenvolvimento de um imunodiagndstico mais especifico e

sensivel para a detec¢do de anticorpos IgA anti-CHIK, por meio da caracterizagdo

imunolodgica e estrutural dos principais epitopos das proteinas virais do CHIK, utilizando

amostras de soro de pacientes atendidos no Hospital Municipal Dr. Moacyr Rodrigues

do Carmo, no municipio de Duque de Caxias (RJ).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma andlise epidemioldgica da area em que o estudo foi realizado.

Mapear os principais epitopos imunologicos das proteinas virais do CHIK

Realizar andlises in silico para prever a reatividade dos epitopos com anticorpos
da classe IgA, bem como sua possivel reatividade cruzada com anticorpos gerados

por outros patdogenos humanos.

Selecionar e sintetizar os epitopos com maior potencial de aplicagdo no

imunodiagnostico da infec¢dao por CHIK.

Detectar, por meio de ensaio imunologico (ELISA), anticorpos da classe [gA em
amostras de soro de pacientes com suspeita clinica de CHIK, atendidos no

Hospital Municipal Dr. Moacyr Rodrigues do Carmo (Duque de Caxias, RJ).

Determinar a acurécia, sensibilidade, especificidade, eficacia, valores preditivos
positivo e negativo, e demais parametros estatisticos relevantes para avaliagdo do

desempenho diagndstico dos epitopos selecionados.

Analisar e comparar os resultados obtidos por meio do ensaio imunolégico
(ELISA-IgA) entre os diferentes peptideos testados e avaliar a concordancia com

outros kits descritos na literatura.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. ETICA DA PESQUISA

Esta pesquisa, no conjunto dos trabalhos em andamento na Linha de Pesquisa de
Biomarcadores, foi submetida como adendo ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Grande Rio (CEP-Unigranrio) e aprovada sob o CAAE
70324417.1.0000.5283 como consta no Anexo 1. Todos os participantes da pesquisa
tomaram ciéncia, através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) que foi disponibilizado antes do procedimento de coleta de sangue dos mesmos

(Anexo 2).
4.2. AREA DO ESTUDO

Na década de 1950, o municipio de Duque de Caxias foi dividido em dois distritos:
Duque de Caxias e Imbarié. Mais tarde, foram criados os distritos de Campos Eliseos e
Xerém, ambos desmembrados do distrito de Imbarié e anexados ao municipio de Duque
de Caxias. Atualmente ¢ formado por quatro distritos: Duque de Caxias, Campos Eliseos,

Imbarié e Xerém.

Integrante da Regido Metropolitana da cidade do Rio de Janeiro, Duque de Caxias
¢ um municipio brasileiro do interior estado do Rio de Janeiro, situado na regido da
Baixada Fluminense, sendo o terceiro municipio mais populoso do estado, depois da
capital e de Sao Gongalo. Com uma populagdo estimada de 914.383 habitantes, dividida
em 443.974 (51.92%) mulheres e 411.074 (48.08%) homens (IBGE, 2018). O indice de
Desenvolvimento Humano Municipal (IDHM) ¢ de 0,711 (IBGE, 2010).

4.3. TRIAGEM CLINICA

Os pacientes com suspeita clinica de arboviroses (DEN, ZIK e CHIK) foram
provenientes da Unidade de Pronto atendimento (UPA) Beira Mar, localizada na mesma
area do Hospital Municipal Dr. Moacyr Rodrigues do Carmo, municipio de Duque de
Caxias (RJ). Tal unidade de saude ¢ responsavel pelo atendimento diario de cerca de 600
pacientes, funcionando 24 horas. Ao chegar na UPA Beira Mar o paciente foi
encaminhado ao enfermeiro de triagem que tem a capacidade de assumir a
responsabilidade pela avaliacdo inicial do paciente, iniciar a obten¢do do diagnostico e
encaminhar o paciente dentro do departamento de emergéncia para a éarea clinica

adequada. Em seguida, o paciente foi atendido pelo médico que identificava em seu
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prontuario os sinais e sintomas observados e emitia um diagnoéstico clinico, na maioria

das vezes sugestivo.

A andlise dos prontuarios foi realizada de acordo com os critérios clinicos
estabelecidos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2016), tendo um perfil de estudo
quantitativo e descritivo. Os prontuarios foram fotografados e armazenados em formato
JPG e em seguida salvos em pastas com identificagdo das iniciais dos pacientes e por

numeragao para serem analisados a posteriori por meio de um formuldrio estruturado.

Aqueles prontudrios que apresentaram sintomatologia que ndo direcionavam para
uma das arboviroses estudadas foram alocados nas categorias DEN/ZIK ¢ DEN/CHIK
(Tabela 1).

Tabela 1. Critérios clinicos utilizados para a classificagdo dos casos suspeitos de DEN,
ZIK e CHIK

CRITERIOS CLINICOS DE AVALIACAO

DEN CHIK ZIK DEN/ZIK DEN/CHIK
Artralgia Hiperemia conjuntival
Discrasia moderada a SEIM SECregio ou Dor nos olhos Mal-estar
intensa prurido
Edema
_ Artralgia
Eventos Artralgia moderada/intensa
P Artrite Exantema pruriginoso L
sistémicos = Mialgia
Cefaleia Exantema
Evento sistémico Mialgia

Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo e exclusdo dos prontuarios

médicos obtidos:

* Critérios de inclusdo: pacientes, sem distingdo de género e idade, que tenham
diagnostico clinico-epidemiologico de DEN, CHIK ou ZIK; pacientes que apresentem

endereco de Duque de Caxias, RJ; pacientes atendidos de janeiro a junho de 2018.

* Critérios de exclusdo: pacientes com sintomatologia que ndo caracterize as
arboviroses (DEN, CHIK e ZIK); morador de area que ndo abranja aquela do presente
estudo; pacientes cujos prontuarios nao tenham os dados avaliados no estudo preenchidos

corretamente ou ilegiveis.
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A coleta de dados foi realizada com base nas variaveis de caracterizagao amostral,

tais como: idade, género e sintomas.
4.4. AMOSTRAS

A coleta de sangue total (10-15 mL) das 175 amostras foi feita através de
venupuntura da veia braquial pelo método a vacuo, apds antissepsia com alcool etilico
diluido a 70%, de acordo com as diretrizes de coleta de sangue da Organizacdo Mundial
de Saude (OMS, 2010). As amostras foram colocadas em tubo de ensaio sem
anticoagulante e em seguida centrifugadas para retirada do soro. Os soros foram
identificados, aliquotados e transportados em recipientes com gelo seco para compor a
soroteca do laboratorio de pesquisa da UNIGRANRIO (LabGen), onde foram
armazenados em tubos plésticos tipo Eppendorf e congelados em freezer a -80°C,
permanecendo até a realiza¢do das anélises imunodiagnosticas. E importante ressaltar que
devido ao periodo em que a coleta foi realizada, as amostras coletadas foram

correspondentes ao genotipo ECSA, circulante no momento realizado.

Em 2022 as amostras com diagnostico clinico ou laboratorial positivos para CHIK
foram encaminhadas ao Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico em Saude da Fundagao
Oswaldo Cruz (CDTS — FIOCRUZ) para realizacdo da sintese de peptideos e analises

imunodiagnosticas.
4.5. SINTESE DE PEPTIDEOS EM MEMBRANA E ENSAIOS IMUNOLOGICOS

A biblioteca composta pelos peptideos do CHIKYV foi sintetizada, utilizando banco
de dados como fonte, para cobrir as regides das proteinas estruturais (E1, E2, E3, 6K ¢
C) e ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) codificados pelo seu genoma. O banco de
dados utilizado foi o UniProt com a identificagdo das poliproteinas da seguinte forma:
POLN_CHIK3 Polyprotein P1234 OS=chikungunya virus (strain 37997) - Q5XXP4 e
POLS CHIK3 Structural polyprotein OS=chikungunya virus (strain 37997) - Q5XXP3
Foi realizado entdo o processo de sintese de peptideos em membrana de celulose da
sequéncia proteica em questdo com o equipamento Mutipep 1, Intavis - Alemanha. A
programacao foi feita com o auxilio do Respep - modulo SPOT, onde os peptideos foram
distribuidos na matriz celulésica de 30x20. Cada peptideo teve o tamanho determinado
de 15 aminoécidos com sobreposi¢do de 10 aminoécidos e a inser¢do de 5 novos

aminoacidos a cada peptideo.
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As reagdes de acoplamento foram seguidas por acetilagio com anidrido acético
(4%, v/v) em N,N-dimetilformamida para tornar os peptideos N-reativos durante os
passos subsequentes. Apos a acetilagdo, os grupos de protecdo F-moc foram removidos
pela adi¢do de piperidina para tornar os peptideos nascentes reativos. Os aminodcidos
restantes foram adicionados por este mesmo processo de acoplamento, bloqueio e
desprotegao até que o peptideo desejado fosse gerado. Apos a adicdo do ultimo
aminodcido, as cadeias laterais dos aminoacidos foram desprotegidas utilizando uma
solugdo de diclorometano-acido trifluoroacético-triisopropilsilano (1:1:0,05, v/v/v) e

lavadas com etanol.

Apos a sintese a membrana celuldsica foi lavada por 10 minutos com T-TBS (50
mM Tris, 0,05% Tween, 136 mM NaCl, 2 mM KCI) pH 7.4 e os sitios livres bloqueadas
com T-TBS contendo 1,5% BSA por 12 horas 8°C. Apo6s nova lavagem com T-TBS, as
membranas foram incubadas por 90 minutos com o soro humano diluidos na propor¢ao
de 1:150 em T-TBS contendo 0,75% de BSA, apos foram realizadas extensivas lavagens
com T-TBS, seguido por mais 90 minutos de incuba¢do com anti-IgA de humano e
conjugado com fosfatase alcalina (Thermo Scientific), diluidos na proporg¢ao de 1/5.000
em solucdo de T-TBS contendo 0,75% de BSA (detalhes na sessdo etapas
complementares). Foram realizadas lavagens com T-TBS e em seguida o substrato para

fosfatase alcalina quimioluminescente Tropix®

foi adicionado. Controle negativo
utilizado foi QERV — Vaccinia virus, os controles positivos utilizados foram

GYPKDGNAFNNLDRI — Clostridium tetani e KEVPALTAVETGATN — Poliovirus.
4.6. QUANTIFICACAO DA INTENSIDADE DO SINAL

A imagem da membrana foi obtida por meio da foto documentadora Odyssey FC,
versao 1.0, da LI-COR Bioscience, sendo analisada por meio do programa
TotalLabTL100, versao 2009, da Nonlinear Dynamics. Este programa possui uma busca
de grade automatica para 600 spots, resultando em intensidades de sinal referente a
coloracdo de cada spot. Foram considerados para identificagdo de possiveis epitopos os
spots que apresentaram uma intensidade de sinal (NS) maior ou igual de 30% do maior

valor de sinal obtido em todos os spots da respectiva membrana.
4.7. ANALISE IN SILICO DE REATIVIDADE CRUZADA

A andlise in silico de reatividade cruzada para CHIKYV foi realizada apds a selecao

das sequéncias de aminoacidos das principais proteinas do virus CHIKV (nsP1, nsP2,
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nsP3, nsP4, E1, E2, E3, C e 6K), considerando a intensidade do sinal e a correspondéncia
da sequéncia com peptideos do CHIKV. Essas sequéncias foram analisadas quanto a
possibilidade de reatividade cruzada com outros patégenos humanos, utilizando o
amplamente conhecido algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). O
BLAST ¢ uma ferramenta de bioinformatica que compara sequéncias de aminoacidos,
RNA ou DNA para identificar semelhancas e outras informacdes relevantes sobre a

sequéncia em estudo.

No presente estudo, utilizamos o0 BLAST em duas bases de dados de proteinas, a
UniProt ¢ o NCBI (National Center for Biotechnology Information), para coletar
informagdes sobre possiveis reatividades cruzadas para cada sequéncia. Se, nos bancos
de dados, outro patdégeno além do CHIKV apresentasse no minimo 5 aminodcidos em
sequéncia idénticos a sequéncia selecionada, era considerado como um possivel alvo de

reacdo cruzada no imunodiagnostico.
4.8. ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS COMPLETAS DE AMINOACIDOS

Além da analise inicial por meio do BLAST, foi conduzido um alinhamento
Clustal W do CHIK com outros arbovirus de importincia nacional no Brasil pertencentes
aos géneros Alphavirus e Flavivirus (ANEXO 1V). Esse procedimento foi realizado com
o intuito de fortalecer a investigacdo de possiveis similaridades ou discrepancias nas
sequéncias de aminoacidos das proteinas estruturais € ndo estruturais de cada virus. Tal
abordagem visa ndo apenas aprofundar a compreensao das caracteristicas gendmicas do
CHIK, mas também destacar a viabilidade dos epitopos previamente selecionados, os
quais demonstraram nao apresentar reatividade cruzada com outros patdogenos humanos
durante a analise de BLAST. Esses passos metodologicos contribuem para uma
investigagdo mais abrangente sobre a variabilidade genética e as possiveis interagdes
virais, oferecendo insights valiosos para o desenvolvimento de estratégias de diagnostico

e intervencao mais eficazes.
4.9. PREDICAO DE ESTRUTURA SECUNDARIA E TERCIARIA

De forma complementar, foram analisadas as duas poliproteinas virais do CHIK,
a poliproteina P1234 (strain 37997), - Q5XXP4 e poliproteina estrutural (strain 37997) -
Q5XXP3. Foram marcados o inicio e o fim de cada proteina dentro dessas poliproteinas
para realizar a predicdo grafica da estrutura. Utilizamos o programa Robetta

(https://robetta.bakerlab.org/), que ¢ uma plataforma amplamente reconhecida para
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realizar esse tipo de predicdo. Dessa maneira foram gerados graficos preditivos dos
epitopos selecionados por ndo apresentar reatividade cruzada com outros patdégenos do

homem e editados para uma melhor visualiza¢do da posi¢ao na proteina.
4.10. SINTESE DOS PEPTIDEOS

A sintese dos peptideos foi feita de acordo com o procedimento padronizado em
nosso laboratério com o uso do equipamento Multipepl Intavis Bioanalytical
Instruments. Inicialmente, foi usado um suporte polimérico do tipo Tentagel®, que
contém grupamento amino livre para a ligacao de aminoacidos. A resina foi previamente
solvatada em N, N’-Dimetilformamida (DMF), em seguida, para a construcdo da
sequéncia peptidica Fmoc-aminoacidos foram solubilizados com os reagentes de
acoplamento N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC) e hidrato de Hidroxibenzotriazol
(HOBt), diluidos em DMF, e despejados na seringa contendo o suporte polimérico. Entre
cada etapa de acoplamento foi realizado um tratamento nos aminoacidos com 4-
metilpiperidina diluidos em DMF com objetivo de fazer a remog¢do dos grupamentos
FMOC presentes nas regides N-terminais destes, tornando-os vidveis a reagdo, além de
um processo de acetilagdo na regido amino terminal, usado Anidrido acético diluido em

DMF para evitar a constru¢do de sequencias truncadas.

O processo de sintese foi realizado seguindo os passos de remog¢do do grupo
FMOC, acoplamento e acetilacdo até a formacdo completa da sequéncia e por ultimo
foram realizadas lavagens com diclorometano e secagem do complexo formado. Para o
processo de desacoplamento do peptideo do suporte, foi usado uma solugdo de Acido
trifluoroacético, triisopropilsilano e agua MiliQ (92,5/5/2,5), logo apo6s, foi adicionado
Eter dietilico a solucio contendo o peptideo recém desacoplado e realizada uma
centrifugagdo para o processo de precipitacdo. Por fim, o precipitado foi coletado,

liofilizado, suspenso em agua MiliQ e congelado para uso posterior.
4.11. ENSAIO IMUNOENZIMATICO (ELISA)

As placas foram sensibilizadas overnight a 4°C com os peptideos sintéticos para
IgA CHIK. No dia seguinte foram lavadas trés vezes seguidas com PBS e em seguida
bloqueada com solucdo de caseina (1%) em PBS-TWEEN 20 — 0,05% (PBS-T) a 37
°C/1h. Em seguida novas lavagens foram realizadas e adicionados os soros dos pacientes
(1:100) diluidos em PBS-TWEEN + BSA e incubados por 1h a 37°. Posteriormente, as

placas foram lavadas e o anticorpo secundario (IgA de cabra anti IgA humana), conjugado
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a fosfatase foi adicionado e, mais uma vez incubado por 1 hora a 37°C. Mais uma leva
de lavagens foram realizadas e para revelar o ensaio foi utilizado nitrofenilfosfato (Pnpp,
Sigma-Aldrich, USA) por 15 min, e em seguida adicionada a solucgao stop (HCI), para
interromper a reagdo. Por fim, as placas foram lidas no leitor de ELISA — BIOTEK e as

Densidades Opticas foram avaliadas e utilizadas para calculos estatisticos do trabalho.
4.12. ANALISES ESTATISTICAS
4.12.1. PREPARACAO DOS DADOS E ANALISE COMPARATIVA

Inicialmente, os dados de indice de reatividade (IR) foram obtidos através dos
resultados da Densidade Optica (DO) das amostras submetidas ao ELISA para cada um
dos seis peptideos (313 ao 318). Para estabelecer um limiar de reatividade (cut-off), foram
utilizadas amostras negativas (controles negativos) as quais representavam a auséncia de
reacdo ou condi¢do basal. As leituras de DO dessas amostras negativas foram utilizadas
para calcular a média (p) e o desvio padrao (o). O cut-off foi determinado pela soma da
média de DO dos controles negativos com trés vezes o desvio padrdo, conforme a
Equacdo: Cut-off=p negativos+(3xc negativos), dessa forma foi obtido o IR de cada
amostra através da divisdo da OD pelo cut-off. Em seguida foram planilhados e
organizados em colunas distintas, separando os valores de individuos positivos (n=30) e
negativos (n=63). Essa organizagdo prévia foi fundamental para as andlises subsequentes,
permitindo a comparacao direta da distribuicao dos valores de IR entre os grupos, além

de outros testes estatisticos.
4.12.2. TESTE DE NORMALIDADE (SHAPIRO-WILK):

Antes de proceder com os testes comparativos de mediana, foi realizado o teste de
normalidade com objetivo de verificar a distribuicao dos dados em cada grupo (positivos
e negativos) para cada peptideo. Para isso, foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Este teste € crucial para determinar se os dados seguem uma distribuicao gaussiana
ou ndo. Dada a predominancia de distribuigdes ndo normais em pelo menos um dos
grupos para cada peptideo, optou-se pela utilizagdo de testes estatisticos ndo paramétricos

para a comparagao das medianas.
4.12.3. TESTE NAO PARAMETRICO (MANN-WHITNEY):

Com base nos resultados dos testes de normalidade, o teste U de Mann-Whitney
foi selecionado para comparar as medianas dos valores de IR entre os grupos de

individuos positivos e negativos para cada peptideo. Este teste ¢ a escolha apropriada
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quando os dados ndao seguem uma distribuicdo normal, garantindo a validade das

comparagoes.
4.12.4. ANALISE DA CURVA ROC

Em seguida, a Curva ROC foi gerada para avaliar a capacidade diagnostica de forma
abrangente, analisando o desempenho do teste em todos os possiveis pontos de corte. A
primeira informagio crucial extraida foi a Area Sob a Curva (AUC), que funciona como
uma medida global da capacidade discriminatdria do peptideo. A interpretacao da AUC
varia de 0.5, indicando um desempenho equivalente ao acaso, a 1.0, que representa uma

capacidade de discriminagdo perfeita.

Em seguida, o Erro Padrdo (Std. Error) foi calculado para indicar a precisdo da
estimativa da AUC. De forma complementar, o Intervalo de Confianga de 95% (95% CI)
forneceu um intervalo para a verdadeira AUC populacional, com foco na inclusdo ou ndo
do valor de 0.5, o que indicaria se a capacidade discriminatoria € superior ao acaso. Por
fim, o P-valor foi determinado para verificar se a AUC era estatisticamente diferente de
0.50, confirmando assim se a capacidade de discriminacao do peptideo era de fato

superior ao acaso.
4.12.5. SELECAO DO PONTO DE CORTE IDEAL

A partir das tabelas de sensibilidade e especificidade geradas para cada peptideo,
o ponto de corte "ideal" foi selecionado. A prioridade foi dada ao ponto que apresentava
o melhor equilibrio entre sensibilidade e especificidade, buscando minimizar a diferenca
entre esses dois pardmetros e, em alguns casos, maximizar o Indice de Youden

(sensibilidade + especificidade - 1) para um desempenho geral otimizado.
4.12.6. CALCULO DETALHADO DAS METRICAS DE DESEMPENHO

Apos a selecdo do ponto de corte ideal para cada peptideo, foram feitos calculos
detalhados das seguintes métricas de desempenho, utilizando os dados brutos de IR das

amostras testadas nos 6 peptideos:

e Verdadeiros Positivos (VP): Numero de pacientes doentes corretamente

identificados.

o Falsos Negativos (FN): Numero de pacientes incorretamente identificados como

negativos.
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e Verdadeiros Negativos (VN): Numero de controles negativos corretamente

identificados.

e Falsos Positivos (FP): Numero de pacientes positivos incorretamente

identificados como positivos.

o Sensibilidade: Propor¢ao de VP em relacdo ao total de pacientes (VP / (VP +
FN)).

o Especificidade: Propor¢cao de TN em relacdo ao total de controles (VN / (VN +
FP)).

e Acuracia: Proporgdo total de classificagcdes corretas (VP + VN) / Total de

Amostras).

e Valor Preditivo Positivo (VPP): Probabilidade de um resultado positivo indicar

a condi¢do (VP / (VP + FP)).

e Valor Preditivo Negativo (VPN): Probabilidade de um resultado negativo
descartar a condi¢ao (VN / (VN + FN)).

Essas métricas foram calculadas diretamente a partir dos dados brutos para garantir a

maxima precisao.
4.13. VINCULO DA PESQUISA

Esta pesquisa esta vinculada ao Grupo de Pesquisa (CNPq) intitulado “Biologia e
Patologia de Organismos de Importancia Médica e Ambiental” liderado pelo Dr. Sergian
Vianna Cardozo e foi desenvolvida em colaboragdo com o Laboratério de Bioquimica de
Proteina e Peptideos, localizado no CDTS da FIOCRUZ, sob supervisao do Dr. Salvatore

Giovanni De Simone.

Teve apoio financeiro do Programa de Suporte a Pos-Graduacdo de Instituigdes

de Ensino Particulares (PROSUP-CAPES).
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Figura 15: Fluxograma da metodologia realizada
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Fluxograma detalhando as etapas do estudo, comegando pela area de estudo em Duque de Caxias
e a coleta de 175 amostras de sangue no Hospital Municipal Dr. Moacyr Rodrigues do Carmo. As
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amostras foram transportadas para a UNIGRANRIO submetidas a andlise clinica e,
posteriormente, transportadas para o CDTS-FIOCRUZ, onde foram realizadas analises
laboratoriais e in silico. As analises in silico incluiram o uso de Robetta, alinhamento CLUSTAL
e BLAST P. Enquanto as andlises laboratoriais envolveram a sintese de peptideos e o ensaio
imunodiagnéstico ELISA, culminando na analise estatistica dos dados.
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5. RESULTADOS
5.1. ANALISE CLINICA

No periodo de janeiro a junho de 2018 foram coletadas 175 amostras sanguineas
de pacientes atendidos na UPA Beira Mar (Hospital Municipal Moacir Rodrigues do
Carmo) com diagndstico clinico de arboviroses (DEN, CHIK e ZIK). Destas amostras,
45 (25.71%) foram classificadas como DEN, 30 (17.10%) como ZIK e 94 (53.71%)
tiveram diagndstico clinico de CHIK, o que sugere um quadro epidémico de CHIK no
periodo estudado. Aqueles pacientes classificados como DENV/ZIKV (4/2,28%) e
DENV/CHIKYV (2/1,14%) apresentaram sintomatologia inespecifica para direciona-los a

uma das arboviroses.

Na ultima estimativa demografica para a regido estudada (IBGE, 2018), foi
observado um quantitativo total da populacdo do municipio de Duque de Caxias de
914.383 habitantes, sendo 444.445 (49,6%) do género masculino e 469.938 (51,4%) do

género feminino.

O célculo da idade mediana dos pacientes do presente estudo foi de 41 anos
(intervalo entre 01 e 73 anos). A maioria dos casos foi do género feminino (88/169;
52.07%) e entre estes, chama-se atencao para o quantitativo de casos suspeitos do género

feminino de ZIK na faixa etaria de 20 a 39 anos (11/22; 50%).

Na analise individual das arboviroses observou-se diferenga significativa

(»p=0,0263), entre ambos os géneros, apenas para os casos provaveis de ZIK (Tabela 3).

Levando em consideracdo a populacdo estimada da regido estudada, estratificada
nas faixas etarias de <20 e >60 anos (392.201) e 20 a 59 anos (522.182), observou-se
diferenga significativa (p = 0,002) para ZIK e CHIK (Tabela 3). Tal diferenga foi
impulsionada pela quantitativo de casos provaveis do género feminino para ZIK e

masculino para CHIK.

Quanto aos aspectos clinicos apresentados pelos pacientes, entre os 45 casos
suspeitos de DEN, a mialgia (29/45; 64.4%), artralgia leve (30/45; 66.7%) e cefaleia
(35/45; 77.8%) foram os mais observados, além de 4/45 (8,8%) pacientes que
apresentaram sintomas de discrasia. O exantema (30/30; 100%) e o prurido (27/30; 90%)
foram observados principalmente nos pacientes suspeitos de ZIK, que apresentaram ainda

hiperemia conjuntival em 12/30 (40%). Os pacientes suspeitos de CHIK apresentaram a
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artralgia moderada/intensa (91/94; 96,8%) e a artrite (77/94; 81,9%) como sintomas mais

frequentes (Tabela 3).

Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos casos provaveis de arboviroses de Duque de Caxias

(RJ) no periodo de janeiro a junho/2018.

Janeiro a junho/2018
DEN ZIK CHIK
Género n =45 (%) n =30 (%) n =94 (%)
Masculino 24 (53.3) 8 (26.6) 49 (52.1)
Feminino 21 (46.7) 22 (73.4) 45 (47.9)
p-values (0=0.05)" 0,6274 0,0263 0,5620
Faixa etaria
<20 e >60 14 (28.6) 4 (33.3) 25 (33,3)
20259 31 (71.4) 26 (66.7) 69 (66.7)
p-values (0=0.05)" 0,1481 0,002 0,002
Sintomas
Febre <38.5 C 20 (44.,4) 14 (46,7) 36 (38,3)
Febre >38.5C 25 (55,6) 16 (53,3) 58 (61,7)
Exantema 2(44) 30 (100) 23 (24.,5)
Prurido 1(2,2) 27 (90) 2(2,1)
Mialgia 29 (64,4) 20 (66,7) 72 (76,6)
Artralgia leve 30 (66,7) 15 (50) 33,2
Artralgia mod/int. 1(2,2) 13 (43,3) 91 (96,8)
Artrite 0 (0) 12 (40) 77 (81,9)
Conjuntivite 244 12 (40) 34 (36,2)
Cefaléia 35(77,8) 22 (73.,3) 74 (78,7)
Ganglio 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Discrasia 4 (8,8) 0(0) 0(@0)
Neuroldgico 1(2,2) 0(0) 33,2)

DEN - Dengue; ZIK - Zika virus; CHIK — chikungunya; *Teste Qui-quadrado; mod/int. —

moderada / intensa.
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5.2. IMMUNOBLOTTING

ApOs o processo de mapeamento e sintese da membrana contendo as proteinas
virais do CHIKV, foi realizado o immunoblotting para detectar e quantificar os spots que
foram imunorreativos na presenca de soro e plasma de pacientes testados positivamente

para CHIKYV previamente, por RT-PCR ou Imunodiagnostico (Figura 16 — Imagem A).

Com o auxilio do programa TotalLabTL100, versao, 2009 da Nonliner Dynamics,
foi feita a busca para a intensidade de sinal referente a coloragdo de cada spot da
membrana, 600 no total. Sendo considerados positivos para possivel identificagdo de
epitopos, spots com a intensidade de sinal maior ou igual a 30% do maior valor de sinal

obtido em todos os spots da membrana.

Na figura 16 (Imagem B) e 17 (Imagem B) temos os graficos representando a
intensidade do sinal dos spots da membrana sintetizada ap0s a realizagdo do immunoblotting.
Sendo a coloracdo vermelha uma intensidade maior (indo até¢ 100%) e a coloracdo verde

representando uma intensidade menor (indo até 0%).

Primeiramente temos graficos representativos (Figura 16 — Imagens C, D, E, F e
() da andlise de intensidade sinal de cada proteina estrutural (Capsideo, E3, E2, E1 e 6K).
Dessa maneira pode se destacar os spots que tiveram uma porcentagem elevada de
intensidade do sinal indicando que os epitopos de aminoacidos contidos nesses spots, sdo
os mais indicados para serem possiveis epitopos imunologicos do CHIK, uma vez que
essa reatividade se da através da ligacdo desse peptideo com os anticorpos presentes nas
amostras utilizadas durante o immunoblotting, juntamente do anticorpo secundario
conjugado com fosfatase alcalina, mostrando seu possivel potencial para utilizagao no

imunodiagnostico.
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Figura 16. Interacdo da IgA humana com as diferentes proteinas estruturais do virus da
chikungunya durante o processo de sintese de peptideos em membrana de celulose (Imagem A),
utilizando um banco de dados como fonte e a poliproteina POLS CHIK3 Structural polyprotein
OS=chikungunya virus (strain 37997) - Q5XXP3.

Em seguida temos os resultados para as proteinas ndo estruturais através dos
graficos representativos (Figura 17 — Imagens C, D, E, F e G) da andlise de intensidade
sinal de cada proteina estrutural (Capsideo, E3, E2, E1 e 6K). Dessa maneira pode se
destacar os spots que tiveram uma porcentagem elevada de intensidade do sinal indicando
que os epitopos de aminoacidos contidos nesses spots, sdo os mais indicados para serem
possiveis epitopos imunoldgicos do CHIK, uma vez que essa reatividade se da através da

ligacdo desse peptideo com os anticorpos presentes nas amostras utilizadas durante o
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immunoblotting, juntamente do anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina,

mostrando seu possivel potencial para utilizagdo no imunodiagnostico.
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Figura 17. Interagdo da IgA humana com as diferentes proteinas ndo estruturais do virus da
chikungunya durante o processo de sintese de peptideos em membrana de celulose (Imagem A),
utilizando um banco de dados como fonte e a poliproteina POLN_CHIK3 Polyprotein P1234
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OS=chikungunya virus (strain 37997) - Q5XXP4.

5.3. BLAST P

ApoOs a analise das intensidades de sinal de cada pogo, todos aqueles que foram
considerados positivos (acima de 30%), passaram pelo processo de andlise in silico para
reatividade  cruzada.  Através da  utilizagdo da  ferramenta @ BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) juntamente com o programa
EXCELL, os epitopos selecionados foram comparados nos bancos de dados com outros
patégenos humanos que apresentassem uma sequéncia de pelo menos 5 aminoacidos, o
que indicaria uma alta similaridade proteica, podendo futuramente causar reatividade
cruzada entre o CHIKV e outros patogenos humanos durante o ELISA,
consequentemente gerando um diagndstico ndo fidedigno. As sequéncias que ndo
apresentaram reatividade cruzada foram escolhidas para analise de predi¢ao de estrutura
terciaria, com o objetivo de identificar a localizagdo do epitopo na proteina. Esses
epitopos escolhidos por ndo apresentarem reatividade cruzada foram: LLSKVPKTDL
(nspl), FGAPNETFPITFGDF (nsp3), LKKLQESASM (nsp4),
SAVNKLTMRAVPQQK (Capsideo), PRRNRKNKKQ (Capsideo),
PKQKKQPPQKKPAQK (Capsideo). Para o presente artigo utilizaremos a numeragao
seguinte para cada peptideo: LLSKVPKTDL (nspl) — 313, FGAPNETFPITFGDF
(nsp3)- 314, LKKLQESASM (nsp4) — 315, SAVNKLTMRAVPQQK (Capsideo) - 316,
PRRNRKNKKQ (Capsideo) — 317 e PKQKKQPPQKKPAQK
(Capsideo) — 318.

Tabela 3. BLAST P

PROTEINA AA PEPTIDE SEQUENCE SIMILARITY WITH PATHOGENIC ORGANISMS
LOCATIO
N
1até 15 MDPVYVDIDADSAFL ONNV
16 até 30 KALQRAYPMFEVEPR ONNV, MAYV, RRV, GETV, WEEV e VEEV.
36 até 50 DHANARAFSHLAIKL ONNV, EEEV, RRV, GETV, MAYV, SINV, VEEV, BFV
e WEEV.
91 até ERLANYARKL ONNYV, RRV e GETV.
100
156 até VHAPTSLYHQ ONNV, GETV, SFV, RRV, EEEV e WEEV.
165
171 até RVAYWIGFDTTPFMY ONNV, VEEV, BFV, GETV, MAYV, SFV, EEEV,
185 WEEV, RRV e SINV.
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221 até RRGKLSIMRGKKMKP ONNV, MAYV, GETV e SINV.
nsP1 235

246 até TLYPESRKLL ONNV.
255

296 até LYGKTTGYAVTHHAD ONNYV, RRV, MAYV, SFV e GETV.
310

366 até IVVNGRTQRNTNTMK ONNV, VEEV, RRV, GETV, MAYV, SFV, BFV, EEEV,
380 WEEV e SINV.

381 até NYLLPVVAQAFSKWA RRV, GETV, ONNV, MAYV, EEEV, WEEV, VEEV,
395 SFV, SINV e BFV.

426 até QKTHTVYKRPDTQSI ONNYV, RRV, BFV, SFV, VEEV, Mycobacterium
440 simulans, Mycobacterium kyorinense e

Mycobacterium fortuitum.

451 até VVPSLWSSGLSIPLR ONNYV, SFV, MAYV, RRV e Naegleria fowleri.
465

471 até LLSKVPKTDL Sem reatividade cruzada com outros patdgenos
480 do homem.

541 até PRGAIKVTAQPTDHV ONNV e SFV.
555

561 até VLSPQ Sem resultados encontrados
565

591 até RAGRYAVEAY ONNYV e SINV.
600

606 até VPSGYAISPEDFQSL ONNV.
620

636 até RKLHHIALHGPALNT ONNV, RRV, GETV e VEEV.
650

691 até LTNPPYHEFA ONNYV, SFV e SINV.
700

731 até IKNLVTRQDL ONNV.

nsP2 740

761 até NLEISARTVDSLLLN ONNV, RRV, GETV, VEEV, EEEV e WEEV.
775

821 até FFNMMOQMKVNYNHNI ONNV, BFV, SFV, GETV, SINV, WEEV, VEEV, EEEV,
835 Plasmodium knowlesi e Plasmodium

falciparum.

896 até RGWVKQLQIDYRGHE GETV, RRV, ONNV, MAYV, SFV, SINV, VEEV, EEEV,
910 WEEV e BFV.

916 até ASQGLTRKGV ONNYV, SINV, VEEV, RRV, EEEV, WEEV, GETV,
925 MAYV, SFV e BBKV.

926 até YAVRQKVNEN SINV, ONNV, SINV, RRV, GETV, SFV, MAYV, BFV e
935 BBKV.

936 até PLYASTSEHVNVLLT ONNV, VEEV, EEEV, BFV, SINV, RRV, SFV, WEEV,
950 MAYV, SINV e GETV.

956 até LVWKTLSGDPWIKTL ONNV, MAYV, RRV, GETV, BFV, VEEV, EEEV,
970 WEEV, SFV e SINV.

971 até QNPPKGNFKA ONNV e Vibrio parahaemolyticus.
980

1036 até QIIQAFKEDRAYSPE ONNV, MAYV, SFV, GETV, RRV e EEEV.
1050

1066 até DSGLFSKPLVSVHYA ONNV.
1080

1081 até DNHWDNRPGGKMFGF ONNV, RRV, GETV, SFV, MAYV e BFV.
1095

1106 até KYPFTKGKWN ONNV.
1115
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1136 até

IIPANRRLPHSLVAE

ONNV, BFV, SFV, GETV, MAYV, EEEV, VEEV e

1150 WEEV.

1156 até GERMEWLVNKINGHH ONNV, MAYV e SFV.
1170

1191 até PLGIRGADYTYNLEL ONNV.
1205

1206 até GLPATLGRYD ONNV.
1215

1221 até IHTPFRIHHY ONNV e SFV.
1230

1256 até SLLIR Sem resultados encontrados
1260

1291 até VTSNTEMFFLFSNFD ONNYV, GETV, SFV, RRV, MAYV e BFV.
1305

1306 até NGRRNFTTHV ONNV.
1315

1336 até SYRVKRMDIA ONNV.
1345

1371 até YKKWPESFKN ONNV.
1380

1396 até YPVIHAVGPNFSNYS ONNV, SFV, BFV, EEEV, GETV, RRV, MAYV, VEEV
1410 e WEEV.

1441 até LLSTG Sem resultados encontrados.
1445

1451 até KDRLTQSLNHLFTAL VEEV, ONNV, GETV, SFV, RRV, EEEV, WEEV, BFV,
1465 Borrelia duttonii e MIDV.

1481 até WEKKIAEAIQMRTQV SFV, MIDV, ONNV, RRV e GETV.

nsP3 1495

1521 até KGYSTTEGSL SFV.
1530

1531 até YSYLEGTRFH ONNV, EEEV, WEEV, GETV, RRV, MIDV, VEEV e
1540 BFV.

1601 até MTPERVTRLRMNHVT ONNV, MAYV, RRV, GETV e SINV.
1615

1621 até SSFPLPKYKIEGVQK ONNV, RRV, GETV, MIDV, VEEV, SFV e SINV.
1635

1651 até RVSPREYKSP Candida viswanathii e Spirochaetales
1660 bacterium.

1731 até PVAPPRRRRG Mycobacterium shizuoka-1, Angiostrongylus
1740 cantonensise e Angiostrongylus costaricensis.

1761 até RFFRA Alphacoronavirus sp e Nocardia mangyaensis.
1765

1801 até FGAPNETFPITFGDF Sem reatividade cruzada com outros patdgenos
1815 do homem.

1821 até ESLSSELLTFGDFSP Arthoderma gypseum.
1835

1867 até SSDTGPGHLQQRSVR BFV, EEEV, GETV, MAYV, MIDV, ONNV, RRV, SFV,
1881 SINV, VEEV e WEEV.

1911 até LKKLQESASM Sem reatividade cruzada com outros patégenos
1921 do homem.

1922 até ANRSRYQSRK ONNV, MAYV, EEEV, WEEV, VEEV, SINV, RRV,
1931 GETV, SFV, BFV, MIDV, RNV e EVEV.

1957 até KVPTYRTTYPAPVYS ONNV e GETV.
1971

1992 até LARNYPTVASYQITD MAYV, ONNV, SFV, MIDV, SINV, GETV, EEEV e
2006 WEEV.
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2032 até | LRSYPKQHSYHAPTIRSAV ONNV, SFV, SINV, VEEV, GETV, MAYV, WEEV,
2051 P RRV, MIDV e EEEV.
2062 até LAAATKRNCNVTQMR ONNV, VEEV, RRV, EEEV, WEEV, GETV, MAYV,
nsP4 2076 SFV, BFV, MIDV e SINV.
2097 até NQEYWKEFAASPIRI ONNV.
2111
2117 até | TTYVTKLKGPKAAALFAK | SFV,RRV, GETV, BFV, ONNV, EEEV, MAYV, VEEV,
2136 TH SINV e MIDV.
2162 até GTKHTEERPK SINV, ONNV, VEEV, RRV, EEE, WEEV, GETV,
2171 MAYV, SFV, BFV, MIDV e BBKV.
2192 até ELVRRLNAVLLPNVH ONNV, MIDV, VEEV, EEEV, WEEV, MAYYV, SINV,
2206 SFV, RRV, GETV, BFV, RNV e Trypanossoma
cruzi.
2212 até SAEDFDAIIAAHFKP ONNV, RRV, GETV, MAYV, SINV, BFV, VEEV, SFV,
2226 MIDV, EEEV e WEEV.
2242 até QDDSLALTALMLLED RRV, GETV, ONNV, BFV, MAYV, SFV, MIDV e
2256 VEEV.
2262 até PLLDLIEAAF WEEV, ONNV, EEEV, GETV, MAYV, SFV, RRV.
2271
2282 até GTRFKFGAMMKSGMF SINV, ONNV, EEEV, RRV, WEEV, GETV, MAYV,
2296 SFV, BFV, MIDV, VEEV e BBKV.
2307 até ITIASRVLEDRLTRS ONNV, SFV, MAYV, MIDV e SINV.
2321
2387 até DPLKRLFKLGKPLAA ONNV, VEEV, SFV, SINV, RRV, GETV, MAYV,
2401 MIDV, EEEV, WEEV, BFV, RNV, EVEV e Taenia
asidtica.
2412 até | ALADEVVRWQRTGLT ONNV.
2426
2432 até AVHSRYEVQGISVVV ONNV.
2446
2457 até SNFEKLRGPVVTLYG ONNYV e RRV.
2471
1 até 15 MEFIPTQTFYNRRYQ ONNV, BFV, MIDV, RRV, GETV e SFV.
26 até 35 QVIRPRPRPQ Mpycobacteroides abscessus
46 até 60 SAVNKLTMRAVPQQK Sem reatividade cruzada com outros patégenos
do homem.
61 até 70 PRRNRKNKKQ Sem reatividade cruzada com outros patégenos
do homem.
Capsideo 71 até 80 RQKKQAPQND MIDV, Mycobacteroides abscessus e SFV.
81 até 95 PKQKKQPPQKKPAQK Sem reatividade cruzada com outros patdgenos
do homem.
141 até KGTIDNADLAKLAFK ONNYV, SFV, MIDV, BFV, RRV, GETV, MAYV e
155 UNAV.
186 até YYNWHHGAVQYSGGR ONNYV, SINV, RRV, GETV, SFV, VEEV, BFV, WEEV,
200 MAYV, MIDV e EEEV.
211 até GDSGRPIFDNKGRVV Una virus, Middelburg virus, RRV, GETV, SFV,
225 ONNV, MAYV, EEEV, BFV, WEEV, VEEV e SINV.
236 até ARTALSVVTWNKDIV ONNV, MIDV, BFV, SFV, MAYV, RRV, GETV, VEEV,
250 SINV, EEEV e WEEV.
E3 301 até DNVMRPGYYQ ONNV.
310
326 até STKDNFNVYKATRPY RRV, ONNV, SFV e GETV.
340
356 até PIALERIRNE ONNV e Loa Loa (filaria loa).
365
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366 até ATDGTLKIQV ONNV e MAVYV.
375
381 até IKTDDSHDWTKLRYM ONNV.
395
431 até PKGETLTVGFTDSRK ONNV.
445
E2 451 até THPFHHEPPVIGRER ONNV.
465
511 até GNVKITVNGQTVRYK ONNV, MAYV, RRV, GETV, Tsukamurella
525 paurometabola e Klebsiella pneumoniae.
551 até HAAVTNHKNWQYNSP ONNYV, GETV e RRV.
565
571 até AELGDRKGKIHIPFP ONNV, MAYV e SFV.
585
601 até VTYGKNQVTMLLYPD ONNV.
615
621 até SYRNMGQEPNYHEEW ONNYV, SFV e UR.
635
651 até LEVTWGNNEPYKYWP ONNV.
665
671 até GTAHGHPHEIILYYY ONNV, GETV, MAYV e RRV.
685
726 até ELTPGATVPF ONNV.
735
6K 756 até AYLWNEQQPLFWLQA ONNV, Naegleria fowleri e Arthroderma otae.
770
801 até SIGAHTVSAYEHVTV ONNV.
815
E1 816 até IPNTVGVPYKTLVNR ONNV.
830
831 até PGYSPMVLEMELQSV ONNV.
845
856 até ITCEYKTVIPSPYVK SFV, GETV, ONNV, RRV, MAYV e MIDV.
870
921 até ESCKTEFASAYRAHT ONNV.
935
936 até ASASAKLRVLYQGNN ONNV.
950
966até | KDAKFVVGPMSSAWT ONNV e EEEV.
980
986 até IVVYKGDVYNMDYPP ONNV, MIDV, RRV, GETV e SFV.
1000
1001até | FGAGRPGQFGDIQSR ONNV, MAYV, VEEV, RRV, GETV, SFV e BFV.
1015
1041 até PYSQAPSGFK ONNV.
1050
1051até | YWLKERGASLQHTAP ONNV.
1065
1126 até IIKYTASKKGKCAVH ONNV e VEEV.
1140
1206 até LGVQDISTTAMSWVQ ONNV.
1220

Ap6s a selegdo das sequéncias de aminoacidos das principais proteinas do virus CHIKV (nsP1,
nsP2, nsP3, nsP4, E1, E2, E3, C e 6K), uma analise computacional foi conduzida para avaliar a
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possibilidade de reatividade cruzada com outros patdgenos humanos. Nessa analise, foram
considerados tanto a intensidade do sinal quanto a correspondéncia da sequéncia com peptideos
do CHIKYV. Para isso, utilizamos o BLAST, uma ferramenta de bioinformatica amplamente
reconhecida, que compara sequéncias de aminodcidos, RNA ou DNA para identificar
similaridades e outras informagoes relevantes sobre a sequéncia em questao.

5.4. ESTRUTURA TERCIARIA

Com a predigdo de estrutura tercidria de cada epitopo, € possivel identificar sua
posicdo na proteina e avaliar seu potencial para utilizagdo no diagnostico, uma vez que
quanto mais exposta ou na superficie (principalmente em proteinas em formato de hélice
ou coil), teoricamente maior serd sua imunogenicidade, gerando uma maior reatividade

contra anticorpos para o CHIKV (Figura 18, Figura 19, Figura 20 e Figura 21).

Figura 18. Grafico de predicao de estrutura terciaria da proteina nao estrutural nspl.
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Figura 19. Gréfico de predi¢do de estrutura terciaria da proteina nao estrutural nsp3.
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Figura 20. Grafico de predi¢ao de estrutura terciaria da proteina nao estrutural nsp4.

Figura 21. Gréafico de predicao de estrutura terciaria da proteina estrutural do Capsideo.
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6. IMUNODIAGNOSTICO (ELISA)

Os ensaios de ELISA foram realizados para avaliar a reatividade sérica aos seis
peptideos sintéticos. Apds o experimento, os resultados de Densidade Optica (DO) foram
convertidos em Indice de Reatividade (IR) para cada amostra, e as comparagdes foram
feitas entre grupos de individuos classificados como "Positivos" e "Negativos", conforme

ilustrado na Figura 22.

O grafico de box-plot para o Pep 313 (Figura 22 — Imagem A) mostra que o grupo

"positivos" (caixa azul) apresentou um Indice de Reatividade (IR) mediano ligeiramente
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superior ao grupo negativo (caixa vermelha). A dispersao dos dados sugere uma
sobreposi¢cdo consideravel entre os dois grupos, embora a mediana do grupo positivo
esteja em torno de 0.5 e a dos negativo um pouco abaixo. Similarmente ao Pep 313, o Pep
314 (Figura 22 — Imagem B) demonstrou uma tendéncia do grupo positivos de apresentar
valores de IR medianos um pouco maiores do que o grupo negativos. No entanto, a
variacdo dentro de cada grupo ¢ ampla, e a sobreposi¢ao ¢ evidente, indicando que a

distin¢do entre os grupos com base apenas no IR pode ser limitada.

Para o Pep 315 (Figura 22 — Imagem C), observa-se que as medianas dos IRs para
0s grupos positivos ¢ negativos sdo bem préoximas, com uma ligeira vantagem para os
positivos. A amplitude dos dados, especialmente no grupo positivos, sugere uma
heterogeneidade na reatividade. A grande sobreposicdo indica uma dificuldade em
diferenciar claramente os grupos apenas pelo IR. Analisando o Pep 316 (Figura 22 —
Imagem D) exibe uma mediana de IR no grupo positivos que é marginalmente mais alta
que a do grupo negativos. Contudo, as distribui¢des de IR para ambos os grupos sao
bastante semelhantes em termos de medianas, quartis e dispersao geral, o que sugere uma

fraca capacidade discriminatoria deste peptideo entre os grupos estudados.

No caso do Pep 317 (Figura 22 — Imagem E), a mediana do IR para o grupo
positivos parece ser um pouco mais elevada em comparagdo com o grupo negativos. No
entanto, a sobreposicdo das distribuicdes ¢ notavel, indicando que este peptideo,
isoladamente, pode ndo ser um forte discriminador. A variabilidade nos IRs ¢
consideravel em ambos os grupos. Por fim, o Pep 318 (Figura 22 — Imagem F) apresenta
um padrao onde a mediana do IR para o grupo positivos € um pouco superior a do grupo
negativos. Embora haja uma diferenca visual nas medianas, a ampla sobreposicao das
caixas e bigodes em ambos os grupos sugere que a reatividade a este peptideo ¢
heterogénea e ndo permite uma clara distingdo entre os grupos positivos e negativos

apenas com base no IR.

De modo geral, a andlise dos box-plots para os seis peptideos revela que, embora
0s grupos positivos tendam a apresentar medianas de Indice de Reatividade ligeiramente
maiores que 0s grupos negativos, a sobreposi¢do significativa nas distribuicoes dos IRs €
uma caracteristica comum a todos os peptideos. Isso sugere que, individualmente,
nenhum dos peptideos avaliados neste ensaio de ELISA demonstra uma capacidade
robusta e isolada para distinguir de forma clara e inequivoca os grupos positivos e

negativos com base apenas no Indice de Reatividade. Para uma avaliagdo mais precisa da
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capacidade discriminatoria desses peptideos, foi necessdria a aplicagdo de testes
estatisticos de significancia (e.g., Mann-Whitney U test, t-test, dependendo da

normalidade da distribuicdo, e curva ROC).

A indice de Reatividade B indice de Reatividade C indice de Reatividade
1.5+ 1.5- 1.5
1.0 1.0 1.0
x x o
0.5 0.5+ 0.5+
0.01—7—FT— 0.0- 0.01—7—F—
o ) 2 o o 9
&40 ’b@o \\\40 6&\0 . {@o 'b&o
Q° & Q° ‘\e‘) Q° \39
Peptideo 313 Peptideo 314 Peptideo 315
D indice de Reatividade E indice de Reatividade F indice de Reatividade
1.5 1.5- 1.5
1.0 1.0 1.0
x x o
0.5+ 0.5 0.5
0.0+—— 0.0+ —— 7 0.0+ —— 7
9 9 o 9 9 )
. \@‘o S & & S
2 & & & & &
T ¢ T ¢ T
Peptideo 316 Peptideo 317 Peptideo 318

Figura 22. A figura apresenta seis graficos de box-plot (A-F) que comparam os Indices de
Reatividade (IR) obtidos por ELISA para os peptideos Pep 313, Pep 314, Pep 315, Pep 316, Pep
317 e Pep 318 entre dois grupos de amostras: positivos (barras azuis) e negativos (barras
vermelhas). Em cada grafico, a caixa representa o intervalo interquartil (IQR), a linha horizontal
dentro da caixa indica a mediana, e os bigodes (whiskers) se estendem até 1,5 vezes o IQR além
dos quartis. Os valores individuais situados fora dessa faixa seriam representados como outliers,
embora ndo haja nenhum visivel nestes graficos. O eixo vertical representa o Indice de
Reatividade (IR), variando de 0 a 1.5, enquanto o eixo horizontal distingue os grupos Positivos e
Negativos para cada peptideo. A analise visual permite comparar a distribuigdo dos IRs entre os
grupos para cada peptideo, avaliando a potencial capacidade de cada peptideo em distinguir entre
as amostras dos grupos positivos e negativos.
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7. TESTES ESTATISTICOS
7.1. PEPTIDEO 313

As analises preliminares de normalidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk,
indicaram que o grupo de amostras negativas nao seguia uma distribui¢cdo normal,
enquanto o grupo de amostras positivas se mostrou normal. Dada essa caracteristica, o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi empregado para comparar as medianas dos
valores de Reatividade Imune (IR) entre os grupos. Este teste revelou uma diferenga
estatistica significativa entre os grupos positivo e negativo (p < 0.05), sugerindo que o
Peptideo 313 possui potencial diagnostico. Conforme esperado, a reatividade média foi

consistentemente maior nas amostras de individuos positivos.

Para a avaliagdo diagndstica, a Curva ROC para o peptideo 313 (Figura 23 —
Imagem A) apresentou uma Area Sob a Curva (AUC) de 0.6825, o que classifica sua
capacidade discriminatdria como razoavel a moderada. O Intervalo de Confianca de 95%
para a AUC, variando de 0.5696 a 0.7954, ndo incluiu o valor 0.50, refor¢ando a ideia de
que a discriminac¢ao observada ndo ¢ atribuida ao acaso. Adicionalmente, o p-valor de
0.0046 confirmou que a AUC ¢ estatisticamente diferente de 0.50, conferindo

significancia estatistica a sua capacidade de diferenciar os grupos.

Para aprofundar a compreensdo do desempenho diagndstico, escolhemos o ponto
de corte de 0.3300, por ser considerado o mais equilibrado entre as opg¢des disponiveis.
Ao aplicar esse corte diretamente aos dados de 30 amostras positivas e 63 negativas,
obtivemos as seguintes classifica¢des: identificamos 22 Verdadeiros Positivos (VP) e 44
Verdadeiros Negativos (VN). Contudo, também observamos 19 Falsos Positivos (FP) e 8

Falsos Negativos (FN).

Com base nessas classificacdes, as métricas de desempenho do teste foram
reveladas. A sensibilidade alcangou 73,33% (22/30), o que demonstra a capacidade do
teste em identificar corretamente a maioria dos individuos que de fato possuem a
condi¢do. A especificidade, por sua vez, foi de 69,84% (44/63), indicando a eficacia do

teste em reconhecer individuos que ndo apresentam a condigao.

A acurdcia geral do teste foi de 70,97% (66/93), representando a propor¢ao total
de classificacdes corretas em relacdo ao total de amostras. Ao analisar os valores

preditivos, o Valor Preditivo Positivo (VPP) foi de 53,66% (22/41), sugerindo que um
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resultado positivo tem pouco mais da metade de chance de realmente indicar a presenga
da condi¢@o. Em contraste, o Valor Preditivo Negativo (VPN) destacou-se com 84,62%
(44/52), ressaltando a alta confiabilidade de um resultado negativo para descartar a

condi¢do em questao.

O peptideo 313 se destaca por sua capacidade estatisticamente significativa de
discriminacdao. A utilizagdo do ponto de corte de 0.3300 resultou em um equilibrio
razoavel entre sensibilidade e especificidade, consistente com sua AUC moderada.
Embora o teste seja mais eficaz para excluir a condi¢do (alto VPN), sua capacidade de
confirmagdo (VPP) é mais limitada, indicando que um resultado positivo pode necessitar

de cautela e métodos confirmatorios adicionais.
7.2. PEPTIDEO 314

A avaliagdo de normalidade para o peptideo 314, pelo teste de Shapiro-Wilk,
revelou que tanto o grupo de amostras negativas (p < 0.0001) quanto o de positivas (p =
0.0603) nao apresentaram distribui¢do normal, embora o grupo positivo estivesse no
limite da normalidade. Consequentemente, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
aplicado para a comparagdo das medianas. Os resultados do Mann-Whitney indicaram
um p-valor de 0.7359, o que ¢ ndo significativo (p > 0.05) e implica que o Peptideo 314
nao consegue discriminar os grupos de amostras positivas € negativas. As medianas dos
grupos (Negativos: 0.2800; Positivos: 0.2850) foram praticamente idénticas,

corroborando a auséncia de separagao estatistica.

A analise da Curva ROC para o peptideo IR_314 (Figura 23 — Imagem B) reforgou
esses achados, apresentando uma Area Sob a Curva (AUC) de 0.5220. Este valor,
extremamente proximo de 0.50, indica uma capacidade de discriminagdo muito baixa,
quase aleatoria. O Intervalo de Confianca de 95% para a AUC, de 0.3997 a 0.6442, incluiu
o valor 0.50, o que significa que ndo ha evidéncia estatistica de que o peptideo possua
qualquer capacidade discriminatoria real além do acaso. O p-valor de 0.7331 (maior que
0.05) corroborou que a AUC ndo ¢ significativamente diferente de 0.50, confirmando a

auséncia de significancia estatistica.

Apesar de um desempenho geral que se mostrou limitado, decidimos explorar um
ponto de corte alternativo de 0.2750 para uma andlise mais minuciosa. Este valor foi
escolhido por apresentar um certo equilibrio dentro da tabela ROC. Ao aplicarmos este

ponto de corte aos nossos dados brutos — compostos por 30 amostras positivas e 63
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negativas — as classificagdes resultantes foram as seguintes: 18 Verdadeiros Positivos
(VP) e 33 Verdadeiros Negativos (VN). Contudo, também identificamos um numero

consideravel de 30 Falsos Positivos (FP) e 12 Falsos Negativos (FN).

Com base nestes resultados, as métricas de desempenho foram calculadas. A
sensibilidade do teste foi de 60,00% (18/30), o que significa que 60% dos pacientes que
realmente possuiam a condi¢ao foram corretamente identificados. J& a especificidade
ficou em 52,38% (33/63), indicando que pouco mais da metade dos individuos sem a

doenga foram corretamente reconhecidos.

A acurécia geral do teste foi de 54,84% (51/93), revelando que apenas cerca de
55% de todas as amostras foram classificadas corretamente, um desempenho que se
aproxima do acaso. O Valor Preditivo Positivo (VPP) foi de 37,50% (18/48), sugerindo
que um resultado positivo do teste tem uma chance relativamente baixa — menos de 40%
— de realmente indicar a presen¢a da condi¢do, o que implicaria que a maioria dos
resultados positivos poderiam ser falsos. Por outro lado, o Valor Preditivo Negativo
(VPN) foi mais promissor, atingindo 73,33% (33/45). Este dado ¢ relevante, pois indica
uma confianga razoavel: se o teste apresentar um resultado negativo, ha mais de 70% de

chance de que o individuo realmente ndo tenha a condigao.

Em sintese, o peptideo 314 possui uma capacidade discriminatoria extremamente
limitada e ndo € estatisticamente diferente de um teste aleatdrio. Sua baixa performance,
com sensibilidade e especificidade proximas de 50%, o torna ndo confidvel ou eficaz

como biomarcador para o diagnostico em questao.
7.3. PEPTIDEO 315

A avaliagcdo de normalidade para o peptideo 315, utilizando o teste de Shapiro-
Wilk, concluiu que ambos os grupos nao apresentavam distribui¢do normal. Diante disso,
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi o método escolhido para comparar as
medianas. O resultado do Mann-Whitney revelou um p-valor de 0.5908, que ¢ nao
significativo (p > 0.05) e indica que o Peptideo IR 315 ndo diferencia bem os grupos de
amostras positivas e negativas. A diferenca entre as medianas foi muito pequena (0.0300),

corroborando a falta de poder discriminatdrio estatistico.

A anélise da Curva ROC do peptideo 315 (Figura 23 — Imagem C) corrobora esses

achados, exibindo uma Area Sob a Curva (AUC) de 0.5349. Este valor, extremamente
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proximo de 0.50, denota uma capacidade de discriminagdo muito baixa, quase igual ao
acaso. O Intervalo de Confianga de 95% para a AUC, de 0.4070 a 0.6628, incluiu o valor
0.50, indicando que a AUC observada ndo ¢ estatisticamente diferente de 0.50, e que
qualquer capacidade discriminatoria real ndo pode ser confirmada. O p-valor de 0.5875,

maior que 0.05, confirmou a auséncia de evidéncia estatistica significativa.

Para os célculos detalhados de desempenho, com um total de 30 amostras
positivas e 63 negativas, escolhemos o ponto de corte de 0.3150. Este foi identificado
como o mais equilibrado na tabela de sensibilidade/especificidade, buscando uma
otimizagdo entre ambas as métricas. Ao aplicarmos este corte, obtivemos 18 Verdadeiros
Positivos (VP) e 34 Verdadeiros Negativos (VN). Contudo, também registramos 29
Falsos Positivos (FP) e 12 Falsos Negativos (FN).

Com base nessas classificagdes, as métricas de desempenho foram calculadas. A
sensibilidade do teste foi de 60,00% (18/30), indicando que o teste conseguiu identificar
corretamente 60% dos pacientes que realmente possuiam a condi¢do. A especificidade,
por sua vez, atingiu 53,97% (34/63), mostrando que aproximadamente 54% dos

individuos sem a condicao foram corretamente identificados.

A acuracia geral do teste ficou em 55,91% (52/93), o que revela que o teste
classificou corretamente pouco mais da metade de todas as amostras, um desempenho
que, embora superior ao acaso, ainda demonstra espago para melhorias. O Valor Preditivo
Positivo (VPP) foi de 38,30% (18/47), sugerindo que um resultado positivo do teste tem
apenas 38,30% de chance de realmente ser verdadeiro, o que significa que muitos
resultados positivos podem nao corresponder a presenga da condi¢gdo. Em contrapartida,
o Valor Preditivo Negativo (VPN) foi mais robusto, alcangando 73,91% (34/46). Este
valor € particularmente relevante, pois indica que, se o teste retornar um resultado

negativo, ha uma chance razoavel de que o individuo realmente ndo tenha a condicao.

Com base em sua AUC proxima de 0.50 e p-valor ndo significativo, o peptideo 315
possui uma capacidade discriminatoria extremamente limitada. Seu desempenho ¢é
indistinguivel de um teste aleatorio, tornando-o ndo eficaz ou confidvel como

biomarcador para a condi¢ao em estudo.
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7.4. PEPTIDEO 316

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk para o peptideo 316 mostrou que o grupo
de amostras negativas nao seguia uma distribui¢do normal (p = 0.0110), enquanto o grupo
positivo foi considerado normal, embora limitrofe (p = 0.0512). Devido a nao
normalidade do grupo negativo, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi o escolhido
para a comparagcdo das medianas. Este teste revelou um p-valor de 0.0361, que ¢
estatisticamente significativo (p < 0.05), indicando que o Peptideo 316 consegue
discriminar os grupos de amostras positivas e negativas. A diferenca entre as medianas
(Negativos: 0.3830; Positivos: 0.4725) foi de 0.0895, considerada modesta, mas relevante

para a separagdo dos grupos.

A andlise da Curva ROC para o peptideo 316 (Figura 23 — Imagem D) apresentou
uma Area Sob a Curva (AUC) de 0.6347, o que a classifica como uma capacidade de
discriminacdo razoavel, mas ainda fraca. No entanto, essa AUC ¢ estatisticamente
significativa, com um p-valor de 0.0365 ¢ um Intervalo de Confianga de 95% de 0.5161
a 0.7532, onde o limite inferior € maior que 0.50, confirmando que a discriminagao ¢ real

e ndo aleatoria.

Seguindo a analise, escolhemos o ponto de corte de 0.4145, que se mostrou o mais
equilibrado em nossa tabela. Ao aplicarmos este corte, obtivemos 18 Verdadeiros
Positivos (VP) e 38 Verdadeiros Negativos (VN). No entanto, também registramos 25
Falsos Positivos (FP) e 12 Falsos Negativos (FN).

Com estes resultados, as métricas de desempenho foram -calculadas. A
sensibilidade do teste foi de 60,00% (18/30), indicando que ele conseguiu identificar
corretamente 60% dos pacientes que realmente possuiam a condi¢do. A especificidade,
por sua vez, atingiu 60,32% (38/63), mostrando que aproximadamente 60% dos

individuos sem a condic¢ao foram corretamente identificados.

A acurécia geral do teste ficou em 60,22% (56/93), o que significa que o teste
classificou corretamente cerca de 60% de todas as amostras. O Valor Preditivo Positivo
(VPP) foi de 41,86% (18/43). Esse dado sugere que um resultado positivo do teste tem
apenas 41,86% de chance de ser verdadeiro, o que nos mostra que mais da metade dos
resultados positivos poderiam ser falsos. Por outro lado, o Valor Preditivo Negativo
(VPN) foi de 76,00% (38/50). Isso indica que, se o teste caracterizar um resultado

negativo, ha uma utilidade consideravel para descartar a condi¢cdo em questao.
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Dessa forma, o Peptideo 316 demonstra uma capacidade de discriminacao
estatisticamente significativa e um excelente equilibrio entre sensibilidade e
especificidade no ponto de corte de 0.4145. Apesar do equilibrio, sua performance geral
ainda ¢ considerada razoavel a fraca. Embora seu VPP seja limitado, seu VPN forte sugere
que pode ser util para descartar a condi¢ao. Pode ter utilidade em um contexto mais

amplo, mas nao ¢ um biomarcador forte ou altamente preciso por si sO.
7.5. PEPTIDEO 317

A avaliagdo de normalidade para o peptideo 317, por meio do teste de Shapiro-
Wilk, revelou que ambos os grupos nao apresentavam distribuicdo normal. Diante disso,
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi o método escolhido para comparar as
medianas. O resultado do Mann-Whitney revelou um p-valor de 0.0483, que ¢
estatisticamente significativo (p < 0.05), indicando que o Peptideo IR 317 consegue
discriminar entre as amostras positivas ¢ negativas. A diferenca entre as medianas
(negativos: 0.3600; positivos: 0.4450) foi de 0.0850, considerada razoavel e indicativa de

uma separagao entre 0s grupos.

A analise da Curva ROC para o peptideo 317 (Figura 23 — Imagem E) apresentou
uma Area Sob a Curva (AUC) de 0.6270, indicando uma capacidade de discriminagao
razoavel, mas ainda fraca. O p-valor de 0.0486 e o Intervalo de Confianca de 95% de
0.5124 a 0.7416, com o limite inferior maior que 0.50, confirmam que a discriminacao ¢

estatisticamente significativa e ndo aleatoria.

Continuando nossas analises, com as mesmas 30 amostras positivas e 63
negativas, investigamos o desempenho utilizando o ponto de corte de 0.4150, que se
mostrou o mais equilibrado em nossa avalia¢do. Com a aplicacdo deste critério,
obtivemos 15 Verdadeiros Positivos (VP) e 40 Verdadeiros Negativos (VN). No

entanto, também identificamos 23 Falsos Positivos (FP) e 15 Falsos Negativos (FN).

Com base nestes resultados, as métricas de desempenho foram calculadas. A
sensibilidade do teste foi de 50,00% (15/30), indicando que metade dos pacientes que
realmente possuem a condi¢ao foram corretamente identificados. A especificidade, por
sua vez, atingiu 63,49% (40/63), mostrando que aproximadamente 63% dos individuos

sem a condicao foram corretamente reconhecidos.
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A Acurécia geral do teste ficou em 59,14% (55/93), o que significa que o teste
classificou corretamente cerca de 59% de todas as amostras. O Valor Preditivo Positivo
(VPP) foi de 39,47% (15/38), sugerindo que, se o teste for positivo, hd pouco mais de
39% de chance de o individuo realmente ter a condi¢do. Por outro lado, o Valor
Preditivo Negativo (VPN) foi de 72,73% (40/55). Este valor € particularmente
relevante, pois indica que, se o teste retornar um resultado negativo, ha uma chance

consideravel de que o individuo realmente ndo tenha a condigao.

O Peptideo 317 demonstrou uma capacidade de discriminagdo estatisticamente
significativa, porém moderada. No ponto de corte de 0.4150 ele apresenta um
desempenho equilibrado, mas com valores de sensibilidade de 50% e especificidade de
quase dois ter¢os, o que sugere que nao seria suficiente como um teste diagnostico tnico

e perfeito.
7.6. PEPTIDEO 318

A avaliacdo de normalidade para o peptideo IR 318, realizada pelo teste de
Shapiro-Wilk, indicou que ambos os grupos falharam no teste de normalidade.
Consequentemente, o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi o método empregado
para comparar as medianas dos grupos. O teste revelou que o Peptideo 318 consegue
discriminar os grupos positivo e negativo com alta significancia estatistica. A diferenca
entre as medianas foi a maior observada até agora entre todos os peptideos analisados, o

que demonstra um excelente desempenho estatistico inicial.

A andlise da Curva ROC para o peptideo 318 (Figura 23 — Imagem F) revelou
uma Area Sob a Curva (AUC) de 0.6926, indicando uma capacidade de discriminagao
moderada. O p-valor de 0.0028 ¢ altamente significativo (muito menor que 0.05), e o
Intervalo de Confianca de 95% (0.5809 a 0.8042), com o limite inferior claramente acima

de 0.50, demonstra evidéncia robusta de capacidade discriminatoria real.

Para os célculos detalhados, com 30 amostras positivas e 63 negativas,
selecionamos o ponto de corte de 0.3950. Essa escolha foi feita especificamente porque
esse valor maximiza o Indice de Youden, buscando o melhor equilibrio entre
sensibilidade e especificidade. Ao aplicarmos este corte, os resultados foram: 19
Verdadeiros Positivos (VP) e 41 Verdadeiros Negativos (VN). No entanto, também

observamos 22 Falsos Positivos (FP) e 11 Falsos Negativos (FN).
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Com base nessas classificagdes, as métricas de desempenho foram calculadas. A
sensibilidade do teste foi de 63,33% (19/30), demonstrando a capacidade do teste em
identificar corretamente os verdadeiros positivos. A especificidade, por sua vez, alcancou
65,08% (41/63), indicando a capacidade de identificar corretamente os verdadeiros

negativos.

Sua Acuracia geral ficou em 64,52% (60/93), representando a porcentagem total
de classificacdes corretas obtidas. Ao analisar os valores preditivos, o Valor Preditivo
Positivo (VPP) foi de 46,34% (19/41), indicando a probabilidade de um individuo
realmente ser positivo quando o teste retorna um resultado positivo. Em contraste, o Valor
Preditivo Negativo (VPN) foi de 78,85% (41/52), ressaltando a probabilidade de um

individuo ser realmente negativo quando o teste apresenta um resultado negativo.

Tabela 4: Resultados estatisticos dos peptideos analisados

Peptideo Mann- AUC(IC p-valor Sensibilid Especificidade  Acuracia VPP VPN
Whitney 95%) AUC ade
313 p <0.05 0.6825 0.0046 73,33% 69,84% 70,97% 53,66 84,62
(0.5696- % %
0.7954)
314 p=0.7359 0.5220 0.7331 60,00% 52,38% 54,84% 37,50 73,33
(0.3997- % %
0.6442)
315 p =0.5908 0.5349 0.5875 60,00% 53,97% 55,91% 38,30 73,91
(0.4070- % %
0.6628)
316 p=10.0361 0.6347 0.0365 60,00% 60,32% 60,22% 41,86 76,00
(0.5161- % %
0.7532)
317 p=10.0483 0.6270 0.0486 50,00% 63,49% 59,14% 39,47 72,73
(0.5124- % %
0.7416)
318 p 0.6926 0.0028 63,33% 65,08% 64,52% 46,34 78,85
significativo (0.5809- % %
0.8042)

Resultados estatisticos detalhados para seis peptideos (313 a 318) submetidos a andlise. Os
parametros incluem testes de significancia estatistica, métricas de desempenho de classificagdo e

valores preditivos.

Apds uma comparagdo geral foi observado que o peptideo 318 demonstrou uma
performance promissora como biomarcador, com uma discriminagdo estatisticamente
robusta e a maior AUC entre os peptideos avaliados. No ponto de corte de 0.3950 ele
exibe um bom equilibrio entre sensibilidade e especificidade, com um VPP moderado e

um VPN forte, o que sugere um bom potencial diagnostico.
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Figura 23. A figura apresenta seis graficos de Curva de Caracteristica de Operacdo do Receptor
(ROC - Receiver Operating Characteristic) individuais (A-F), demonstrando a capacidade
preditiva de seis peptideos distintos (Pep 313, Pep 314, Pep 315, Pep 316, Pep 317 e Pep 318).
Cada curva ROC plota a taxa de verdadeiros positivos (sensibilidade) contra a taxa de falsos
positivos (especificidade) para diferentes pontos de corte, permitindo a avaliagdo da acuracia de
cada peptideo como biomarcador. A linha pontilhada diagonal em cada grafico representa um
classificador aleatério, servindo como referéncia para a comparagao da performance dos
peptideos. A area sob a curva (AUC) de cada grafico, ¢ um indicador crucial da performance

diagnostica, onde valores mais proximos de 1 indicam maior capacidade discriminatoria.
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8. DISCUSSAO

O presente estudo, ao analisar 175 amostras sanguineas de pacientes com
diagnéstico clinico de arboviroses atendidos na UPA Beira Mar, em Duque de Caxias,
entre janeiro e junho de 2018, oferece um panorama relevante sobre a epidemiologia local
dessas doencas. A cocirculacao de dengue (DEN), Chikungunya (CHIK) e zika (ZIK)
representa um cendrio complexo e dindmico no Brasil, com impactos substanciais sobre
o sistema de saude, especialmente em areas urbanas densamente povoadas, como Duque
de Caxias — uma realidade comum em centros urbanos brasileiros (SILVA et al. 2021;

FERNANDES et al. 2024).

A prevaléncia observada de CHIK, predominante em nossa coorte (53,71% dos
casos), superando DEN (25,71%) e ZIK (17,10%), indica um possivel surto localizado da
infeccdo por CHIKV no periodo estudado. Essa distribuicdo reforca as variagdes
epidemioldgicas temporais e geograficas das arboviroses no Brasil (BRASIL, 2020). O
Ministério da Saude enfatiza que a emergéncia e reemergéncia desses virus exigem

vigilancia continua e estratégias adaptativas.

As coinfecgdes, ainda que menos frequentes (DEN/ZIK: 2,28%; DEN/CHIK:
1,14%), associadas a sintomas inespecificos, refletem os desafios diagndsticos em
contextos de cocirculagdo viral. A sobreposicdo de manifestagcdes clinicas entre as trés
arboviroses dificulta a identificacdo etioldgica baseada apenas em critérios clinicos,
conforme destacado em estudos recentes (PUCCIONI-SOHLER et al. 2023). Isso ressalta
a importancia de métodos laboratoriais confirmatdrios na condugao clinica e em agdes de
vigilancia.

A analise demografica revelou idade mediana de 41 anos e predominancia do sexo
feminino (52,07%). Estudos epidemioldgicos apontam maior risco de infeccdo entre
mulheres, o que pode estar relacionado a padrdes sociais, habitos de vestuario e maior
exposicdo domiciliar ao vetor (SILVA et al., 2021). No caso especifico do ZIKV,
observou-se maior frequéncia de infeccdo entre mulheres de 20 a 39 anos, refor¢ando

padrdes ja descritos na literatura (KOHLER ef al. 2018).

As manifestacoes clinicas observaram-se em consonancia com a literatura:
pacientes com DEN apresentaram predominantemente mialgia, cefaleia e, em alguns

casos, discrasias; os com ZIK relataram exantema, prurido e hiperemia conjuntival;
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enquanto os casos de CHIK mostraram elevada frequéncia de artralgia e artrite, com

intensidade variando de moderada a grave (KOHLER et al. 2018; SOUSA et al. 2023).

O mapeamento de epitopos lineares por sintese de peptideos em membrana de
celulose e posterior immunoblotting com soros/plasma de pacientes positivos para CHIK
mostrou-se eficaz na identificagdo de regides imunorreativas. A escolha de peptideos com
intensidade de sinal > 30%, conferiu rigor a selecdo dos epitopos (FRANK, 2020),
permitindo identificar sequéncias imunogénicas relevantes. Essa metodologia tem se
mostrado promissora na geracdo de antigenos para diagnostico e desenvolvimento de

vacinas (KASHIAP et al. 2016).

Os resultados demonstraram a interacdo da IgA com proteinas estruturais
(capsideo, E3, E2, E1 e 6K) do CHIKV. A resposta dirigida a essas regides reforca a
importancia das proteinas estruturais como alvos imunogénicos, conforme evidenciado
por Burgos et al. (2017) e Silva et al. (2018), especialmente E2 e E1, que sdo expostas na

superficie viral.

De forma inédita, este estudo também demonstrou reatividade de IgA frente as
proteinas ndo estruturais (nsP1 a nsP4), indicando sua imunogenicidade e potencial como
alvo diagndstico, com menor risco de reatividade cruzada com outros arbovirus. Agarwal
et al. (2024) destacam a presenga de epitopos de células T CD4+ nas proteinas nio

estruturais, especialmente nsP1, refor¢ando seu valor imunologico.

A presenca de epitopos imunorreativos tanto em proteinas estruturais quanto nao
estruturais amplia o leque de possibilidades para o desenvolvimento de ferramentas
diagnosticas e vacinas multiepitopicas. A especificidade dos peptideos identificados pode
ser essencial para reduzir interferéncias decorrentes de infec¢des prévias por arbovirus

relacionados.

A analise in silico por BLASTP permitiu a avaliacdo da especificidade dos
epitopos identificados, utilizando um critério conservador de similaridade minima de 5
aminodcidos para prever reatividade cruzada. Essa abordagem ¢ amplamente reconhecida
como um passo critico na triagem inicial de peptideos candidatos para uso diagndstico,

aumentando a acuracia de testes como o ELISA (LECHUGA et al. 2024).

No presente estudo, foram identificados e selecionados seis epitopos especificos

do CHIKV — LLSKVPKTDL (nsP1), FGAPNETFPITFGDF (nsP3), LKKLQESASM
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(nsP4), SAVNKLTMRAVPQQK, PRRNRKNKKQ ¢ PKQKKQPPQKKPAQK (todos
do capsideo) — que nao apresentaram reatividade cruzada com outros patégenos humanos,
conforme demonstrado pela andlise in silico. A auséncia de similaridade significativa com
proteinas de outros arbovirus, bem como de patdogenos nao relacionados, reforca a
especificidade desses epitopos como potenciais biomarcadores para diagnostico
soroldgico de CHIK, minimizando o risco de resultados falso-positivos. Este achado ¢ de
grande relevancia diante da cocirculacdo de multiplos arbovirus e outros agentes

etiologicos com estruturas proteicas homologas.

A andlise contemplou epitopos tanto de proteinas estruturais quanto nao
estruturais, ampliando as possibilidades de identificacdo de regides imunogénicas
especificas. Estudos anteriores, como o de Medina Gomez et al. (2020), também
investigaram epitopos especificos do CHIK para fins diagnosticos. Enquanto nosso
estudo identificou epitopos em nsP1, nsP3, nsP4 e capsideo, Medina Goémez et al.
destacaram epitopos principalmente nas proteinas E1 e E2. No total, foram identificados
13 epitopos exclusivos do CHIK, incluindo seis em proteinas estruturais (trés em E1 e
trés em E2) e sete em proteinas ndo estruturais (dois em nsP1, um em nsP2, dois em nsP3

e dois em nsP4).

A abordagem desses autores incluiu a construgdo de sequéncias consenso a partir
de 1.320 sequéncias do CHIKV disponiveis no NCBI, alinhadas com sequéncias de
DEN e ZIK para identificar regides com menor homologia. A sele¢do dos epitopos foi
baseada em critérios rigorosos, como detec¢ao por multiplos algoritmos (Clustal W, T-
Coffee, MUSCLE) e baixa similaridade (<25%) com flavivirus. Assim como em nosso
estudo, foram priorizadas regides com alta especificidade, destacando a importancia de

epitopos que possam ser utilizados como biomarcadores seletivos.

A selegao de epitopos sem reatividade cruzada ¢ um componente essencial para
aumentar a acurdcia diagnostica. Além disso, possibilita o desenvolvimento de ensaios
mais simples, econdmicos e escaldveis, com menor necessidade de validagdo extensiva
de peptideos inespecificos. A utilizag¢do da andlise in silico como filtro inicial para sele¢ao
de candidatos diagnosticos representa uma etapa critica na racionalizagdo do

desenvolvimento de novos testes.

A predigcdo da estrutura tercidria dos epitopos identificados permitiu avaliar sua

acessibilidade e localizagdo em regides potencialmente imunogénicas, como hélices e
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coils expostos. Essa caracteristica favorece a interagdo com anticorpos e fortalece seu uso
como candidatos diagndsticos ou vacinais (CHAKRABORTI et al. 2021). A analise da
conformacgdo tridimensional dos epitopos do capsideo revelou a provavel exposi¢do
dessas regides na superficie da proteina, o que corrobora com estudos que associam

acessibilidade a imunogenicidade (THITE ez al. 2021).

De forma similar, os epitopos das proteinas ndo estruturais nsP1, nsP3 e nsP4
(Figuras 18, 19 e 20, respectivamente) apresentaram conformagdes compativeis com
reconhecimento pelo sistema imune. Embora tradicionalmente menos exploradas, as
proteinas ndo estruturais tém emergido como alvos diagnésticos promissores devido a sua
menor homologia com outros arbovirus e maior conservacao entre linhagens do CHIKV

(BHAKAT et al. 2014; CHAN et al. 2019).

A analise exploratoria dos dados experimentais foi realizada por meio de box-plots
dos Indices de Reatividade (IR), revelando que os grupos positivos apresentaram
medianas geralmente mais elevadas. No entanto, observou-se uma sobreposicao
consideravel entre os grupos, o que limita a capacidade discriminatoria isolada de cada
peptideo. Esse padrio foi consistente entre os seis peptideos avaliados (313 a 318),
indicando que analises adicionais, como as curvas ROC, sdo indispensaveis para avaliar

a utilidade diagndstica desses marcadores.

Os resultados estatisticos revelaram que os peptideos 314 e 315 apresentaram
desempenho discriminatorio nulo, com valores de AUC proximos a 0,50 e auséncia de
significncia estatistica no teste de Mann-Whitney. Tais resultados inviabilizam sua
aplicacdo isolada como biomarcadores. Em contraste, os peptideos 313, 316 e 317
exibiram AUC:s entre 0,63 e 0,68, valores estatisticamente superiores ao acaso, mas ainda
abaixo dos padroes ideais para testes diagnosticos (>0,80). As sensibilidades e
especificidades observadas para esses peptideos variaram entre 50% e 73,33%, e entre

60,32% e 69,84%, respectivamente.

O peptideo 318 apresentou o desempenho mais promissor, com AUC proxima de
0,69 e p-valor altamente significativo. Apresentou equilibrio entre sensibilidade (63,33%)
e especificidade (65,08%) no ponto de corte otimizado. O Valor Preditivo Negativo
(VPN) elevado (78,85%) sugere utilidade para triagem, ao passo que o Valor Preditivo
Positivo (VPP) moderado (46,34%) indica a necessidade de testes confirmatorios

adicionais. Tais achados refletem a complexidade do diagnostico diferencial das
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arboviroses, frequentemente dificultado por cocirculagao e reatividade cruzada (PANIS-

MONDOLFI et al. 2016).

Comparativamente, ensaios comerciais bem estabelecidos apresentam
desempenho superior. O estudo de Guo et al. (2022) demonstrou sensibilidades e
especificidades superiores a 97% para ELISAs baseados na proteina E2 recombinante.
Outro exemplo ¢ o Platelia Dengue IgA Capture (Bio-Rad), com sensibilidade de 93% e
especificidade de 88% (DE DECKER et al. 2015). Esses dados ressaltam que, embora os
peptideos aqui avaliados apresentem potencial, sua aplicagdo isolada ainda exige

aprimoramento ou integragdo em painéis diagndsticos.

A principal contribuicdo de ensaios ELISA baseados em peptideos, como os
realizados neste estudo, reside na sua capacidade de focar em epitopos especificos, o que
¢ crucial para superar a reatividade cruzada — um dos maiores desafios no diagndstico
diferencial de arboviroses em regides endémicas (FISHER et al., 2021). A combinagdo
estratégica de multiplos epitopos, seja em formato de "cocktail" ou em plataformas
multiplex, representa uma abordagem promissora para aumentar a sensibilidade e a

especificidade globais dos testes.

Em sintese, este estudo oferece uma contribuicao significativa para o avango do
imunodiagnostico da CHIK, ao mapear epitopos lineares especificos em proteinas
estruturais e ndo estruturais do CHIK. A combinagdo de andlises experimentais,
bioinformaticas e estatisticas fortalece a proposta de uso de epitopos IgA como
biomarcadores diagndsticos em cendrios de cocirculagdo viral. Embora a performance
individual dos peptideos seja varidvel, a integragdo estratégica de multiplos epitopos
representa um caminho promissor para o desenvolvimento de testes diagnosticos mais

sensiveis, especificos e aplicaveis a rotina laboratorial em saude publica.
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9. CONCLUSOES

I. Entre as 169 amostras sanguineas de pacientes atendidos na UPA Beira Mar, com
diagnéstico clinico de arboviroses, 94 (53.71%) tiveram diagndstico clinico de CHIK, o

que sugeriu um quadro epidémico de CHIK no periodo estudado.

II. Com base na analise dos dados epidemioldgicos, observou-se que ndo houve
diferenca significativa entre os numeros de casos de chikungunya entre os géneros
feminino e masculino. Este achado sugere que o virus, assim como o vetor transmissor,

nao apresenta predile¢do clara por um sexo especifico na transmissao da doenga.

ITI. Nos pacientes suspeitos de chikungunya, observaram-se com alta frequéncia quadros
de artralgia, variando de moderada a intensa em 96,8% dos casos (91 de 94 pacientes),
além de manifestagdes de artrite em 81,9% dos casos (77 de 94 pacientes), confirmando

o tropismo do virus por células articulares;

IV. O mapeamento realizado por meio da sintese de peptideo em membrana da estrutura
do CHIKYV foi realizado de forma eficiente, sendo comprovado pelo alto nimero de

epitopos reconhecidos pela IgA humana e evidenciado pelo indice de reatividade deles.

V. Através da andlise in silico de reatividade cruzada para CHIKV através do BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), foi possivel observar muitos epitopos que
potencialmente poderiam apresentar reatividade cruzada com outros patégenos do
homem (principalmente outros virus) no processo de imunodiagnoéstico, devido a
similaridade estrutural dos aminoacidos com epitopos de proteinas desses outros

patogenos.

VI. Apesar do grande numero de epitopos com potencial de reacdo cruzada no
imunodiagnostico, seis epitopos (trés sendo de proteinas estruturais e trés sendo de
proteinas ndo estruturais) ndo apresentaram similaridade estrutural em sua proteina
quando comparados a outros patdégenos do homem, indicando grande potencial na
utilizacdo desses epitopos durante o imunodiagndstico com a finalidade de reduzir a

reagdo cruzada gerando melhores testes imunoldgicos.

VII. A anélise dos box-plots mostrou que, apesar da tendéncia dos grupos "positivos" a
terem medianas de IR ligeiramente maiores, a sobreposi¢ado significativa nas distribui¢des

dos IRs para todos os seis peptideos (Pep 313-318) impede uma distin¢do clara e
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isolada entre os grupos "positivos" e "negativos". Isso indica a necessidade de testes

estatisticos para avaliar a real capacidade discriminatoria.

VIII. Os testes estatisticos revelaram que o Peptideo 313 e o Peptideo 318 possuem
capacidade discriminatoéria estatisticamente significativa entre os grupos positivos e

negativos. Ambos demonstraram potencial para descarte da doenca.
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11. ANEXOS

11.1. ANEXO I: Adendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Grande
Rio (CEP-Unigranrio) sob CAAE 70324417.1.0000.528.

( UNIVERSIDADE
_/UNIGRANRIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Duque de Caxias, 03 de maio de 2019

Do: Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO
Para Pesquisadores: Raphael Rangel das Chagas
André Federico Martins
Hury Hellen Souza de Paula
Para Orientador: Prof. Dr. Sergian Vianna Cardozo

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO, apés avaliagdo considerou
aprovado o projeto de pesquisa “PEPTIDEOS E LIPOSSOMAS FUNCIONALIZADOS PARA
O DESENVOLVIMENTO DE SISTEMAS DE DIAGNOSTICO SOROLOGICO PARA ZIKA
VIRUS”, protocolado sob o nimero de CAAE 70324417.1.0000.5283, encontrando-se a
referida pesquisa e o Termo de consentimento Livre e Esclarecido em conformidade com a
Resolugdo N.° 466, de 12 de Dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saide, sobre
pesquisa envolvendo seres humanos. A referida pesquisa inclui um ADENDO para
constitui¢do de grupo controle em uma nova vertente, que é a avaliacdo de mediadores
quimicos inflamatorios de pacientes com arboviroses. Além da avaliagdo dos aspectos
clinicos e laboratoriais dos pacientes diagnosticados com arboviroses.

Os pesquisadores deverdo informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento
ocorrido no decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica em Pesquisa solicita a V. S, que ao término da pesquisa,
conforme cronograma apresentado, encaminhe a este comité um sumario dos resultados do
projeto, a fim de que seja expedido o certificado de aprovagao final.
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X [/ s /"‘. /1.- ¥74_/
ato C

“Praf. R brotti [
Coordenador do CEP-UNIGRANRIO

N ¥ ! I : | '
'Andreia Peter Christo
Secretaria do CEP/UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO ~- COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO
Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 — 25 de Agosto — Duque de Caxias — CEP: 25071-202
Tel.: 21 2672-7733 — E-mail: cep@unigranrio.com.br
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11.2. ANEXO II: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) referente a pesquisa

proposta.

UNIVERSIDADE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(De acordo com as normas da Resolug3o n® 465 do Conselho Nacional de Salde de 12/12/2012)

Adendo a0 Projeto intitulado: Peptideos e lipossomas funcionalizados para o desenvolvimento de sistemas de
diagnéstico sorolégico para Zika virus
i Responsdveis: André frederico Martins; Raphael Rangel das Chagas; Hury Hellen de Paula e

Pesquisadores

Sergian Vianna Cardozo
0 (A) Senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, Por favor, 2la este documento com bastante
atengdo antes de assind-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, converse com
0 pesquisador responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecd-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) € explicar tudo sobre o estudo e solicitar a sua

permiss3o para participar do mesmo.
Qﬁfm;gag; Caso o paciente n3o tenha condigdes de ler e/ou compreender este TCLE, o mesmo poderd ser assinado
nte.

e datado por um membro da familia ou responsadvel legal pelo paciente
Objetivo do Estudo

O objetivo geral do estudo €: Propor o desenvolvimento em laboratério de um teste sorolégico, de alta
especificidade e sensibilidade, para o diagnéstico de Zika virus.

Motivo do adendo; Inclusio de grupo controle em uma nova vertente do Projeto, que é a avaliagho de
mediadores quimicos inflamatérios de pacientes com arboviroses.

Duracio do Estudo
A duraco total do estudo é de 12 meses (02/2018 - 06/2019).

Descricdo do Estudo

Este estudo serd realizado na UPA Beira Mar - Hospital Moacir do Carmo/PMDC

O (a) Senhor (a) foi escolhido (a) a participar do estudo porque foi diagnosticado, pelos seus sinals e sintomas, com
_suspeita de dengue, Chikungunya, febre amarela ou Zika virus.

Procedimento do Estudo

Apds entender e concordar em participar, serd realizada a coleta de sangue total (10 - 15 mL) através de venupuntura
da veia braquial pelo método a vacuo, apos antissepsia com dicool etilico diluido a 70%, colocadas em tubo de ensaio
sem anticoagulante e em seguida centrifugado para retirada do soro, de acordo com as diretrizes de coleta sanguinea
determinadas pela Organizagdo Mundial de Saide (WHO, 2010). Os resultados dos exames serdo disponibilizados & UPA

Beira Mar assim que foram processados no laboratério.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterals e Desconforto
Os riscos associados com a coleta de sangue incluem: dor, hematoma, ou outro desconforto no local de coleta.
Raramente desmaio ou infecgbes no local da pungdo podem ocorrer. Serdo tomados os culdados cabivels para minimizar

estes riscos.
Vocé pode experimentar efeitos colaterais que ndo s8o conhecidos até 0 momento ou ndo foram relatados.

Beneficios para o participante
N30 ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de estudo experimental em laboratdrio que busca um
método diagnéstico eficiente para a rapida detecgio de Zika virus em pacientes que apresentam sintomatologia

tivel com esta virose.
mte no final do estudo concluir a presenga de algum beneficio. Porém, os resultados obtidos com este

poderemos
estudo poderdio ajudar a na detecgdo de um teste diagnéstico eficiente para o Zika Virus,

Compensacdo
Vocé nao receberd nenhuma compensacdo para participar desta pesquisa e também ndo terd nenhuma despesa
adicional.

rticipacdo neste estudo é totalmente voluntaria, ou seja, voce somente participa se quiser.
iu:sga participagdo no estudo ndo implicard em nenhuma alteracdo no seu acompanhamento médico tio pouco alterard a
relacio da equipe médica com o mesmo. Apds assinar o consentimento, vocd terd total liberdade de retird-lo a qualquer
momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar, sem quaisquer prejuizos & continuldade do tratamento e

acompanhamento na instituicdo.

de {
m afetar a sua seguranca ou Influenclar na sua decisio continuar a
o i gt e b s e escrito. Se vocd decidir continuar nesse estudo, terd que assinar um

i no estudo serdo fornecidos a vocé por
r;':co'd(:fsgdo) Termo de Consentimento para documentar seu conhacimento sobre novas Informagdes,
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Em Caso de Danos Relaclonados & Pesquisa
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado),
o participante tem direito a tratamento médico na Instituigdo,

Utilizaclio de Reqgistros Médicos e Confidenclalidade

Todas as Informagdes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em cardter estritamente clentifico, mantendo-
se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo 0 memento, ou seja, em nenhum momento os dados que o
identifique serdo divuigados, @ menos que seja exigido por lei.

Os registros médicos que trazem a sua identificaclo e esse termo de consentimento assinado poderdo ser inspeclonados
por agénclas reguladoras e pelo CEP.
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pesquisa,

Sujeito de Pesquisa Data
Representante Legal do Sujeito de Pesquisa Data
Membro da equipe obtendo o Consentimento Data
Pesquisador responsavel Data

99
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11.4. ANEXO IV: Programagao dos epitopos de aminoacidos para o processo de mapeamento
dos epitopos reagentes.

Spot Sequence Spot Sequence Spot Sequence

AO1 | mDPVYVDIDADSAFL |I110 DSLRLLKPGGSLLIR |AO06 | QVIRPRPRPQRQAGQ
A02 | vDIDADSAFLKALQR |I11 LKPGGSLLIRAYGYA |AO07 | RPRPQRQAGQLAQLI
AO03 | DSAFLKALQRAYPMF | 112 SLLIRAYGYADRTSE |AO08 | RQAGQLAQLISAVNK
A04 | KALQRAYPMFEVEPR |13 AYGYADRTSERVVCY |A09 | LAQLISAVNKLTMRA
AO5 | AYPMFEVEPRQVTPN |114 DRTSERVWWCVLGRKF | A10 | SAVNKLTMRAVPQQK
A06 | EVEPRQVTPNDHANA | 115 RVVCVLGRKFRSSRA | All | LTMRAVPQQKPRRNR
AO7 | QVTPNDHANARAFSH |I116 LGRKFRSSRALKPPC |A12 | vPQQKPRRNRKNKKQ
AO8 | DHANARAFSHLAIKL |I117 RSSRALKPPCVTSNT | A13 | PRRNRKNKKQRQKKQ
A09 | RAFSHLAIKLIEQEI |I18 LKPPCVTSNTEMFFL | Al4 | KNKKQRQKKQAPQND
A10 | LAIKLIEQEIDPDST |I19 VTSNTEMFFLFSNFD | Al5 | RQKKQAPQNDPKQKK
A1l | 1eQeIDPDSTILDIG |20 EMFFLFSNFDNGRRN | A16 | APQNDPKQKKQPPQK
Al2 | DPDSTILDIGSAPAR |I21 FSNFDNGRRNFTTHV | Al7 | PKQKKQPPQKKPAQK
Al13 | I1LDIGSAPARRMMSD | 122 NGRRNFTTHVMNNQL | Al8 | QPPQKKPAQKKKKPG
Al4 | SAPARRMMSDRKYHC | 123 FTTHVMNNQLNAAFV | Al19 | KPAQKKKKPGRRERM
Al5 | RMMSDRKYHCVCPMR | 124 MNNQLNAAFVGQATR | A20 | KKKPGRRERMCMKIE
A16 | RKYHCVCPMRSAEDP | 125 NAAFVGQATRAGCAP | A21 | RRERMCMKIENDCIF
Al17 | vCPMRSAEDPERLAN |126 GQATRAGCAPSYRVK | A22 | CMKIENDCIFEVKHE
Al8 | SAEDPERLANYARKL | 127 AGCAPSYRVKRMDIA | A23 | NDCIFEVKHEGKVMG
A19 | ERLANYARKLASAAG | 128 SYRVKRMDIAKNDEE |A24 | EVKHEGKVMGYACLV
A20 | YARKLASAAGKVLDR |I129 RMDIAKNDEECVVNA | A25 | GKVMGYACLVGDKVM
A21 | ASAAGKVLDRNISEK |130 KNDEECVVNAANPRG | A26 | YACLVGDKVMKPAHV
A22 | KVLDRNISEKIGDLQ |JO1 CVVNAANPRGLPGDG | A27 | GDKVMKPAHVKGTID
A23 NISEKIGDLQAVMAV |J02 ANPRGLPGDGVCKAV | A28 | KPAHVKGTIDNADLA
A24 | 1GDLQAVMAVPDAET |JO3 LPGDGVCKAVYKKWP | A29 | KGTIDNADLAKLAFK
A25 | AVMAVPDAETPTFCL |JO4 VCKAVYKKWPESFKN | A30 | NADLAKLAFKRSSKY
A26 | PDAETPTFCLHTDVS |JOS5 YKKWPESFKNSATPY | BO1 | KLAFKRSSKYDLECA
A27 | PTFCLHTDVSCRQRA |JO6 ESFKNSATPVGTAKT | B02 | RSSKYDLECAQIPVH
A28 | HTDVSCRQRADVAIY |JO7 SATPVGTAKTVMCGT | BO3 DLECAQIPVHMKSDA
A29 | CRQRADVAIYQDVYA |JO8 GTAKTVMCGTYPVIH | BO4 | QIPVHMKSDASKFTH
A30 | DVAIYQDVYAVHAPT |JO9 VMCGTYPVIHAVGPN | BO5 | MKSDASKFTHEKPEG
BO1 | QDVYAVHAPTSLYHQ |J10 YPVIHAVGPNFSNYS | BO6 | SKFTHEKPEGYYNWH
BO2 | VHAPTSLYHQAIKGV |J11 AVGPNFSNYSESEGD | BO7 | EKPEGYYNWHHGAVQ
BO3 | SLYHQAIKGVRVAYW |J12 FSNYSESEGDRELAA | BO8 | YYNWHHGAVQYSGGR
BO4 | AIKGVRVAYWIGFDT |[J13 ESEGDRELAAAYREV | BO9 HGAVQYSGGRFTIPT
BO5 | RVAYWIGFDTTPFMY |J14 RELAAAYREVAKEVT | B10 | YSGGRFTIPTGAGKP
BO6 | IGFDTTPFMYNAMAG |J15 AYREVAKEVTRLGVN | B11l | FTIPTGAGKPGDSGR
BO7 | TPFMYNAMAGAYPSY |J16 AKEVTRLGVNSVAIP |B12 | GAGKPGDSGRPIFDN
BO8 | NAMAGAYPSYSTNwA |J17 RLGVNSVAIPLLSTG |B13 | GDSGRPIFDNKGRVV
BO9 | AYPSYSTNWADEQVL |J18 SVAIPLLSTGVYSGG |B14 | PIFDNKGRVVAIVLG
B10 | STNWADEQVLKAKNI |J19 LLSTGVYSGGKDRLT |B15 | KGRVVAIVLGGANEG
B11l | DEQVLKAKNIGLCST |J20 VYSGGKDRLTQSLNH | B16 | AIVLGGANEGARTAL
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B12 | KAKNIGLCSTDLTEG |J21 KDRLTQSLNHLFTAL |B17 | GANEGARTALSVVTW
B13 GLCSTDLTEGRRGKL |J22 QSLNHLFTALDSTDA |B18 | ARTALSVVTWNKDIV
B14 | DLTEGRRGKLSIMRG |J23 LFTALDSTDADVVIY |[B19 | SVvWTWNKDIVTKITP
B15 | RRGKLSIMRGKKMKP |J24 DSTDADVVIYCRDKE |B20 | NKDIVTKITPEGAEE
B16 | SIMRGKKMKPCDRVL |J25 DVVIYCRDKEWEKKI |B21 | TKITPEGAEEWSLAL
B17 | KKMKPCDRVLFSVGS |J26 CRDKEWEKKIAEAIQ |B22 | EGAEEWSLALPVLCL
B18 CDRVLFSVGSTLYPE |J27 WEKKIAEAIQMRTQV |B23 WSLALPVLCLLANTT
B19 | FSVGSTLYPESRKLL |J28 | AEAIQVRTQVELLDE |B24 | PVLCLLANTTFPCSQ
B20 | TLYPESRKLLKSwWHL |J29 MRTQVELLDEHISVD |B25 LANTTFPCSQPPCTP
B21 | SRKLLKSWHLPSVFH |J30 ELLDEHISVDCDIIR |B26 | FPCSQPPCTPCCYEK
B22 | KSWHLPSVFHLKGKL | KOl | HISVDCDIIRVHPDS |B27 | PPCTPCCYEKEPEST
B23 PSVFHLKGKLSFTCR |KO2 | CDIIRVHPDSSLAGR |B28 | CCYEKEPESTLRMLE
B24 | | KGKLSFTCRCDTVV | KO3 | VHPDSSLAGRKGYST |B29 | EPESTLRMLEDNVMR
B25 | SFTCRCDTVVSCEGY |KO4 | SLAGRKGYSTTEGSL |B30 | LRMLEDNVMRPGYYQ
B26 | cDTVVSCEGYVVKRI | KO5 KGYSTTEGSLYSYLE |CO1 DNVMRPGYYQLLKAS
B27 | SCEGYVVKRITISPG |KO6 | TEGSLYSYLEGTRFH |C02 | PGYYQLLKASLTCSP
B28 | VVKRITISPGLYGKT |KO7 | YSYLEGTRFHQTAVD |CO3 LLKASLTCSPHRQRR
B29 | TISPGLYGKTTGYAV | KO8 | GTRFHQTAVDMAEVY |C04 LTCSPHRQRRSTKDN
B30 | LYGKTTGYAVTHHAD | K09 | qQrAvDMAEVYTMWPK |CO5 | HRQRRSTKDNFNVYK
C01 | TGYAVTHHADGFLMC | K10 | mMAEVYTMWPKQTEAN |C06 | STKDNFNVYKATRPY
C02 | THHADGFLMCKTTDT |K11 | TMwPKQTEANEQvCL |CO7 FNVYKATRPYLAHCP
C03 | GFLMCKTTDTVDGER | K12 | QTEANEQVCLYALGE |CO8 | ATRPYLAHCPDCGEG
C04 | KTTDTVDGERVSFSV | K13 | EQVCLYALGESIESI |C09 | LAHCPDCGEGHSCHS
CO5 | VDGERVSFSVCTYVP | K14 | YALGESIESIRQKCP |Cl0 | DCGEGHSCHSPIALE
C06 | vsrsvcTyvPATICD | K15 | s1eEsIrQkcpvDDAD |Cll | HSCHSPIALERIRNE
CO07 | cTyvPATICDQMTGI |K16 | RqokcpvDDADASSPP |C12 | PIALERIRNEATDGT
C08 | ATICDQMTGILATEV |K17 | vDDADASSPPKTVPC |C13 | RIRNEATDGTLKIQV
C09 QUTGILATEVTPEDA | K18 | AssppkTvPCLCRYA |C14 ATDGTLKIQVSLQIG
C10 | LATEVTPEDAQKLLV |K19 | KkTvPCLCRYAMTPER |C15 | LKIQVSLQIGIKTDD
C11 | TPEDAQKLLVGLNQR | K20 | LCRYAMTPERVTRLR |C16 | SLQIGIKTDDSHDWT
C12 | QKLLVGLNQRIVVNG |K21 | MTPERVTRLRMNHVT |C17 IKTDDSHDWTKLRYM
C13 | GLNQRIVVNGRTQRN |K22 | VTRLRMNHVTSIIVC |C18 | SHDWTKLRYMDSHTP
C14 | 1VWNGRTQRNTNTMK | K23 | MNHVTSIIVCSSFPL |Cl9 | KLRYMDSHTPADAER
C15 | RTQRNTNTMKNYLLP | K24 | s11vCSSFPLPKYKI |C20 | DSHTPADAERAGLLV
C16 | TNTMKNYLLPVWAQA | K25 | SSFPLPKYKIEGVQK |C21 | ADAERAGLLVRTSAP
C17 NYLLPVVAQAFSKWA | K26 | PKYKIEGVQKVKCSK |C22 | AGLLVRTSAPCTITG
C18 | vvAQAFSKWAKECRK | K27 | EGvQkvkcskvMLFD |C23 RTSAPCTITGTMGHF
C19 | FSkwAKECRKDMEDE | K28 | vKCSKVMLFDHNVPS |C24 | CTITGTMGHFILARC
C20 | KECRKDMEDEKLLGI |K29 | VMLFDHNVPSRVSPR |C25 | TMGHFILARCPKGET
C21 | DMEDEKLLGIRERTL | K30 | HNVPSRVSPREYKSP |C26 | ILARCPKGETLTVGF
C22 | KLLGIRERTLTCCCL |LO1 RVSPREYKSPQETAQ |C27 PKGETLTVGFTDSRK
C23 | RERTLTCCCLWAFKK |LO2 EYKSPQETAQEVSST |C28 | LTVGFTDSRKISHTC
C24 | TCCCLWAFKKQKTHT |LO3 | QETAQEVSSTTSLTH |C29 | TDSRKISHTCTHPFH
C25 | WAFKKQKTHTVYKRP |LO4 EVSSTTSLTHSQFDL |C30 | ISHTCTHPFHHEPPV
C26 | QKTHTVYKRPDTQSI |LO5 | TSLTHSQFDLSVDGE |DO1 | THPFHHEPPVIGRER
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Cc27 VYKRPDTQSIQKVPA |LO6 SQFDLSVDGEELPAP |DO02 | HEPPVIGRERFHSRP
C28 DTQSIQKVPAEFDSF |LO7 SVDGEELPAPSDLEA | D03 IGRERFHSRPQHGKE
C29 | QkvPAEFDSFVVPSL |LO8 ELPAPSDLEADAPIP |DO4 | FHSRPQHGKELPCST
C30 EFDSFVVPSLWSSGL | LO9 SDLEADAPIPEPTPD |DO5 | QHGKELPCSTYVQST
DO1 | vvpSLWSSGLSIPLR |L10 | DAPIPEPTPDDRAVL |DO06 | LPCSTYVQSTAATAE
D02 | wsSGLSIPLRTRIKW |L11 EPTPDDRAVLTLPPT |DO7 | YVQSTAATAEEIEVH
D03 | SIPLRTRIKWLLSKV |L12 DRAVLTLPPTIDNFS |DO8 | AATAEEIEVHMPPDT
D04 | TRIKWLLSKVPKTDL |L13 | TLPPTIDNFSAvSDW |DO09 | EIEVHMPPDTPDRTL
DO5 | LLSkvPKTDLIPYSG |L14 IDNFSAVSDWVMNTA | D10 | MPPDTPDRTLMTQQS
D06 | pKTDLIPYSGDAKEA |L15 | AvsDWVMNTAPVAPP |D11 | PDRTLMTQQSGNVKI
DO7 | IPYSGDAKEARDAEK |L16 VMNTAPVAPPRRRRG | D12 | MTQQSGNVKITVNGQ
D08 | DAKEARDAEKEAEEE |L17 PVAPPRRRRGKNLNY | D13 | GNVKITVNGQTVRYK
D09 | RDAEKEAEEEREAEL |L18 RRRRGKNLNVTCDER | D14 | TVNGQTVRYKCNCGG
D10 | EAEEEREAELTREAL |L19 KNLNVTCDEREGNVL | D15 | TVRYKCNCGGSNEGL
D11 | REAELTREALPPLQA |L20 TCDEREGNVLPMASY | D16 | CNCGGSNEGLTTTDK
D12 | TREALPPLQAAQDDV |L21 EGNVLPMASVRFFRA |D17 | SNEGLTTTDKVINNC
D13 | PPLQAAQDDVQVEID |L22 PMASVRFFRADLHSI |D18 | TTTDKVINNCKIDQC
D14 | AQDDVQVEIDVEQLE |L23 RFFRADLHSIVQETA |D19 | VINNCKIDQCHAAVT
D15 | QVEIDVEQLEDRAGA |L24 | DLHSIVQETAEIRDT |D20 | KIDQCHAAVTNHKNW
D16 | VEQLEDRAGAGIIET |L25 | VQETAEIRDTAASLQ |D21 | HAAVTNHKNWQYNSP
D17 | DRAGAGIIETPRGAI |L26 EIRDTAASLQAPLSV | D22 | NHKNWQYNSPLVPRN
D18 | GIIETPRGAIKVTAQ |L27 AASLQAPLSVATEPN | D23 | QYNSPLVPRNAELGD
D19 | PRGAIKVTAQPTDHV |L28 | APLSVATEPNQLPIS |D24 | LVPRNAELGDRKGKI
D20 | KVTAQPTDHVVGEYL |L29 ATEPNQLPISFGAPN | D25 | AELGDRKGKIHIPFP
D21 | pTDHVVGEYLVLSPQ |L30 | QLPISFGAPNETFPI |D26 | RKGKIHIPFPLANVT
D22 | vGEYLVLSPQTVLRS | MOl | FGAPNETFPITFGDF |D27 | HIPFPLANVTCRVPK
D23 | vLSPQTVLRSQKLSL |MO2 | ETFPITFGDFDEGEI |D28 | LANVTCRVPKARNPT
D24 | TVLRSQKLSLIHALA |MO3 | TFGDFDEGEIESLSS |D29 | CRVPKARNPTVTYGK
D25 | QKLSLIHALAEQVKT |MO04 | DEGEIESLSSELLTF |D30 | ARNPTVTYGKNQVTM
D26 | IHALAEQVKTCTHSG |MO5 | ESLSSELLTFGDFSP |EO1 VTYGKNQVTMLLYPD
D27 | EQVKTCTHSGRAGRY |MO06 | ELLTFGDFSPGEVDD |E02 NQVTMLLYPDHPTLL
D28 | CTHSGRAGRYAVEAY |MO7 | GDbFspGevDDLTDSD |EO3 LLYPDHPTLLSYRNM
D29 | RAGRYAVEAYDGRIL | MO8 | GeEvDDLTDSDWSTCS |EO4 | HPTLLSYRNMGQEPN
D30 | AVEAYDGRILVPSGY |MO09 | LTDspwsTCSDTDDE |EO5 | SYRNMGQEPNYHEEW
EO1 DGRILVPSGYAISPE |M10 | wsTCcSDTDDELLDRA |E06 GQEPNYHEEWVTHKK
E02 | vPSGYAISPEDFQSL |M11 | DTDDELLDRAGGYIF |EO07 | YHEEWVTHKKEVTLT
EO3 AISPEDFQSLSESAT |M12 | LLDRAGGYIFSSDTG |EO8 VTHKKEVTLTVPTEG
EO4 DFQSLSESATMVYNE |M13 | GGYIFSSDTGPGHLQ |E09 EVTLTVPTEGLEVTW
EO5 SESATMVYNEREFVN |M14 | ssSDTGPGHLQQRSVR | E10 VPTEGLEVTWGNNEP
EO6 | MVYNEREFVNRKLHH |M15 | pGHLQQRSVRQTVLP |E11l LEVTWGNNEPYKYWP
EO7 REFVNRKLHHIALHG |M16 | QRSVRQTVLPVNTLE |E12 GNNEPYKYWPQMSTN
EO8 RKLHHIALHGPALNT |M17 | QTVLPVNTLEEVQEE |E13 | YKYWPQMSTNGTAHG
EO9 IALHGPALNTDEESY |M18 | VNTLEEVQEEKCYPP |E14 | QMSTNGTAHGHPHEI
E10 PALNTDEESYELVRA | M19 | EvQEEKCYPPKLDEV |E15 GTAHGHPHEIILYYY
E1l | DEESYELVRAERTEH |M20 | KkCYPPKLDEVKEQLL |E16 | HPHEIILYYYELYPT
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E12 ELVRAERTEHEYVYD |M21 | KLDEVKEQLLLKKLQ |E17 ILYYYELYPTMTVVI
E13 ERTEHEYVYDVDQRR | M22 | KEQLLLKKLQESASM |E18 ELYPTMTVVIVSVAS
E14 | EYVYDVDQRRCCKKE |M23 | | KKLQESASMANRSR |E19 | MTVVIVSVASFVLLS
E15 VDQRRCCKKEEAAGL | M24 | ESASMANRSRYQSRK | E20 VSVASFVLLSMVGTA
E16 | CCKKEEAAGLVLVGD | M25 | ANRSRYQSRKVENMK |E21 FVLLSMVGTAVGMCV
E17 | EAAGLVLVGDLTNPP | M26 | YQSRKVENMKATIVQ |E22 | MVGTAVGMCVCARRR
E18 VLVGDLTNPPYHEFA | M27 | VENMKATIVQRLKGG |E23 VGMCVCARRRCITPY
E19 | LTNPPYHEFAYEGLR | M28 | ATIVQRLKGGCKLYL |E24 | CARRRCITPYELTPG
E20 YHEFAYEGLRIRPAC | M29 | RLKGGCKLYLMSETP |E25 CITPYELTPGATVPF
E21 | YEGLRIRPACPYKTA | M30 | cKLYLMSETPKVPTY |E26 | ELTPGATVPFLLSLL
E22 | 1RPACPYKTAVIGVF |NO1 | MSETPKVPTYRTTYP |E27 | ATVPFLLSLLCCVRT
E23 PYKTAVIGVFGVPGS | NO2 | KVPTYRTTYPAPVYS |E28 LLSLLCCVRTTKAAT
E24 | viGVFGVPGSGKSAI | NO3 | RTTYPAPVYSPPINI |E29 | CCVRTTKAATYYEAA
E25 | GVPGSGKSATIKNLV | NO4 | ApvyYSPPINIRLSNP |E30 | TKAATYYEAAAYLWN
E26 | GKSAIIKNLVTRQDL |NO5 | PPINIRLSNPESAVA |FO1 YYEAAAYLWNEQQPL
E27 | 1KNLVTRQDLVTSGK |NO6 | RLSNPESAVAACNEF |F02 | AYLWNEQQPLFWLQA
E28 | TRQDLVTSGKKENCQ |NO7 | ESAVAACNEFLARNY |FO3 EQQPLFWLQALIPLA
E29 | vTSGKKENCQEISTD | NO8 | ACNEFLARNYPTVAS |F04 FWLQALIPLAALIVL
E30 | KENCQEISTDVMRQR |NO9 | LARNYPTVASYQITD |FO5 | LIPLAALIVLCNCLK
FO1 | ErsTDVMRQRNLEIS |N10 | pTVASYQITDEYDAY |F06 | ALIVLCNCLKLLPCC
FO2 | VMRQRNLEISARTVD |N11 | vQiTDEYDAYLDMVD | FO7 CNCLKLLPCCCKTLA
FO3 NLEISARTVDSLLLN | N12 | EvypAyLDMVDGSESC |FO8 LLPCCCKTLAFLAVM
FO4 | ARTVDSLLLNGCNRP | N13 | | pMVDGSESCLDRAT |FO09 | CKTLAFLAVMSIGAH
FO5 SLLLNGCNRPVDVLY | N14 | GSESCLDRATFNPSK |F10 FLAVMSIGAHTVSAY
FO6 | GCNRPVDVLYVDEAF | N15 | LDRATFNPSKLRSYP |F1l | SIGAHTVSAYEHVTV
FO7 | vDVLYVDEAFACHSG |N16 | FNPSKLRSYPKQHSY |F12 | TVSAYEHVTVIPNTV
FO8 | VDEAFACHSGTLLAL |N17 | LRSYPKQHSYHAPTI |F13 | EHVTVIPNTVGVPYK
FO9 | ACHSGTLLALIALVR |N18 | KQHSYHAPTIRSAvP |F14 IPNTVGVPYKTLVNR
F10 | TLLALIALVRPRQKV |N19 | HAPTIRSAVPSPFQN |F15 | GVPYKTLVNRPGYSP
F11 TIALVRPRQKVVLCGD | N20 | RSAVPSPFQNTLQNV | F16 TLVNRPGYSPMVLEM
F12 PRQKVVLCGDPKQCG | N21 | SpPFQNTLQNVLAAAT |F17 PGYSPMVLEMELQSV
F13 VLCGDPKQCGFFNMM | N22 | TLQNVLAAATKRNCN |F18 MVLEMELQSVTLEPT
F14 PKQCGFFNMMQMKVN | N23 | |LAAATKRNCNVTQMR | F19 ELQSVTLEPTLSLDY
F15 FFNMMQMKVNYNHNI | N24 | KRNCNVTQMRELPTL |F20 TLEPTLSLDYITCEY
F16 QVKVNYNHNICTQVY |N25 | vTQMRELPTLDSAVF |F21 LSLDYITCEYKTVIP
F17 | YNHNICTQVYHKSIS |N26 | ELPTLDSAVFNVECF |F22 ITCEYKTVIPSPYVK
F18 CTQVYHKSISRRCTL | N27 | DSAVFNVECFKKFAC |F23 KTVIPSPYVKCCGTA
F19 HKSISRRCTLPVTAI | N28 | NVECFKKFACNQEYw |F24 SPYVKCCGTAECKDK
F20 RRCTLPVTAIVSSLH | N29 | KKFACNQEYWKEFAA |F25 CCGTAECKDKSLPDY
F21 PVTAIVSSLHYEGKM | N30 | NQEYWKEFAASPIRI |F26 ECKDKSLPDYSCKVF
F22 | vSSLHYEGKMRTTNE | 001 | KEFAASPIRITTENL |F27 SLPDYSCKVFTGVYP
F23 | YEGKMRTTNEYNKPI |O002 | SpIRITTENLTTYVT |F28 | SCKVFTGVYPFMWGG
F24 | RTTNEYNKPIVWDTT |O03 | TTENLTTYVTKLKGP |F29 | TGVYPFMWGGAYCFC
F25 | YNKPIVWDTTGSTKP | 004 | TTYVTKLKGPKAAAL |F30 FMWGGAYCFCDAENT
F26 | vwDTTGSTKPDPGDL | 005 | KLKGPKAAALFAKTH |GOl | AYCFCDAENTQLSEA
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F27 GSTKPDPGDLVLTCF | 006 | KAAALFAKTHNLLPL |GO02 | DAENTQLSEAHVEKS
F28 DPGDLVLTCFRGWVK | O07 | FAKTHNLLPLQEVPM |GO3 | QLSEAHVEKSESCKT
F29 | vLTCFRGWVKQLQID |O08 | NLLPLQEVPMDRFTV |GO04 | HVEKSESCKTEFASA
F30 RGWVKQLQIDYRGHE | 009 | QEVPMDRFTVDMKRD |GOS5 | ESCKTEFASAYRAHT
GO01 | QLQIDYRGHEVMTAA | 010 | DRFTVDMKRDVKVTP |GO6 | EFASAYRAHTASASA
GO02 | YRGHEVMTAAASQGL |O11 | DMKRDVKVTPGTKHT |GO7 | YRAHTASASAKLRVL
GO03 | VMTAAASQGLTRKGV |012 | VKVTPGTKHTEERPK |GO8 | ASASAKLRVLYQGNN
GO04 | ASQGLTRKGVYAVRQ |O13 | GTKHTEERPKVQVIQ |GO09 | KLRVLYQGNNITVAA
GO5 | TRKGVYAVRQKVNEN | 014 | EERPKVQVIQAAEPL |G10 | YQGNNITVAAYANGD
GO06 | YAVRQKVNENPLYAS | O15 | vQVIQAAEPLATAYL |G11l | ITVAAYANGDHAVTV
GO7 | KVNENPLYASTSEHV | O16 | AAEPLATAYLCGIHR |G12 | YANGDHAVTVKDAKF
GO8 | PLYASTSEHVNVLLT |O17 | ATAYLCGIHRELVRR |G13 | HAVTVKDAKFVVGPM
GO09 | TSEHVNVLLTRTEGK |O18 | CGIHRELVRRLNAVL |G14 | KDAKFVVGPMSSAWT
G10 | NVLLTRTEGKLVWKT |O19 | ELVRRLNAVLLPNVH |G15 | VWGPMSSAWTPFDNK
G11 | RTEGKLVWKTLSGDP | 020 | LNAVLLPNVHTLFDM |G16 | SSAWTPFDNKIVVYK
G12 | LvwkTLSGDPWIKTL | 021 | LPNVHTLFDMSAEDF |G17 | PFDNKIVVYKGDVYN
G13 | LSGDPWIKTLQNPPK | 022 | TLFDMSAEDFDAIIA |G18 | IVVYKGDVYNMDYPP
G14 | WIKTLQNPPKGNFKA | 023 | SAEDFDAIIAAHFKP |G19 | GDVYNMDYPPFGAGR
G15 | QNPPKGNFKATIKEW | 024 | DAITIAAHFKPGDAVL |G20 | MDYPPFGAGRPGQFG
G16 | GNFKATIKEWEVEHA | 025 | AHFKPGDAVLETDIA |G21 | FGAGRPGQFGDIQSR
G17 | TIKEWEVEHASIMAG |026 | GDAVLETDIASFDKS |G22 | PGQFGDIQSRTPESK
G18 | EVEHASIMAGICNHQ |0O27 | ETDIASFDKSQDDSL |G23 | DIQSRTPESKDVYAN
G19 | SIMAGICNHQVTFDT | 028 | SFDKSQDDSLALTAL |G24 | TPESKDVYANTQLVL
G20 | ICNHQVTFDTFQNKA | 029 | QDDSLALTALMLLED |G25 | DVYANTQLVLQRPAA
G21 | VTFDTFQNKANVCWA | O30 | ALTALMLLEDLGVDH |G26 | TQLVLQRPAAGTVHV
G22 | FQNKANVCWAKSLVP | POl | MLLEDLGVDHPLLDL |G27 | QRPAAGTVHVPYSQA
G23 | NVCWAKSLVPILETA | P02 | LGVDHPLLDLIEAAF |G28 | GTVHVPYSQAPSGFK
G24 | KSLVPILETAGIKLN |PO3 | PLLDLIEAAFGEISS |G29 | PYSQAPSGFKYWLKE
G25 | ILETAGIKLNDRQWS |PO04 | IEAAFGEISSCHLPT |G30 | PSGFKYWLKERGASL
G26 | GIKLNDRQWSQIIQA |PO5 | GEISSCHLPTGTRFK |HO1 | YWLKERGASLQHTAP
G27 | DRQWSQIIQAFKEDR | P06 | CHLPTGTRFKFGAMM |HO2 | RGASLQHTAPFGCQI
G28 | QIIQAFKEDRAYSPE |PO7 | GTRFKFGAMMKSGMF |HO3 | QHTAPFGCQIATNPV
G29 | FKEDRAYSPEVALNE | P08 | FGAMMKSGMFLTLFV |HO4 | FGCQIATNPVRAVNC
G30 | AYSPEVALNEICTRM | P09 | KSGMFLTLFVNTLLN |HO5 | ATNPVRAVNCAVGNI
HO1 | vALNEICTRMYGVDL | P10 | LTLFVNTLLNITIAS |HO6 | RAVNCAVGNIPISID
HO2 | 1CTRMYGVDLDSGLF | P11 | NTLLNITIASRVLED |HO7 | AVGNIPISIDIPDAA
HO3 | YGvDLDSGLFSKPLYV | P12 | ITIASRVLEDRLTRS |HO8 | PISIDIPDAAFTRVV
HO4 | DSGLFSKPLVSVHYA | P13 | RVLEDRLTRSACAAF |HO09 | IPDAAFTRVVDAPSV
HO5 | sSkPLVSVHYADNHWD | P14 | RLTRSACAAFIGDDN |H10 | FTRVVDAPSVTDMSC
HO6 | SVHYADNHWDNRPGG | P15 | ACAAFIGDDNIIHGV |H1l | DAPSVTDMSCEVPAC
HO7 | DNHWDNRPGGKMFGF | P16 | IGDDNIIHGVVSDEL |H12 | TDMSCEVPACTHSSD
HO8 | NRPGGKMFGFNPEAA | P17 | ITIHGVVSDELMAARC |H13 | EVPACTHSSDFGGVA
HO9 | KMFGFNPEAASILER |P18 | VSDELMAARCATWMN |H14 | THSSDFGGVAIIKYT
H10 | NPEAASILERKYPFT |P19 | MAARCATWMNMEVKI |H15 | FGGVAIIKYTASKKG
H11l | STLERKYPFTKGKWN | P20 | ATWMNMEVKIIDAW |H16 | IIKYTASKKGKCAVH
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H12 | KYPFTKGKWNTNKQI |P21 | MEVKIIDAVVSQKAP |H17 | ASKKGKCAVHSMTNA
H13 | KGKWNTNKQICVTTR | P22 IDAVVSQKAPYFCGG |H18 | KCAVHSMTNAVTIRE
H14 | TNKQICVTTRRIEDF |P23 | SQKAPYFCGGFILYD |H19 | SMTNAVTIREADVEV
H15 | CcvTTRRIEDFNPNTN | P24 YFCGGFILYDTVAGT |H20 | VTIREADVEVEGNSQ
H16 | RIEDFNPNTNIIPAN | P25 | FILYDTVAGTACRVA |H21 | ADVEVEGNSQLQISF
H17 | NPNTNIIPANRRLPH |P26 | TVAGTACRVADPLKR |H22 | EGNSQLQISFSTALA
H18 | IIPANRRLPHSLVAE | P27 | ACRVADPLKRLFKLG |H23 | LQISFSTALASAEFR
H19 | RRLPHSLVAEHRPVK |P28 | DPLKRLFKLGKPLAA |H24 | STALASAEFRVQVCS
H20 | sLvAEHRPVKGERME | P29 LFKLGKPLAAGDEQD |H25 | SAEFRVQVCSTQVHC
H21 | HRPVKGERMEWLVNK | P30 | KPLAAGDEQDDDRRR |H26 | vQVCSTQVHCAAACH
H22 | GERMEWLVNKINGHH | Q01 | GDEQDDDRRRALADE |H27 | TQVHCAAACHPPKDH
H23 | WLVNKINGHHVLLVS | Q02 | DDRRRALADEVVRWQ |H28 | AAACHPPKDHIVNYP
H24 | INGHHVLLVSGYNLV | QO3 | ALADEVVRWQRTGLT |H29 | PPKDHIVNYPASHTT
H25 | vLLVSGYNLVLPTKR | Q04 | VWRWQRTGLTDELEK |H30 | IVNYPASHTTLGVQD
H26 | GYNLVLPTKRVTWVA |QO5 | RTGLTDELEKAVHSR |101 ASHTTLGVQDISTTA
H27 | LpTKRVTWVAPLGIR | Q06 | DELEKAVHSRYEVQG |102 LGVQDISTTAMSWVQ
H28 | vTwvAPLGIRGADYT | Q07 | AVHSRYEVQGISvvv |103 ISTTAMSWVQKITGG
H29 | PLGIRGADYTYNLEL | Q08 | YEvVQGISVvvMSMAT |104 MSWVQKITGGVGLIV
H30 | GADYTYNLELGLPAT | Q09 | 1svvvMsMATFASSR | 105 KITGGVGLIVAVAAL
101 YNLELGLPATLGRYD | Q10 | MSMATFASSRSNFEK | 106 VGLIVAVAALILIVV
102 GLPATLGRYDLVIIN |Ql1l | FASSRSNFEKLRGPV |107 AVAALILIVVLCVSF
103 LGRYDLVIINIHTPF | Q12 | SNFEKLRGPWVTLYG |108 ALILIVVLCVSFSRH
104 LVIINIHTPFRIHHY |Q13 | EKLRGPVVTLYGGPK |109

105 IHTPFRIHHYQQCVD |AO1 | MEFIPTQTFYNRRYQ |I110 GYPKDGNAFNNLDRI
106 RIHHYQQCVDHAMKL |AO02 | TQTFYNRRYQPRPwA |I111 KEVPALTAVETGATN
107 QQCVDHAMKLQMLGG | AO3 | NRRYQPRPWAPRPTI |12 QEVRF

108 HAMKLQMLGGDSLRL | AO04 | PRPWAPRPTIQVIRP

109 QMLGGDSLRLLKPGG | AO5 PRPTIQVIRPRPRPQ
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11.5. ANEXO V: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos do CHIKV com virus do género
Alphavirus e Flavivirus com utilizagdo do CLUSTAL W (software amplamente utilizado para
alinhamento de sequéncias de DNA ou proteinas).
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VNRNGEVIGL

-—--PTDHVVG
ERDDTLTILL
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78
EYLVLSPQTV
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KG-ETTDGVY
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TKPGLFKTL-
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0 800

ALAE QVK
TLEVWYFWQK
TAAAWYLWEV
TLLVWHTWQK
TMTLWYMWQV
VLAGWLFHVR
AAGAWYVYVK
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13
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80 12
NDRQWSQIIQ
-—-—--ISEMGA
-—-—--ISEMGA
--—--ISEMGA
--—-ISEMGA
--—-IAEMGA

ISEMGA

30
ADNHWDNRPG
SAAQRRGR
SAAQRRGR
SAAQRRGR
SAAQRRGR
SAAQRRGR
SAAQRRGR

IEDFNPNTNI
LDNINTPEGI
LDNINTPEGI
LDNINTPEGI
LDNIYTPEGI
LDNMEVRGGM
LDNIYLODGL
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IPALFEPERE
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KTQAIDGEFR
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DGERNNQVLE
DGTRNNQILE
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TGERNNQILE
EGPEEHEILN
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LRGEARKTEV
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LKGESRKTFEV
LRGEQRKTEV
LRDDQRKVFR
LRTEQRKTFEV

ENMD-VEIWT
ENVE-VEIWT
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ENME-VEIWT
DSGETVKCRA
DSVP-AEVWT
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ELMKRGDLPV
ELVRNCDLPV
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KEGERKKLRP
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PGGAKKPLRP
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RWLDARTYSD
RWLDARIYSD
RWLDARTYSD
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RWCDERVSSD
RWMDARVCSD
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INYADRRWCEF
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15
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HWIAASIILE
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THISYVMLIF
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VKRMDIAKND
MGLLETTKKD
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MGLIEKTKAD
LGMLEKTKED
LGWLERTKND

17
KTVMCGT---
WITLYAVATTV
WILYAVATTF
WILYAVATTV
WTLYAVATTI
WIVYVGIVTM
WAIYAALTTL

.
30 15
ATLGR-YDLV
QHLTLRAQNA
TFMTQKARDA
SHLAHRTRNA
TYLSSRAKLA
DFLAKKGGEA
GHMTERFQEA

80 15
LKPGGSLLI-
VLTGGVTLFEF
TVTGGIFLFL
LLTGGAMLFL
AMTAGIFLFF
LLTSGMVIFF
TVSLGIFFVL

FLESNFDNGR
FFLMVLLIPE
FFLIVLLIPE
FFMMVLLIPE
FFLMVLLIPE
FVLMVVVIPE
FLLLVVLIPE

EECVVNAANP
LGIGHVA---
LGLGHIA---
LGMSKEP--—
FGFYQVK-—--
LFGKKNLI--
IAHLMGRR--
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IINI HT
LDNLVMLHNS
LDNLAVLHTA
LDNLVMLHTS
LDNIVMLHTT
MDTISVFLHS
IDNLAVLMRA

90 1600

RAYGYADRTS
LSGKGLGKTS
MSGRGIGKMT
ISGKGIGKTS
MQGKGIGKLS
MSPKGISRMS
MRNKGIGKMG

40 1650

RNETTHVMNN
PDRORTPQDN
PEKQRTPQDN
PEKQRTPQDN
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PGOQORSIQDN
PEKQRSPQODN

RGLPGDGVCK
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.
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- RNPGFALLAG
—-RNPFFAVTAL
- RNPGFALVAV

PYELTPGATV
VEGLSGATWV
VEGVSGGSWV
VEGLSGATWV
VEGVSGGAWV
IEGVHGGTWV
VEGMSGGTWV

EAKISNTTTD
EAKLTNTTTD
EGKITNITTD
EASISNITTA
NAVLTHVKIN
EASISDMASD

ALTPLAALIV
SLLTCAKF--
GIVTCAMF--
SLVTCAKFE--
GVVTCAKF--
SIVACAKFE--
SLVTCAKF--

SAYEHVTVIP
EHGTIATITP
KHGKEVKITP
-—-GVTVEITP
NHGVTATITP
TDIKTLKEDA
EDRAKVEVTP

930

940 950

NTVGVPYKTL VNRPGYSPMV LEMELQSVTL EPTLSLDYIT
QA----PTSE IQLTDYGALT LDC-—-—-—-—--- SPRTGLDENE
QS----SITE AELTGYGTVT MEC------- SPRTGLDENE
QA----STVE AILPEYGTLG LEC------- SPRTGLDENE

CEYKTVIPSP

MVLLTMKEKS

MVLLOMEDKA
MILLTMKNKA
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DEN4
YFV
ZIKV
0

CHIK
DEN1
DEN2
DEN3
DEN4
YFV

ZIKV

CHIK
DEN1
DEN2
DEN3
DEN4
YFV

ZIKV

CHIK
DEN1
DEN2
DEN3
DEN4
YFV

ZIKV

CHIK
DEN1
DEN2
DEN3
DEN4
YFV

ZIKV

CHIK
DEN1
DEN2
DEN3
DEN4

EST
EST
EST

EST
EST
EST
EST
EST
EST
EST

EST
EST
EST
EST
EST
EST
EST

EST
EST
EST
EST
EST
EST
EST

EST
EST
EST
EST
EST
EST
EST

EST
EST
EST
EST
EST

RS----PSVE VELPDYGELS LDC-------
LS----GSQE VEFIGYGKAT LEC-------
NS----PRAE ATLGGFGSLG LDC----—---
leodld el el

960 970 98
YVKCCGTAEC KDKSLPDYSC KVFTGVYPEM
WL ———————— VH KQWFLDLPLP
WL ———————— VH ROQWFLDLPLP
WM-—-—————= ———————- VH ROQWEFFDLPLP
WL-—-——-—-> ———————= VH KQWEFLDLPLP
Wl---—=-= ———————- VD RQWAQDLTLP
WL ———————— VH KEWFHDIPLP
leoodd B O

1010 1020 10
EKSESCKTEF ASAYRAHTAS ASAKLRVLYQ
NRQD-LLVTF KTA------- HAKKQEVVVL
IQKE-TLVTEF KNP------- HAKKQDVVVL
NRKE-LLVTF KNA----—-—--— HAKKQEVVVL
NHKE-RMVTF KVP-—--—---- HAKRQDVTVL
REMH-HLVEF EPP------- HAATIRVLAL
NNKE-ALVEF KDA------- HAKRQTVVVL
leoodd leoodd leeodl

1060 1070 10

DAK-—-——- FV VGPMSSAWTP FDNKIVVYKG
GT-TT---IF AGHLKC---R LKMDKLTLKG
SG-NL---LF TGHLKC---R LRMDKLQLKG
GG-TS---IF AGHLKC---R LKMDKLELKG
DG-NH---MF AGHLKC---K VRMEKLRIKG
TNDNNLYKLH GGHVSC---R VKLSALTLKG
GAKGR---LF SGHLKC---R LKMDKLRLKG
A —— . o [ oo

1110 1120 11
IOSRTPESKD VYANTQLVLQ RPAAGTV--H
—————————————————— VA ETQHGTVLVQ
—————————————————— IA ETQHGTIVIR
—————————————————— VS ETQHGTILIK
—————————————————— MA ETQHGTTVVK
—————————————————— PT DTGHGTVVMQ
—————————————————— PA ETLHGTVTVE

R IR . o . o

1160 1170 11
ASLOHTAPFG CQIATNPVRA VNCAVGNIPI
ODEKGVTQONG RLITANPIVT DKE--KPVNI
MDLEKRHVLG RLITVNPIVT EKD--SPVNI
EDGQGKAHNG RLITANPVVT KKE--EPVNI
RDVNKEKVVG RIISSTPFAE NTN--SVTNI

EPRSGIDFNE MILMKMEKKT
QVQTAVDEFGN SYIAEMETES
EPRTGLDFSD LYYLTMNNKH

WLPGADTQ
WTSGATTE

GNNITVA-AY
GSQEGAMHTA
GSQEGAMHTA
GSQEGAMHTA
GSQEGAMHSA
GNQEGSLKTA
GSQEGAVHTA

DVYNMDYPPF
TSYVMCTGSF
MSYSMCTGKE
MSYAMCLNTEF
MSYTMCSGKF
TSYKICTDKM
VSYSLCTAAF

30 11
VPYS--QAPS
VKYEGTDAPC
VQYEGDGSPC
VEYKGEDAPC
VKYEGTGAPC
VKV-SKGAPC
VQYAGTDGPC

0 1000

ANGDHAVTVK
LTGATEIQTS
LTGATEIQMS
LTGATEIQNS
LTGATEVDSG
LTGAMRVTKD
LAGALEAEMD

90 1100

GAGRPGQFGD

40 1150

GFKYWLKERG
KIPEFS -—--T-
KIPFE -—-1I-
KIPFS ——-T-
KVPIE ---1I-
RIPVI ---VA
KIPVQ ——-MA
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50

YFV EST DDLTAAINKG ILVTVNPIAS TND--DEVLI EV-------- ———-—-—————
ZIKV EST VDMQTLTPVG RLITANPVIT ESTENSKMML EL-------- —-—-——-—-————-
L
B I [ oo [ oo [ . o
1210 1220 1230 1240 1
CHIK EST MSCEVPACTH SSDFGGVAII -------- KY TASKKGKCAV HSMTNAVTIR
DEN1l EST --————--——- EPPFGESYIV VGAGEKALKL SWEFKKGSSIG K-MFEATARG
DEN2 EST  --——————-——- EPPFGDSYII IGAEPGQLKL DWFKKGSSIG Q-MFETTMRG
DEN3 EST  -—————-—-——- EPPFGESNIV IGIGDKALKI NWYKKGSSIG K-MFEATARG
DEN4 EST  --———-—----- EPPFGDSYIV IGVGDSALTL HWEFRKGSSIG K-MFESTYRG
YFV EST - --————————- NPPFGDSYII VGRGDSRLTY QWHKEGSSIG K-LFTQTMKG
ZIKV EST --——————-—- DPPFGDSYIV IGVGDKKITH HWHRSGSTIG K-AFEATVRG
0 e e e e e i e e
B O e L T I .
1260 1270 1280 1290 1
CHIK EST EADVEVEGNS QLQISEFSTAL ASAEFRVQVC STQVHCAAAC HPPKDHIVNY
DEN1 EST ARRMAILGDT AWDFGSIG-- --GVFT--SV-—-—-----—-—-———————————— G
DEN2 EST AKRMAILGDT AWDFGSLG-- --GVFT--SI--—-—-—-—-——————-———————— G
DEN3 EST ARRMAILGDT AWDFGSVG-- --GVLN--SL----—-—--——-————-———-————— G
DEN4 EST AKRMAILGET AWDFGSVG-- --GLFT--SL----—--—-—--———-———————— G
YFV EST VERLAVMGDT AWDFSSAG-- --GFFT--SV-—------—-—--——-———————— G
ZIKV EST AKRMAVLGDT AWDFGSVG-- --GVEFN--SL----—---—-—--———-———-————— G
0 e e e e e e e e
N [ [ [ ool .. [o o]
1310 1320 1330 1340
CHIK EST PASHTTLGV- QDISTTAMSW VQKITGGVGL IVAVA-—-—-—-——-—-————-— ALTL
DEN1 EST KLVHQVEFGTA YGVLFSGVSW TMKIGIGILL TWLGLNSRST SLSMTCIAVG
DEN2 EST KALHQVFGAI YGAAFSGVSW TMKILIGVII TWIGMNSRST SLSVSLVLVG
DEN3 EST KMVHQIFGSA YTALFSGVSW IMKIGIGVLL TWIGLNSKNT SMSESCIAIG
DEN4 EST KAVHQVFGSV YTTMFGGVSW MVRILIGLLV LWIGTNSRNT PMAMTCIAVG
YFV EST KGIHTVFGSA FQGLFGGLNW ITKVIMGAVL IWVGINTRNM TMSMSMILVG
ZIKV EST KGIHQIFGAA FKSLFGGMSW FSQILIGTLL VWLGLNTKNG SISLTCLALG
L
R
1360
CHIK EST IVVLCVSFSR H-
DEN1 EST MVTLYLGVMV QA
DEN2 EST IVILYLGVMV QA
DEN3 EST IITLYLGAVV QA
DEN4 EST GITLFLGEFTV QA
YFV  EST VIMMFLSLGV  GA
ZIKV EST GVMIFLSTAV SA
o Ll
Alignment: CHIKV X ALPHAVIRUS NAO ESTRUTURAL
R - R — R — B I
10 20 30 40
CHIK - NAO MDPVYVDIDA DSAFLKALQR AYPMFEVEPR QVTPNDHANA RAFSHLATKL
EEEV - NAO -EKVHVDLDA DSPFVKSLQR CFPHFEIEAT QVTDNDHANA RAFSHLATKL
MAYV - NAO MSKVFVDIEA ESPFLKSLQR AFPAFEVEAQ QVTPNDHANA RAFSHLATKL
WEEV - NAO MERIHVDLDA DSPYVKSLQR TFPQFEIEAR QVTDNDHANA RAFSHVATKL

250

300



60 e hAkeokek o oekekhkkhkoekhkk hoekhkkhkkhkhAkhkkhkkhk K hkhkkhkkhhkhkokk ,_hkkkokkhkkhk

60 70 80 90 100
CHIK - NAO TIEQEIDPDST ILDIGSAPAR RMMSDRKYHC VCPMRSAEDP ERLANYARKL
EEEV - NAO IEGEVDTDQV ILDIGSAPVR HTHSKHKYHC ICPMKSAEDP DRLYRYADKL
MAYV - NAO IEQETEKDTL ILDIGSAPAR RMMSEHTYHC VCPMRSAEDP ERLLYYARKL
WEEV - NAO IESEVDRDQV ILDIGSAPVR HAHSNHRYHC ICPMISAEDP DRLQRYAERL

60 khkk )k Kheoek o hkhkkeoekhkkkkhkkhkk kkoehkkkk ok ekoekeoehkkhkk Khkeo Khhkkooo

D L T L T T I
110 120 130 140 150
CHIK - NAO ASAAGKVLDR NISEKIGDLQ AVMAVPDAET PTFCLHTDVS CRQRADVATY
EEEV - NAO RK--SDVTDK CIASKAADLL TVMSTPDAET PSLCMHTDST CRYHGSVAVY
MAYV - NAO AKASGEVVDR NIAAKIDDLQ SVMATPDNES RTFCLHTDQT CRTQAEVAVY
WEEV - NAO KK--SDITDK NIASKAADLL EVMSTPDAET PSLCMHTDAT CRYFGSVAVY

60 *:***:**__ **:******* *****:*.** :****.**** *******:.*

B S L T e L
160 170 180 190 200
CHIK - NAO (QDVYAVHAPT SLYHQAIKGV RVAYWIGFDT TPFMYNAMAG AYPSYSTNWA
EEEV - NAO (QDVYAVHAPT SIYYQALKGV RTIYWIGFDT TPFMYKNMAG AYPTYNTNWA
MAYV - NAO QDVYAVHAPT SLYFQAMKGV RTAYWIGFDT TPFMFDTMAG AYPTYATNWA
WEEV - NAO ODVYAVHAPT SIYHQALKGV RTIYWIGEFDT TPFMYKNMAG SYPTYNTNWA

60 khkeoekkeoekhhkkhkkh khhkhkkhkkheokeoekhkh *k o hhkkhkke kkohkkookoo e e kkhkkhk ok

210 220 230 240 250
CHIK - NAO DEQVLKAKNI GLCSTDLTEG RRGKLSIMRG KKMKPCDRVL FSVGSTLYPE
EEEV - NAO DESVLEARNI GLGSSDLHEK SFGKVSIMRK KKLQPTNKVI FSVGSTIYTE
MAYV - NAO DEQVLKARNI GLCSASLTEG HLGKLSIMRK KKMTPSDQIM FSVGSTLYIE
WEEV - NAO DERVLEARNI GLGNSDLQES RLGKLSILRK KRLQPTNKII FSVGSTIYTE

60 * kkkekkkkhk k kkhkkhkkkk oo ekkk kekhkkhkk hhkkhkkokoekhke khhkkookxk *

S e e T e I
260 270 280 290 300
CHIK - NAO SRKLLKSWHL PSVFHLKGKL SFTCRCDTVV SCEGYVVKRI TISPGLYGKT
EEEV - NAO ERILLRSWHL PNVFHLKGKT SFTGRCNTIV SCEGYVVKKI TLSPGIYGKV
MAYV - NAO SRRLLKSWHL PSVFHLKGRQ SYTCRCDTIV SCEGYVVKKI TMSPGVFGKT

WEEV - NAO DRSLLRSWHL PNVFHLKGKS NFTGRCGTIV SCEGYVIKKI TISPGLYGKV
60 KK o KKKKK K KK s AKKKXKK s AAKKK sk s kK hhhhhhhk ok oo kXK KhKkk kR

S e e T O I
310 320 330 340 350
CHIK - NAO TGYAVTHHAD GFLMCKTTDT VDGERVSFSV CTYVPATICD OMTGILATEV
EEEV - NAO DNLASTMHRE GFLSCKVTDT LRGERVSFPV CTYVPATLCD QMTGILATDV
MAYV - NAO SGYAVTHHAE GFLVCKTTDT IAGERVSFPI CTYVPSTICD QMTGILATEV

WEEV - NAO ENLASTMHRE GFLSCKVTDT LRGERVSFAV CTYVPATLCD OMTGILATDV

60 khkhkhkhkhkhkhkhk hhkhkkhkhhkkhkhkeok k(hkkhkkhkhkkeoekhkhkh kekhkeoekhkkhhkokhk *keokeokhkhkoxk

360 370 380 390 400
CHIK - NAO TPEDAQKLLV GLNQRIVVNG RTORNTNTMK NYLLPVVAQA FSKWAKECRK
EEEV - NAO SVDDAQKLLV GLNQRIVVNG RTQRNTNTMQ NYLLPVVAQA FSRWAREHRA
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MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

TPEDAQKLLV GLNQRIVVNG RTQRNTNTMK NYLLPVVSQA FSKWAKEYRL
SVDDAQKLLV GLNQRIVVNG RTQRNTNTMQ NYLLPVVAQA FSRWAREHRA

Ak hkk ok ehkk ek khkek Khhkkeoekekrkhkhke Khhkkhkhk o okko ek o Kk . ok

410 420 430 440 450
DMEDEKLLGI RERTLTCCCL WAFKKQKTHT VYKRPDTQSI QKVPAEFDSF
DLEDEKGLGV RERSLVMGCC WAFKTHKITS IYKRPGTQTI KKVPAVENSF
DOQEDEKNMGM RERTLTCCCL WAFKTHKNHT MYKKPDTQTI VKVPSEFNSFE
DLDDEKELGV RERTLTMGCC WAFKTQKITS IYKKPGTQTI KKVPAVEDSF

R i ah b e S hhkk ke hhkkhkhkeoohkkheo *k Khehkkhkkhkhkok K, Khhkkokkkhk

T e e I e I
460 470 480 490 500
VVPSLWSSGL SIPLRTRIKW LLSKVPKTDL IPYSGDAKEA RDAEKEAEEE
VIPQPTSYGL DIGLRRRIKM LEDAKKAPAP IITEADVAHL KGLQDEAEAV
VIPSLWSAGL SIGIRHRIRL LLQSRRVEPL VPS-MDVGEA RAAEREAAEA

VIPRLTSHGL DMGFRRRLKL LLEPTVKPAP AITMADVEHL RGLQQEAEEV

khkkhk hhkkhkhkk hhkok Ko ooeo khhkkekhkkhkkeoekhkk K hkkhkkokeokhkhh Kkokkhkhkokkhk

e e e e e
510 520 530 540 550
REAELTREAL PPLQAAQD-- DVQVEIDVEQ LEDRAGAGII ETPRGAIKVT
AEAEAVRAAL PPLLPEVD-- KETVEADIDL IMQEAGAGSV ETPRRHIKVT
KEAEDTLAAL PPLIPTAPVL DDIPEVDVEE LEFRAGAGVV ETPRNALKVT

AAAEEIREAL PPLLPEIE-- KETVEAEVDL IMQEAGAGSV ETPRGHIRVT

e e khkA Ak Ak Ak Kk Kekeooehkoehkhkh okekheoohkheo hkeookhkeokeokhkhe hhkhkhhk K*ok

560 570 580 590 600
AQPTDHVVGE YLVLSPQTVL RSQKLSLIHA LAEQVKTCTH SGRAGRYAVE
TYPGEEMIGS YAVLSPQAVL NSEKLACIHP LAEQVLVMTH KGRAGRYKVE
PODRDTMVGS YLVLSPQTVL KSVKLQALHP LAESVKIITH KGRAGRYQVD
SYPGEEKIGS YAILSPQAVL NSEKLACIHP LAEQVLVMTH KGRAGRYKVE

* Kk ke Kk ek ke kkkhkhkkk kK khkk Kkekk Kk Kk KAhkhkkhkkk AhkAkAko oo ok

B L T L T I
610 620 630 640 650
AYDGRILVPS GYAISPEDFQ SLSESATMVY NEREFVNRKL HHIALHGPAL
PYHGRVIVPS GTAIPIPDFQ ALSESATIVE NEREFVNRYL HHIAVNGGAL
AYDGRVLLPT GAAIPVPDFQ ALSESATMVY NEREFINRKL YHIAVHGAAL
PYHGKVIVPE GTAVPVQDFQ ALSESATIVE NEREFVNRYL HHIAINGGAL

ehkkhkhkk ek hkhkhk o oke hhkekhkkh khhkhkkhkeoekhkkhkhkh (hkhhkkhkokeohkkh *hkhkkhkkhkkhkik

660 670 680 690 700
NTDEESYELV RAERTEHEYV YDVDQRRCCK KEEAAGLVLV GDLTNPPYHE
NTDEEYYKVV KSTETDSEYV FDIDAKKCVK KGDAGPMCLV GELVDPPFHE
NTDEEGYEKV RAESTDAEYV YDVDRKQCVK REEAEGLVMI GDLINPPFHE
NTDEEYYKTV KTQDTDSEYV FDIDARKCVK REDAGPLCLT GDLVDPPFHE

Akhkkeoekeookeoo khkeoekhhkhkohkhk  hkhkhkkhAkhkhkkhoeke hkkhkkek Kook ok Kk ook %k

710 720 730 740 750
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CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

FAYEGLRIRP ACPYKTAVIG VFGVPGSGKS AIIKNLVTRQ DLVTSGKKEN
FAYESLKTRP AAPHKVPTIG VYGVPGSGKS GIIKSAVTKR DLVVSAKKEN
FAYEGLKRRP AAPYKTTVVG VEGVPGSGKS GIIKSLVTRG DLVASGKKEN
FAYESLKTRP AAPHKVPTIG VYGVPGSGKS GIIKSAVTKK DLVVSAKKEN

kX hkhkkk e okk AhkAkAAAAkA AKX ohkkoe Kkeoekk KAhkhkhkkhAkhkhkkhhkk *AAkkk Ak A kA kk

D O T L T T I
760 770 780 790 800
CQEISTDVMR ORNLEISART VDSLLLNGCN RPVDVLYVDE AFACHSGTLL
CMEIIKDVKR MRGMDIAART VDSVLLNGVK HSVDTLYIDE AFACHAGTLL
CQEIMLDVKR YRDLDMTAKT VDSVLLNGVK QTVDVLYVDE AFACHAGTLL
CAEIIRDVRR MRRMDVAART VDSVLLNGVK HPVNTLYIDE AFACHAGTLL

*kkk . ekkhkk kkhkkkhkkhkkkkhk oo ekhkhkkhkkoekhkkhkk Khhkhkkhkkhkoek Kk oo ek e kK ok

B I T T e e I
810 820 830 840 850
ALTALVRPRQ KVVLCGDPKQ CGEFEFNMMOMK VNYNHNICTQ VYHKSISRRC
ALTATIVKPK- KVVLCGDPKQ CGEFEFNMMCLK VHENHEICTE VYHKSISRRC
ALIATVRPRK KVVLCGDPKQ CGFFNLMQLQ VNENHNICTE VDHKSISRRC

ALIATVKPK- KVVLCGDPKQ CGFEFNMMCLK VHENHDICTE VYHKSISRRC

ke ok kk kK ekkhkhkhkkhk kkoe khkk Kk ok e kk Kekkhkkhkhk kekhkkokkoo

860 870 880 890 900
TLPVTAIVSS LHYEGKMRTT NEYNKPIVVD TTGSTKPDPG DLVLTCEFRGW
TKTVTSIVST LEFYDKRMRTV NPCNDKIIID TTSTTKPLKD DIILTCERGW
TLPITAIVST LHYEGRMRTT NPYNKPVIID TTGQTKPNRE DIVLTCEFRGW
TQTVTAIVST LEFYDKRMKTV NPCADKIIID TTGTTKPHKD DLILTCERGW

ekkhkoekhkhkkhkk KhAkhkkoekehkhkhkk Kk Kok * Koo o ok .. e ke s kkhkhkKk

e e e e I
910 920 930 940 950
VKQLOIDYRG HEVMTAAASQ GLTRKGVYAV RQKVNENPLY ASTSEHVNVL
VKQLQIDYKN HEIMTAAASQ GLTRKGVYAV RYKVNENPLY AQTSEHVNVL
VKQLQLDYRG HEVMTAAASQ GLTRKGVYAV RMKVNENPLY AQSSEHVNVL

VKQLQIDYKN HEIMTAAASQ GLTRKGVYAV RYKVNENPLY SQTSEHVNVL

e kekkhkKk o oo ek e eke kek okkokhkkokko oo ek e o kK oKk

LTRTEGKLVW KTLSGDPWIK TLONPPKGNF KATIKEWEVE HASIMAGICN
LTRTEKRIVW KTLAGDPWIK TLTASYPGNF TATLEEWQAE HDAIMAKILE
LTRTEGRLVW KTLSGDPWIK TLSNIPKGNF TATLEDWQRE HDTIMRAITQ
LTRTEKRIVW KTLAGDPWIK TLTAKYPGDEF TASLDDWQRE HDAIMARVLD

*kkkhkkkhkhkkk o e hk e ek ek ke ok Khhkkoo koo . kK ok hhkKk o o ok

P e e e
HQVTEFDTFON KANVCWAKSL VPILETAGIK LNDROWSQII OQAFKEDRAYS
TPASSDVFQON KVNVCWAKAL EPVLATANIT LTRSQWET-I PAFKDDKAYS
EAAPLDVFQON KAKVCWAKCL VPVLETAGIK LSATDWSAII LAFKEDRAYS

KPQTADVFON KVNVCWAKAL EPVLATANIV LTRQOWET-L HPEFKHDRAYS

* kK . *k o kK kkkkekkk KKk s e kkk kkekk khkkKhk . ekhk ok *

1010 1020 1030 1040 1050

960 970 980 990 1000
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1060 1070 1080 1090 1100
CHIK - NAO PEVALNEICT RMYGVDLDSG LEFSKPLVSVH YADNHWDNRP GGKMFGENPE
EEEV - NAO PEMALNFFCT RFFGVDIDSG LFSAPTVPLT YTNEHWDNSP GPNMYGLCMR
MAYV - NAO PEVALNEICT KIYGVDLDSG LFSAPRVSLH YTTNHWDNSP GGRMYGFSVE
WEEV - NAO PEMALNFFCT RFFGVDLDSG LEFSAPTVALT YRDQHWDNSP GKNMYGLNRE

60 .*:*:***** ***..****. *:.*:*:... .:::****** :::.****:*

N e I A o
1110 1120 1130 1140 1150
CHIK - NAO AASILERKYP FTKGKWNTNK QICVTTRRIE DENPNTNIIP ANRRLPHSLV
EEEV - NAO TAKELARRYP CILKAVDTGR VADVRTDTIK DYNPLINVVP LNRRLPHSLV
MAYV - NAO AANRLEQQHP FYRGRWASGQ V-LVAERKTQ PIDVTCNLIP FNRRLPHTLV

WEEV - NAO VAKELSRRYP CITKAVDTGR VADIRNNTIK DYSPTINVVP LNRRLPHSLI

60 khkk ko okekeo kheoeke khkkhkkhkk kkeoek oo % . e s e khkkhkk hhkk khkkkk

e e e e e I
1160 1170 1180 1190 1200
CHIK - NAO AEHRPVKGER MEWLVNKING HHVLLVSGYN LVLPTKRVTW VAPLGIRGAD
EEEV - NAO VTHRYTGNGD YSQLVTKMTG KTVLVV-GTP MNIPGKRVET LGPSP--QCT
MAYV - NAO TEYHPIKGER VEWLVNKIPG YHVLLVSEYN LILPRRKVTW IAPPTVTGAD

WEEV - NAO VDHKGQGTTD HSGFLSKMKG KSVLVI-GDP ISIPGKKVES MGPLP--TNT

60 ek ekkhkk ek hkhkoekhkkhkkeoekhkkhe khkeookk ok khkhkookkkhkkhkkk oo * koo kKK

1210 1220 1230 1240 1250
CHIK - NAO YTYNLELGLP ATLGRYDLVI INIHTPFRIH HYQQCVDHAM KLOMLGGDSL
EEEV - NAO YKAELDLGIP AALGKYDIIF INVRTPYRHH HYQQCEDHAI HHSMLTRKAV
MAYV - NAO LTYDLDLGLP PNAGRYDLVF VNMHTPYRLH HYQQCVDHAM KLOMLGGDAL
WEEV - NAO IRCDLDLGIP SHVGKYDIIF VNVRTPYRNH HYQQCEDHATI HHSMLTCKAV

60 :::::*:**: *:****'*** *******:': *********: ****:::*-*

1260 1270 1280 1290 1300
CHIK - NAO RLLKPGGSLL IRAYGYADRT SERVVCVLGR KFRSSRALKP PCVISNTEMF
EEEV - NAO DHLNKGGTCI ALGYGTADRA TENIISAVAR SFRFSRVCQP KCAWENTEVA
MAYV - NAO YLLKPGGSLL LSTYAYADRT SEAVVTALAR RFSSFRAVTV RCVTSNTEVF
WEEV - NAO HHLNTGGTCV AIGYGLADRA TENIITAVAR SEFREFTRVCQP KNTAENTEVL

60 e ek Kk ekoe oo e kk e ok e . * e . * *k Ak kkhkk . kkkkkk ok Kk

1310 1320 1330 1340 1350
CHIK - NAO FLFSNFDNGR RNFTTHVMNN QLNAAFVGQA -TRAGCAPSY RVKRMDIAKN
EEEV - NAO FVFFGKDNGN HLQDQDRLSV VLNNIYQGST QHEAGRAPAY RVVRGDITKS
MAYV - NAO LLFTNFDNGR RTVTLHQTNG KLSSIYAGTV LQAAGCAPAY AVKRADIATA
WEEV - NAO FVFEFGKDNGN HTHDQDRLGV VLDNIYQGST RYEAGRAPAY RVIRGDISKS

60 *k e . khkhk ohkkekekhkkhhkkh ke Khkhkkhkhkhkh (hkkhkhkhkkhkkhkokhk *khkkeoo *o *

D O T e T I B -
1360 1370 1380 1390 1400
CHIK - NAO DEECVVNAAN PRGLPGDGVC KAVYKKWPES FKNSATPVGT AKTVMCGTYP
EEEV - NAO NDEVIVNAAN NKGQPGGGVC GALYRKWPGA FDKQPVATGK AHLVKH-SPN
MAYV - NAO IEDAVVNAAN HRGQVGDGVC RAVARKWPQA FRNAATPVGT AKTVKCDETY

WEEV - NAO ADQATIVNAAN SKGQPGSGVC GALYRKWPAA FDRQPIAVGT ARLVKH-EPL
60 Kk oo KK K K 2 K KKKK KKKKKKKKAA Kkkhkhkko Kk kkk Kkkkk%
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1410 1420 1430 1440 1450
CHIK - NAO VIHAVGPNFS NYSESEGDRE LAAAYREVAK EVTRLGVNSV AIPLLSTGVY
EEEV - NAO VIHAVGPNFS RLSENEGDQK LSEVYMDIAR IINNERFTKV SIPLLSTGIY
MAYV - NAO IIHAVGPNEN NTSEAEGDRD LAAAYRAVAA EINRLSISSV AIPLLSTGIF
WEEV - NAO ITHAVGPNFS KMPEPEGDLK LAAAYMSIAS IVNAERITKI SVPLLSTGIY

60 cekk ek ekkhkk Khkhkhkkhhkohkk *AkhkhAkkAkhkhkkhkhk *hkkhkkhkhkkhkkhhkkhk K,k k*k *kk*% o

B L T e el .
1460 1470 1480 1490 1500
CHIK - NAO SGGKDRLTQS LNHLFTALDS TDADVVIYCR DKEWEKKIAE ATIQMRTQVE-
EEEV - NAO AGGKDRVMQS LNHLFTAMDT TDADITIYCL DKQWESRIKE AITRKESVEE
MAYV - NAO SAGKDRVHQS LSHLLAAMDT TEARVTIYCR DKTWEQKIKT VLQONRSATE-

WEEV - NAO SGGKDRVMQS LHHLFTAFDT TDADVTIYCL DKOQWETRIIE ATIHRKESVEI

60 **:**:*:** *:***-:-*: *:*:**:*** Ak Kk hkkkhkk kK **:******:

1510 1520 1530 1540 1550
CHIK - NAO LLDEHISVDC DIIRVHPDSS LAGRKGYSTT EGSLYSYLEG TRFHQTAVDM
EEEV - NAO LTEDDRPVDI ELVRVHPLSS LAGRPGYSTT EGKVYSYLEG TRFHQTAKDI
MAYV - NAO LVSDELQFEV NLTRVHPDSS LVGRPGYSTT DGTLYSYMEG TKFHQAALDM
WEEV - NAO -LDDDKPVDI DLVRVHPNSS LAGRPGYSVN EGKLYSYLEG TRFHQTAKDI

60 Kekhkkokeokeoek hhhkkhkhkhkkhhhkk, K*hhkkAhkhkkhkhkhkk *Ahkkhkokhkhkkhkhk *Akkkkhkk kit %k

e e e e e I
1560 1570 1580 1590 1600
CHIK - NAO AEVYTMWPKQ TEANEQVCLY ALGESIESIR QKCPVDDADA SSPPKTVPCL
EEEV - NAO AEIYAMWPNK QEANEQICLY VLGESMNSIR SKCPVEESEA SSPPHTIPCL
MAYV - NAO AEITTLWPRV QDANEHICLY ALGETMDNIR ARCPVEDSDS STPPKTVPCL

WEEV - NAO AETHAMWPNK SEANEQICLY ILGESMSSIR SKCPVEESEA SAPPHTLPCL

60 *kkkkkkk Kk :********* ******:**: *kkhkkhkkkhkkkk ****:**::*

B L T e R .
1610 1620 1630 1640 1650
CHIK - NAO CRYAMTPERV TRLRMNHVTS IIVCSSFPLP KYKIEGVQKV KCSKVMLEDH
EEEV - NAO CNYAMTAERV YRLRMAKNEQ FAVCSSFQLP KYRITGVQKI QCSKPVIFSG
MAYV - NAO CRYAMTPERV TRLRMHHTKD FVVCSSFQLP KYRIPGVQRV KCEKVMLFDA

WEEV - NAO CNYAMTAERV YRLRSAKKEQ FAVCSSFLLP KYRITGVQKL QCSKPVLESG

60 ::'**:**** ***:**:*** ****:*:*** kAhkkkhkkhkkhkhkkhkkhhk *hkhkkAkk ik khk

1660 1670 1680 1690 1700
CHIK - NAO NVPSRVSPRE YKSPQETAQE VSSTTSLTHS -—--——-—-—-= —————————-
EEEV - NAO TVPPAIHPRK FASVTVEDTP VVQPERLVPR RPAPPVPVPA RIPSPPCTST

MAYV - NAO APPASVSPVQ YLTNQSETTI ------- SLS =—-—=-—-==—= —mm—m——— o
WEEV - NAO VVPPAVHPRK YAEIILETPP PPATTTVICE ----- PTVPE RIPSPVISRA
60 *k:*k*k::*k*k*k*k ****'***** *******::: **'******* ‘k*k‘k:‘k*k**k*k*

B I T e T L

1710 1720 1730 1740 1750

CHIK - NAO -—----- QFDL SVDGE----- -ELPAPSDLE ADAPIPEPTP -DDRAVLTLP
EEEV - NAO NGSTTSIQSL GEDQS-—--- ——=—-—=--—=-- ASASSGAETS VDQVSLWSIP
MAYV - NAO ---—--- SFSI TSDSS----- -SLSTFPDLE SAEELDHDSQ -SVRPALNEP
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WEEV - NAO P-SAESLLSL GGVSFSSSAT RSSTAWSDYD RREVVTADVH QANTSTWSIP

60 ****:***** ***: :*: :** **:‘k****** *******.** *********‘
T T O S L e
1760 1770 1780 1790 1800
CHIK - NAO P--TIDN--- ——=——=—=—== ——————— FSAVSDWVMN T AP
EEEV - NAO SATGFDVRTS SSLSLEQPTEF PTMVVEAEIH ASQGSLWSIP SITGSETRAP
MAYV - NAO  ----- DD ----- mmmmmmmmm e oo HOQPTPTAELA -‘F--------- HP
WEEV - NAO SAPGLDVQLP SD-—-————---- —————————— -VITDSHWSIP SASGFEVRTP
60 I e T T
T T O S L e
1810 1820 1830 1840 1850
CHIK - NAO VAPPRRRRGK NLNVTCDERE GNVLPMASVR F----FRADL HSIVQETAETI
EEEV - NAO SPPSQDSRPS TPSASGSHAS VDLITFDSVA EILEDFSRSP FQFLSEIKPI
MAYV - NAO VPPPRPNRAR RLAAARVQVQ VEVHQP-—-—----—---=—-—-————— PSNQPTKPI
WEEV - NAO SVODLTA--=- —————————-— -ECAKPRGLA EIMODFNTAP FQFLSDYRPV
2] 0
A N o | I o
1860 1870 1880 1890 1900
CHIK - NAO RDTAA---SL QAPLSV---- -ATEPNQLPI SFGAPNETFP ITFGDFDEGE
EEEV - NAO PAPRTRVN-- NMSRSADTIK PIPKPRKCQV KYTQ-—-——--=- —————————-—
MAYV - NAO PAPRTSLRPV PAPRRY---- -VPRP---VV ELPWPLETID VEFGAPTEE-
WEEV - NAO PAPRRRPI-- PSPRSTASAP PVPKPRR--T KYQQ--—-—-—-= —————————-—
2] 0
. I | I P R I R I o
1910 1920 1930 1940 1950
CHIK - NAO IESLSSELLT FGDFSPGEVD DLTDSDWSTC SDTDDELXLD RAGGYIFSSD
EEEV - NAO --————————- -—-——-PPGVAR AISAAEFDEF VR-RHSNXRY EAGAYIFSSE
MAYV - NAO --—--—- ESDIT FGDFSA--—-- —----SEWETI S---NSSXLG RAGAYIFSSD
WEEV - NAO -——————-—- ———— PPGVAR AISEAELDEY IR-QHSNXRY EAGAYIFSSE
2] 0
A R N o [P I R
1960 1970 1980 1990 2000

CHIK - NAO TGPGHLQQRS VRQTVLPVNT LEEVQEEKCY PPKLDEVKEQ LLLKKLQESA
EEEV - NAO TGQGHLQQKS TRQCKLQYPI LERSVHEKFY APRLDLEREK LLQKKLQLCA
MAYV - NAO VGPGHLQQKS VRQHDLEVPI MDRVIEEKVY PPKLDEAKEK QLLLKLQMHA
WEEV - NAO TGQGHLQQOKS VRQCKLQEPI LDRAVHEKYY APRLDLEREK MLOKKLQLCA
60 e e e e s et e

B e e s T B N
2010 2020 2030 2040 2050
CHIK - NAO SMANRSRYQS RKVENMKATI VQRLKGGCKL YLMSETPKVP TYRTTYPAPV
EEEV - NAO SEGNRSRYQS RKVENMKAIT VERLLQGIGS YLSAEPQPVE CYKVTYPAPM
MAYV - NAO TDANRSRYQS RKVENMKATI IDRLKQGSAY YVSAAADKAV TYHVRYAKPR
WEEV - NAO SEGNRSRYQS RKVENMKAIT AERLISGLGT YLSSEVNPVE CYRVNYPVPI

60 e e e e e e e e e

B I I T I e
2060 2070 2080 2090 2100
CHIK - NAO YSPPINIRLS NPESAVAACN EFLARNYPTV ASYQITDEYD AYLDMVDGSE
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EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
60

NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
NAO
NAO

YSSTASNSFEFS SAEVAVKVCN LVLQENFPTV ASYNITDEYD AYLDMVDGAS
YSVPVMQRLS SATIAVATCN EFLARNYPTV ASYQITDEYD AYLDMVDGSE
YSSTVINRFT SAEVAVKTCN LVIQENYPTV ASYCITDEYD AYLDMVDGAS

B S N B I
2110 2120 2130 2140 2150
SCLDRATENP SKLRSYPKQH SYHAPTIRSA VPSPFONTLQ NVLAAATKRN
CCLDTATFCP AKLRSFPKKH SYLRPEIRSA VPSPIQNTLQ NVLAAATKRN
SCLDRANFCP AKLRCYPKHH AYHMPQIRSA VPSPFONTLQ NVLAAATKRN

CCLDTATFCP AKLRSYPKKH SYLQPEIRSA VPSPIQONTLQ NVLAAATKRN

.. B R B A

2160 2170 2180 2190 2200
CNVTOMRELP TLDSAVENVE CFKKFACNQE YWKEFAASPI RITTENLTTY
CNVTOQMRELP VLDSAAFNVE CFKKYACNDE YWDEFYKTNPL RLTAENVTQY
CNVTOQMRELP TLDSAVYNVE CFRKYACNNE YWEEFAKKPI RITTENLTTY
CNVTQOMRELP VLDSAAFNVD CFKKYACNDE YWDTEFRDNPI RLTTENVTQY

B e e e A o
2210 2220 2230 2240 2250
VTKLKGPKAA ALFAKTHNLL PLQEVPMDRE TVDMKRDVKV TPGTKHTEER
VTKLKGPKAA ALFAKTHNLQ PLHEISMDREF VMDLKRDVKV TPGTKHTEER
VTKLKGGKAA ALFAKTHNLV PLQEVPMDRE IMDMKRDVKV TPGTKHTEER

VTKLKGPKAA ALFANTHNLK PLQEIPMDQF VMDLKRDVKV TPGTKHTEER

1 1 e e e e e
2260 2270 2280 2290 2300
PKVQVIQAAE PLATAYLCGI HRELVRRLNA VLLPNVHTLEF DMSAEDEFDAI
PKVQVIQAAD PLATAYLCGI HRELVRRLNA VLLPNIHTLE DMSAEDFDATI
PKVQVIQAAE PLATAYLCGI HRELVRRLNA VLLPNIHTLE DMSAEDFDATI

PKVQVIQAAD PLATAYLCGI HRELVRRLNA VLLPNIHTLE DMSAEDEDAI

- . . . o
2310 2320 2330 2340 2350
IAAHFKPGDA VLETDIASFD KSQDDSLALT ALMLLEDLGV DHPLLDLIEA
IAEHFQFGDA VLETDIASFD KSEDDAIAMS ALMILEDLGV DQALLNLIEA
ISEHFKPGDH VLETDIASFD KSQDDSLALT GLMILEDLGV DNQLLDLIEA
IAEHFHHGDP VLETDIASFD KSEDDAIAIS ALMILEDLGV DQPLLDLIEA

B I I R o
2360 2370 2380 2390 2400
AFGEISSCHL PTGTRFKFGA MMKSGMFLTL FVNTLLNITI ASRVLEDRLT
AFGNITSVHL PTGTRFKFGA MMKSGMFLTL FINTVVNIMI ASRVLRERLT
AFGQITSCHL PTGTRFKFGA MMKSGMFLTL FINTVLNITI ASRVLEARLT

AFGNITSVHL PTGTRFKFGA MMKSGMELTL FVNTLVNIMI ASRVLRERLT
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2410

RSACAAFIGD
TSPCAAFIGD
NSACAAFIGD
TSACAASIGD

A ——
2
GGFILYDTVA
GGFIVVDQIT
GGFLVYDHVT

GGFILVDQIT

2
WORTGLTDEL
WNRIGITEEL
WSRSGLGSEI
WNRIGITDEL

460

510

DNITIHGVVSD
DNIVKGVTSD
DNVVHGVVSD
DNIVHGVVSD

2
GTACRVADPL
GTACRVADPL
RTACRIADPL
GTACRVADPL

2
EKAVHSRYEV
VKAVESRYEV
EVALASRYRL
VKAVESRYETI

2420

470

520

2430 2440 2450
ELMAARCATW MNMEVKIIDA VVSQKAPYFC
ALMAERCATW LNMEVKIIDA VVGVKAPYEFEC
KLMADRCATW VNMEVKIIDA VMCIKPPYEFC
TLMAERCATW LNMEVKIIDA VIGIKAPYFEC

248
KRLFKLGKPL
KRLFKLGKPL
KRLFKLGKPL
KRLFKLGKPL

B oo
0 2490 2500
AAGDEQDDDR RRALADEVVR
PLDDDQDVDR RRALHDEAAR
PADDCQDEDR RRALYDEVKK

PVDDTQDCDR RRALHDEAMR

. . o
2530 2540 2550
QGISVVVMSM ATFASSRSNE EKLRGPVVTL
NYVSLIITAL TTLASSVSNF KHIRGHPITL
EGSYNLLLAM STFAHSMKNEF SALRGPVIHL
ILAGLIITSL STLAESVKNE KSIRGSPITL

CHIK - NAO
EEEV - NAO
MAYV - NAO
WEEV - NAO
60

CHIK - NAO
EEEV - NAO
MAYV - NAO
WEEV - NAO
60

CHIK - NAO
EEEV - NAO
MAYV - NAO
WEEV - NAO
60

CHIK - NAO
EEEV - NAO
MAYV - NAO
WEEV - NAO
60

Alignment: CHIKV X ALPHAVIRUS ESTRUTURAL

EST
EST
EST
EST

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

EST

EST

EST
EST

EST
EST
EST
EST

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV

B T R
10

20

30

40

N
50

—————— MEFI PTQTEFYNRRY QP----RP-W APRPTIQVIR PRPRPQORQOAG

MFPYPTLNYP PMAPINPMAY RDPNPPRQ-V APEFRP
—————— MDFL PTQVFYGRRW RPRMPPRP-W RPRMP
MFPYPQLNEFP PVYPTNPMAY RDPNPPRCRW RPERP

khkkhkeoekoekkhkk Khkeokkhko

ok o o kkkk ek e o ke oo

R I T

60
QLAQLISAVN KLTMRAVPQQ
QIEDLRRSIA NLTLKQRAPN
OMOQLIAAVS TLALRONAAA
QIEDLRRSIA NLTFKQRSPN

*rhkkhkkk o kk . e s kkkkhkk Kk kK

R A
110

POKKPAQKKK KPGRRERMCM
PPAKKQKRKP KPGKRQRMCM
P-KOKKAPKR KPGRRERMCM
QQAKKTKRKP KPGKRQRMCM

70

120

KPRRNRKNKK
PPAGPP----
PORGKKKQ-P
PPPGPP—---

ek Kk ok o o kk Kk

KIENDCIFEV
KLESDKTFPI
KIEHDCIFEV
KLESDKTFPI

130

ORQKKQAPQ-
AKRKKPAPSL
-RRKKPKPQP
PKKKKSAPKP

Kk e ek kK Kh Kk

R —_—

14
KHEGKVMGYA
MLNGQVNGYA
KHEGKVTGYA
MLNGQVNGYA

90

HEH

R

100
NDPK-QKKQP
SLETKKKRPP
EKPK-KQEQK

KPTQ-PKKKK

e ek ekkk K

. e

0 150
CLVGDKVMKP
CVVGGRVFKP
CLVGDKVMKP

CVVGGRLMKP
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49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV

* kK o kkkkk kkhkkeoekk Kk KAhkhkkhkkhkkoekhkkeoe kkhkhkhkkhkhkhkk  * *hkeoekkhkkhkhkhkk

S e e I e I
160 170 180 190 200
EST AHVKGTIDNA DLAKLAFKRS SKYDLECAQI PVHMKSDASK FTHEKPEGYY
EST LHVEGRIDNE QLAAIKLKKA SIYDLEYGDV PQCMKSDTLQ YTSDKPPGEY

EST AHVPGVIDNA DLARLSYKKS SKYDLECAQI PVAMKSDASK YTHEKPEGHY

EST LHVEGKIDNE QLAAVKLKKA SMYDLEYGDV PQNMKSDTLQ YTSDKPPGFY
Xkk s Kkkkk Xak: skeks Kokkkakkk Kk Kkkokksokk kk_ skoksk
e 1 e e e e I
210 220 230 240 250

EST NWHHGAVQYS GGRFTIPTGA GKPGDSGRPI FDNKGRVVAI VLGGANEGAR
EST NWHHGAVQYE NNRFTVPRGV GGKGDSGRPI LDNKGRVVAI VQGGVNEGSR
EST NWHYGAVQYT GGRFTVPTGV GKPGDSGRPI FDNKGPVVAI VLGGANEGTR

EST NWHHGAVQYE NGRFTVPRGV GGKGDSGRPI LDNRGRVVAI VLGGANEGTR
HIH R S R S I S R o S S S S S S R
D e o O S P
260 270 280 290 300

EST TALSVVTWNK DIV-TKITPE GAEEWSLA-L PVLCLLANTT FPCSQPPCTP
EST TALSVVIWNQ KGVTVKDTPE GSEPWSLA-- TVMCVLANIT FPCDQPPCMP
EST TALSVVTWNK DMV-TKITPE GTVEWAASTV TAMCLLTNIS FPCEFQPSCAP

EST TALSVVTWNQ KGVTIKDTPE GSEPWSLV-- TALCVLSNVT FPCDKPP—---
I S-S S S I O R R S S S I R S R
e T T e e P e
310 320 330 340 350

EST CCYEKEPEST LRMLEDNVMR PGYYQLLKAS LTCSP-HRQR RSTKDNENVY
EST CCYEKNPHET LTMLEQNYDS RAYDQLLDAA VKCNA-RRTR RDLDTHFTQY
EST CCYEKGPEPT LRMLEENVNS EGYYDLLHAA VYCRNSSRSK RSTANHFNAY

EST VCYSLAPERT LDVLEENVDN PNYDTLLENV LKCPS-RRPK RSITDD F
B T T R S R R R S
T T e e P e
360 370 380 390 400

EST KATRPYLAHC PDCGEGHSCH SPIALERIRN EATDGTLKIQ VSLQIGIKTD
EST KLARPYIADC PNCGHS-RCD SPIAIEEVRG DAHAGVIRIQ TSAMFGLKRH
EST KLTRPYVAYC ADCGMGHSCH SPAMIENIQA DATDGTLKIQ FASQIGLTKT

EST TLTSPYLGFC PYCRHSAPCEF SPIKIENVWD ESDDGSIRIQ VSAQEFGYNQA
Jrkkkekk kkakeakkkk kesekkekks sesekkekkk Kook KAK. .
S e e T O I
410 420 430 440 450
EST DSHDWTKLRY M---DSHTPA DAERAGLLVR TSAPCTITGT MGHFILARCP
EST GV----DLAY MSFMNGKTQK SIKIDNLHVR TSAPCSLVSH HGYYILAQCP
EST DTHDHTKIRY A---EGHDIA EAARSTLKVH SSSECTVTGT MGHFILAKCP
EST GTADVTKFRY MSEFDHDHDIK EDSMDKIAIS TSGPCRRLGH KGYFLLAQCP
***:.*::** ::*::*:*** *:::.***.. *:**.::*** .***:****:
S e e T O I
460 470 480 490 500
EST KGETLTVGET DSRKISHTCT HPFHHEPPVI GRERFHSRPQ HGKELPCSTY
EST PGDTVTVGFH DGPN-RHTCR LAHKVEFRPV GREKYRHPPE HGVELPCNRY
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MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

PGERISVSEV DSKNEHRTCR IAYHHEQRLI GRERFTVRPH HGIELPCTTY
PGDSVTVSIT SGAS-ENSCT VEKKIRRKEV GREEYLFPPV HGKLVKCHVY

K ek o o o ok .

ek e kk o ok

VOSTAATAEE IEVHMPPDTP
THKRADQGHY VEMHQPGLVG
QLTTAETSEE IDMHMPPDIP

DHLKETSAGY ITMHRPGPHA

kekkkkoekkhkk okk ok o Kk

T T
560
SNEGLTTTDK VINNCK-IDQ
VREGITSSD- HTTTCTDVKQ
QAVGTTTTDK TINSCT-VDK

YSTGIVSTRT KMNGCTKAKQ

KA A KA KRKK o o

* .

520

530 54
DRTLMTQQSG NVKITV-NGO
DHSLLSTIHSA KVKITVPSGA
DRTILSQQSG NVKITV-NGR
YKSYLEEASG EVYIKPPSGK

570

e KkKk . . .

CHAAVTNHKN
CRAYLIDNKK
CQAYVTSHTK
CIAYKSDQTK

580

khkkooookkhkkhk okhkokeookhkkhkkhk okeoookeoek %

IHIPFPLANV TCRVPKARNP TVTYGKNQVT
LHVPFVPVKA KCIATLAPEP LVEHKHRTLI
VHIPFPLINT TCRVPLAPEA LVRSGKREAT
LHIPFRLTPT VCPVPLAHTP TVTKWEFKGIT

Kekhkhkkhkhkhke Keokhkhkkhkhkhkkhkhe keoekhhkokk %

B T e |
660 670
NYHEEWVTHK KEVTLTVPTE GLEVTWGNNE
NPTROWIERP TTVNFTVTGE GLEYTWGNHP
VFDEQWITAQ TEVTIPVPVE GVEYQWGNHK

610 620 630

680

DATAEWITGT TSRNEFSVGRE GLEYVWGNHE

kK khkkKk o ok

* . ek Kk K

ITLYYYELYP TMTVVIVSVA
VVVYYYNRYP LTTIIGLCTC
ITEYYYGLHP TTTIVVVIRV

ITIHYYHRHP VYTVIVLCGV

GATVPFLLSL LCCVRTTKAA
NAQVPILLAL LCCIKPTRAD
GAVVPVTIGV LCCAPKAHAA
NATVPTALAV LCCIRPTNAE

710 720 730 74

SFVLLSMVGT
VAIIMVSCDH
SVVVLLSFAA
ALAILVGTAS

TYYEAAAYTLW
DTLOVLNYLW
SFAEGMAYLW
TFGETLNHLW

* . kK *

WQYNSPLVPR
WVYNSGRLPR
WOFNSPEFVPR
WVENSPDLIR

ek ek ok koo

64
MLLYPDHPTL
LHLHPDHPTL
LSLHPIHPTL
LHLTATRPTL

e ek o o ok ek oo

N —_—

69
PYKYWPQMST
PKRVWAQESG
PORFVVALTT
PVRVWAQESA

ek ke ke kK .

AVGMCVCARR
PCGSFSGLRN
SVYMCVVART
SAACIAKARR

590 600

e kk kA Khhk KA AkAkkhkhh kK

.
0 550
TVRYKCNCGG
QVKYYCKCPD
TVRYSSSCGS
NVTYECKCGD

ekk ok oo ok

NAELGDRKGK

GEG-DTFKGK

RMQO-AERKGK
HTD-HSVQGK

ek ekk o ok .

A
0 650
LSYRNMGQEP
LTTRSLGSDA
LSYRTFGAER
LTTRKLGLRA

e e kk Kk Kk o .

.
0 700
NGTAHGHPHE
EGNPHGWPHV
EGKAHGWPHE
PGDPHGWPHE

“en .
0 750
RCITPYELTP
LCITPYKLAP
KCLTPYALTP
DCLTPYALAP

780

830 840 850

790 800
NEQOPLFWLQ ALIPLAALIV
NNNONFFWMQ TLIPLAALIV
DNNQSMFWME LTGPLALLIL
FNNQPFLWAQ LCIPLAALVI
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CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST

EST

EST
EST

EST
EST
EST
EST

EST

EST

EST
EST

LCNCLKLLPC CCKTLAFLAV
CMRMLAALFC CGP--AFLLV
ATCCARSLLS CCKG-SFLVA
LFRC---FSC CMP---FLLV

RPGYSPMVLE MELQSVTLEP
RPGYAPVHLQ IQLVNTRIIP
REGYSPLTLQ MQVIETSLEP
RAGYAPLNLE ITVVSSELTP

KSLPDYSCKV FTGVYPEMWG
KPHPDYQCQV FTGVYPEMWG
QODKPEYKCAV FTGVYPEFMWG

SSKADYTCRV FGGVYPEFMWG

AYRAHTASAS AKLRVLYQGN
AYKVHTGTVQ AMVNITYGSV
AYRAHTASLR AKIKVTYGTV
ALKVHTAALK VGLRIVYGNT

WTPFDNKIVV YKGDVYNMDY
WSPFDNKVVV YGHEVYNYDF
WTPFDTKILV YKGELYNQDF

FSPFDHKVVI RKGLVYNYDF

970

MSIGAHTVSA
—-——CGAWAAA
MSIGSAVASA
AGVCLGKVDA

YEHVTVIPNT
YEHTAVMPNK
YEHTATIIPNQ
FEHATTVPNV

TLSLDYITCE YKTVIPSPYV
STNLEYITCK YKTKVPSPVV
TLNLEYITCD YKTKVPSPYV
STNKEYVTCR FHTVIPSPQV

GAYCFCDAEN
GAYCFCDTEN
GAYCFCDSEN
GAQCFCDSEN

TQLSEAHVEK
TOMSEAYVER
TOMSEAYVER
TQLSEAYVEF

980
NI-TVAAYAN
TWRSADVYVN
NQ-TVEAYVN
TA-HLDTFVN

GDHAVTVKDA
GETPAKIGDA
GDHAVTIAGT
GVTPGSSRDL

PPFGAGRPGQ FGDIQSRTPE
PEYGTGKAGS FGDLQSRTST
PRYGAGQPGR FGDIQSRTLD
PEYGAMKPGA FGDIQASSLD

990 1000

VLORPAAGTV HVPYSQAPSG FKYWLKERGA SLOHTAPFGC
KLORPQAGIV HTPFTQAPSG FERWKRDKGA PLNDVAPFEGC
KLARPAAGNI HVPYTQTPSG FKTWQKDRDS PLNAKAPFGC
RLLKPSVKNI HVPYTQAVSG YEMWKNNSGR PLOQETAPEFGC

1130

1140 1150

VGVPYKTLVN

VGIPYKALVE

VGEFPYKAHVA
PGIPYKALVE

KCCGTAECKD

KCCGATQCTS

KCCGTAECRT
KCCGSLECKA

SESCKTEFAS

SEECSIDHAK

ADVCKHDHAA
APDCTIDHAV

KEVVGPMSSA

KLIIGPLSSA

KFIFGPVSTP
KVIAGPISAA

SKDVYANTQL

SNDLYANTNL

SRDLYANTGL
ATDIVARTDI

QIATNPVRAV

SIALEPLRPE

ITQTNPVRAM
KIEVEPLRAS

NCAVGNIPIS IDIPDAAFTR VVDAPSVTDM
NCAVGSIPIS IDIPDAAFTR ISETPTVSDL
NCAVGNIPVS MDIADSAFTR LTDAPVISEL
NCAYGHIPIS IDIPDAAFVR SSESPTILEV

SCEVPACTHS SDFGGVAIIK
ECKITECTYA SDFEGGIATLP
TCTVSTCTHS SDFGGIAVLS
SCTVADCIYS ADFGGSLTLQ
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CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

EST

EST

EST
EST

CHIK
EEEV
MAYV
WEEV
49

EST

EST

EST
EST

CHIK EST
EEEV EST
MAYV EST
WEEV EST
49

R e
1160
YTASKKGKCA VHSMTNAVTI
TNPVKQETVQ FIVHQVLQLL
YKVEKSGRCD IHSHSNVAVL
YKADREGHCP VHSHSTTAVL

CSTQVHCAAA CHPPKDHIVN
CTSGITCKGD CKPPKDHIVD
CSSRATCTAK CEPPKDHVVT

CGKKTTCNAE CKPPADHIIG EPHKVDQEFQ

IVAVAALILI VVLCVS-FSR
FIVLGLIATA VVALVLFFHR
LIALAVLILV IVTCVT-LRR

1170

1270

R T

1180
READVEVEGN SQLQISFEFSTA
KRMTSPLLRA GSFTFHEFSTA
QEVSIETEGR SV--IHFSTA
KEATTHVTAV GSITLHFSTS

YPASHTTLGV
YPAQHTESFET
YPANHNGVTL

ODISTTAMSW
SAISATAWSW
PDLSSTAMTW
AAVSKTSWNW

H
H

LIVVGLIVLV CSSMLINTRR -

1190 1200

LASAEFRVQV
NIHPAFKLQV
SASPSFVVSV
SPOANFIVSL

VOKITGGVGL

LKVLVGGTSA

AQHLAGGVGL
LLALFGGASS
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