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RESUMO

POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS A OCORRENCIA E GRAVIDADE
DA SINDROME CONGENITA DO ZIKA VIRUS. SANTOS, C. N. O. Aracaju, 2019.

A infeccdo pelo virus Zika (ZIKV) varia de assintomatica a grave e pode levar a distirbios
neuroldgicos, a exemplo da microcefalia. A resposta imune (RI) desenvolvida durante a
infec¢do por ZIKV ainda ndo estd completamente elucidada e existem dificuldades em saber
se os produtos da RI detectados durante ou apds a infeccdo atuam como causa ou
consequéncia desta. Além disso, os fatores determinantes para o acometimento pelas formas
mais graves associadas a infec¢do ainda ndo estdo claros. A infec¢do pelo ZIKV, a exemplo de
outras doencas infecciosas, tem carater multifatorial, no qual a susceptibilidade ou resisténcia
e o comportamento clinico sdo influenciados por fatores ambientais e genéticos do
hospedeiro, com heranca multigénica. Determinantes genéticos como os Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs), que sdo sitios no genoma onde variantes de um nucleotideo sio
comuns na populagdo, podem atuar modulando a RI e contribuir para o curso dos diferentes
desfechos clinicos. O presente trabalho avaliou a associacdo de SNPs nos genes CD209,
TNFa, CXCLS, IL-4, IL-6, CCL-2, TLR3, TLR4 ¢ MICB com a infec¢ao por ZIKV por meio
de um estudo caso-controle, no qual o grupo caso foi composto por criangas com microcefalia
associada a infec¢do por ZIKV e o grupo controle, composto por criancas saudaveis que
nasceram no mesmo periodo do surto de ZIKV. Além disso, comparamos também os pais das
criancas com microcefalia com maes controles que tiveram criangas saudaveis no mesmo
periodo do surto de ZIKYV, residentes em areas endémicas a infecgdo por ZIKV. DNA
genomico de pacientes e controles foram obtidos e utilizados na genotipagem dos SNPs
funcionais nos genes candidatos e a associagdo com a infec¢do por ZIKV foi verificada
através do teste Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher. Neste estudo, foi encontrada
associacgdo entre a presenca do alelo T no SNP rs3775291 no gene TLR3 com a ocorréncia de
microcefalia decorrente da Sindrome Congénita do ZIKV. Este alelo foi mais frequente nas
maes do grupo caso quando comparadas as maes do grupo controle. Encontramos também
associagdo do SNP rs1799964 no gene TNFa com a microcefalia grave, onde o alelo T foi
mais frequente nas criangas com microcefalia grave, do que nas criangas com microcefalia ao
nascimento. Em conclusdo, este trabalho traz pela primeira vez uma associacdo entre a
variante associada com um possivel efeito deletério na estrutura da proteina do TLR3, que
pode levar a uma menor ativagdo das vias desencadeadas pelo TLR3, nas maes que tiveram
criangas com microcefalia, sugerindo que a diminuicdo da ativagdo desta via inflamatéria seja
um fator importante na inducao das lesGes neuroldgicas no feto. Além disso, a variante T do
SNP no TNFa, associado a baixa producao desta citocina, foi mais frequente nas criangas com
microcefalia mais grave ao nascimento, sendo possivel que a defesa antiviral menor no feto,
predisponha a invasdo do SNC pelo ZIKV. Esses dados dao subsidios para um melhor
entendimento acerca dos mecanismos imunoldgicos, influenciados por fatores genéticos que
predispdem a diferentes desfechos frente a infecc¢des pelo ZIKV.

Descritores: Infeccdo. Microcefalia. Polimorfismos genéticos. ZIKV.



ABSTRACT

GENETIC POLYMORPHISMS ASSOCIATED WITH THE OCCURRENCE AND
SEVERITY OF ZIKA VIRUS CONGENITAL SYDROME. SANTOS, C. N. O. Aracaju,
2019.

Zika virus (ZIKV) infection varies from asymptomatic to severe and can lead to severe
neurological disorders, such as microcephaly. The immune response (IR) developed during
ZIKV infection has not been fully elucidated and there are difficulties in knowing if the IR
products detected during or after infection act as a cause or consequence of the infection.
Moreover, the determining factors for the most severe forms associated with the infection are
still unclear. ZIKV infection, like other infectious diseases, is multifactorial, in which
susceptibility or resistance and clinical pattern are influenced by environmental and genetic
factors of the host, with multigenic inheritance. Genetic determinants such as single
nucleotide polymorphisms (SNPs), which are sites in the genome where variants of a
nucleotide are common in the population, can act by modulating IR and contributing to the
course of the different clinical outcomes. The present study evaluated the association of SNPs
in CD209, TNFa, CXCLS, IL-4, IL-6, CCL2, TLR3, TLR4 and MICB genes with ZIKV
infection by a case-control study. The case group was composed of children with
microcephaly associated with ZIKV infection and the control group, composed of healthy
children who were born in the same period of the ZIKV outbreak. In addition, we also
compared the parents of the children with microcephaly with control mothers who had healthy
children in the same period of the ZIKV outbreak, living in an endemic area to ZIKV
infection. Genomic DNA from patients and controls were obtained and used in the genotyping
of functional SNPs in candidate genes and the association with ZIKV infection was verified
using the Chi-square test or Fisher's Exact Test. In this study, an association was found
between the T allele in the SNP rs3775291 in the TLR3 gene with the occurrence of
microcephaly resulting from Congenital Syndrome of ZIKV (SCZ). This allele was more
frequent in the case mothers when compared to the control mothers. Moreover, we observed
association of SNP rs1799964 in the TNFa gene in the newborns with severe microcephaly,
in which the T allele was more frequent in children with severe microcephaly than in children
with mild microcephaly at birth. In conclusion, this work brings together for the first time an
association between the variant associated with a possible deleterious effect on the protein
structure of TLR3, that may impair TLR3 signaling pathways in mothers who had children
with microcephaly, suggesting that the impairment of this inflammatory pathway is an
important factor in the control of ZIKV infection in the mothers and induction of neurological
lesions in the fetus brain. In addition, the T variant of TNFa SNP, associated with low
production of this cytokine, was more frequent in children with more severe microcephaly at
birth, and it is possible that the lower TNF production reduces antiviral defense in the fetus,
and contributes to central nervous system invasion by ZIKV. These data provide support for a
better understanding of the immunological mechanisms, influenced by genetic factors, which
predispose to different outcomes during ZIKV infections.

Descriptors: Infection. Microcephaly. Genetic polymorphisms. ZIKV.
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As arboviroses tém alcangcado um lugar de destaque na salde publica mundial,
causando epidemias emergentes e reemergentes em diferentes continentes. Sdo causadas pelos
arbovirus (Arthropod Borne Virus), virus transmitidos essencialmente por artrépodes
hematdfagos durante o repasto sanguineo, sendo os culicideos do género Culex e Aedes 0s
vetores das arboviroses mais importantes para a saude humana (WEAVER; REISEN, 2010).

No Brasil, a alta incidéncia de arboviroses pelos virus dos géneros Alphavirus,
causador da Chikungunya (CHIKV), e Flavivirus, causador da Dengue (DENV) dos tipos 1,
2, 3 e 4 e das doengas agudas pelo virus Zika (ZIKV) sdo um grave problema de saude
publica. Dentre estas arboviroses, as infec¢bes pelo ZIKV, transmitidas em areas urbanas e
periurbanas pelos mosquitos do género Aedes, ganharam destaque desde abril de 2015 devido
a sua associacdo em larga escala com diversas complicacGes de ordem neuroldgica (BRASIL,
2018a, 2018b). Entre os anos de 2015-2017 foram notificados mais de 233 mil casos
provaveis da doenca aguda pelo ZIKV no pais (BRASIL, 2018a). Neste periodo, notificacdes
de manifestacbes neurolégicas em adultos, a exemplo da Sindrome de Guillain-Barré e o
crescente nimero de recém-nascidos com malformagdes congénitas graves no sistema
nervoso central (SNC) e natimortos, principalmente na regido Nordeste, foram reconhecidos
como consequéncia das infec¢fes por ZIKV, com associagfes confirmadas posteriormente em
diversos estudos (ARAGAO; LINDEN; BRAINER-LIMA; et al, 2016; CUGOLA;
FERNANDES; RUSSO; et al., 2016; PETERSEN; WILSON; TOUCH,; et al., 2016). Em
Sergipe, entre os anos de 2015-2016, foram registrados 221 casos da doencga aguda pelo ZIKV
e 270 casos notificados de microcefalia, com confirmacdo de 128 casos (SERGIPE, 2017).

Até 0 momento, o ano de 2018 registrou um namero menor de casos de infecgdes por
ZIKV em relacdo aos anos anteriores — 2.616 casos confirmados (BRASIL, 2018a) — contudo
0 risco de uma nova epidemia é eminente e alertado pela comunidade cientifica (WEAVER,
2018), visto que a dindmica epidemioldgica desta arbovirose ainda ndo estd bem
compreendida. Soma-se a este fator, a coexisténcia de outras doencas exantematicas
endémicas causadas por virus, com sintomatologia similar aos descritos na infeccdo por
ZIKV, o0 que pode levar a subnotificagdo dos casos e exposicao da populacdo aos desfechos
graves da doenga.

A resposta imunologica (RI) desenvolvida durante a infeccdo por ZIKV ndo estd
completamente elucidada e existem dificuldades na compreensao das nuances que contribuem
para o agravamento dos casos (PIERSON; DIAMOND, 2018). Por tratar-se de uma doenca de

heranca complexa ou multifatorial, na qual os determinantes ambientais, do patégeno e do
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hospedeiro exercem influéncia tanto na ocorréncia de doenga como em sua apresentacdo
clinica, espera-se também que as infec¢Bes por ZIKV sejam influenciadas por um conjunto de
fatores orquestrados pela genética do hospedeiro. Nesse sentido, estudos sobre determinantes
genéticos que influenciam a resposta imune do hospedeiro ao ZIKV e seu papel no curso da
infeccdo contribuem para o entendimento da imunopatogénese da doenca.

A existéncia de polimorfismos genéticos pode explicar a susceptibilidade ou
resisténcia a doencas de heranca complexa, incluindo as doengas infecciosas. Dentre estes, 0s
Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), que sdo sitios no genoma onde variantes de um
nucleotideo sdo comuns na populacdo (ALBERTS; JOHNSON; LEWINS et al., 2017), séo
importantes na identificacdo de genes que podem estar relacionados a predisposicdo a
doencas. Estudos nos Gltimos anos sobre estes determinantes genéticos na RI tém esclarecido
a imunopatogénese de diversas doencas infecciosas (CASANOVA; ABEL, 2002; KHOR,;
CHAU; PANG; et al, 2011; FANG; HU; SHANG; et al., 2012; MCLAREN;
CARRINGTON, 2015).

A vantagem de um estudo genético consiste na possibilidade de avaliar a influéncia de
genes antes da ocorréncia da doenca, pois ao se avaliar a Rl de um individuo com doenca, na
maioria dos casos, ndo é possivel discernir se os achados sdo causa ou consequéncia do
“status” da doenca. Ao contrério, a associacdo de SNPs funcionais, que afetam a producao de
determinadas citocinas ou outros produtos da RI, d& subsidios para entender melhor a
influéncia dos produtos da RI na ocorréncia ou apresentacdo clinica da doenca, pois 0s
polimorfismos determinam alteracdes na Rl antes da infec¢éo ocorrer.

Até o momento, ha poucos estudos avaliando o papel da genética do hospedeiro e dos
SNPs em genes da RI nas infecgdes pelo ZIKV. Porém, as lacunas existentes acerca dos
fatores determinantes para o acometimento de desordens neuroldgicas ainda impedem o
entendimento da imunopatogénese relacionada ao desenvolvimento da doenca e o avango de
medidas para controlar a infeccdo. Assim, elucida-los, através da identificacdo de SNPs que
podem alterar o fenétipo da RI, torna-se uma via importante para o aumento das alternativas
imunoprofilaticas e imunoterapéuticas para esta doenca.

Desse modo, compreendendo a importancia dos mecanismos imunogenéticos no curso
e na determinacdo das fisiopatologias das doencas causadas pelo ZIKV, e considerando a
hipotese de SNPs funcionais em genes da Rl interferirem na determinacéo dos desfechos mais
graves das infeccdes, neste estudo, investigamos a associacdo de SNPs em genes da RI com a
Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ2).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Zika Virus
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O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 de um macaco Rhesus, proveniente da
floresta Zika, Uganda, e isolado de mosquitos em 1948 (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). O primeiro caso documentado de infecgdes com sintomatologia em humanos foi
confirmado pelo isolamento do virus em 1952 (MACNAMARA, 1954).

Este arbovirus € um membro da familia Flaviviridae, pertencente ao género
Flavivirus e compartilha de uma biologia bastante similar aos demais flavivirus descritos e
circulantes nas regides do Brasil (PETERSEN, 2016; HASAN; SEVVANA; KUHN; et al.,
2018). O ZIKV possui um envelope lipidico icosaédrico de aproximadamente 500 A e seu
material genético é composto por uma fita simples-positiva de acido ribonucleico (RNA).
Este genoma € envolvido por um capsideo viral e codifica uma Unica poliproteina que é
clivada em 3 glicoproteinas estruturais (C, prM/M, E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2, NS2B, NS3, NS4B, NS5) (HASAN; SEVVANA; KUHN; et al., 2018).

Sdo descritas duas diferentes linhagens de ZIKV, a africana e a asiatica, que
possuem alta similaridade genética e cerca de 12% de diferencas entre seus genomas
(HADDOW,; SCHUH; YASUDA, et al., 2012). Filogeneticamente, a epidemia no Brasil foi
causada por uma cepa derivada da linhagem asiatica do virus (LANCIOTTI; LAMBERT;
HOLODNIY; et al., 2016).

Um estudo recente mostrou evidéncias de que diferencas no genoma das duas
linhagens, relacionadas a substituicdo de aminoacidos na proteina estrutural prM, conferiu a
cepa asiatica do ZIKV maior viruléncia e um potencial neuroinvasivo maior do que a sua
linhagem antecessora, demonstrado em infecgdo de camundongos, 0 que pode ter sido um
fator importante para os desfechos relatados nos surtos recentes de infeccdes por ZIKV
(YUAN; HUANG,; LIU; et al., 2017). O potencial neuroinvasivo da linhagem asiatica do
virus também foi demonstrado em experimento com cultura de células progenitoras neurais e
neurdnios derivados de células tronco pluripotentes humanas. Neste, a linhagem asiatica
prejudicou a proliferacdo e migracdo das células progenitoras neurais e comprometeu a
maturacdo dos neurbnios, sem causar grande inducdo de morte celular, fungdes que juntas
podem contribuir para 0s mecanismos patologicos existentes nas alteragfes e malformacdes
neuroldgicas advindos da infeccdo por ZIKV (GOODFELLOW; WILLARD; WU; et al.,
2018).

2.2 Aspectos epidemioldgicos e clinicos das infecgdes por ZIKV
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Desde o seu primeiro isolamento, em 1947, as infeccdes por ZIKV foram
documentadas de forma esporadica e sem ocorréncia de complicacdes clinicas, até o ano de
2007, quando casos de infeccdes por ZIKV foram reportados fora dos continentes asiatico e
africano, com destaque para uma epidemia na Polinésia Francesa e a circula¢do do virus por
varios paises da Oceania. Em 2013-2014, surtos ocorreram na Nova Caled6nia, Polinésia
Francesa, llhas Cook, Ilha de Pascoa, Vanuatu Samoa, Brasil (2015) e recentemente (marco
de 2016), 31 paises nas Américas relataram transmissdo autéctone deste virus (DUFFY;
CHEN; HANCOCK; et al., 2009; CAO-LORMEAU; ROCHE; TEISSIER; et al., 2014;
I00S; MALLET; LEPARC GOFFART; et al., 2014; CAO-LORMEAU; BLAKE; MONS; et
al., 2016).

Entre os anos de 2015-2017 foram notificados mais de 233 mil casos provaveis da
doenca aguda pelo ZIKV no Brasil (BRASIL, 2018a). Em Sergipe, foram registrados 221
casos da doenca aguda pelo ZIKV entre os anos de 2015-2016 (SERGIPE, 2017). No Brasil,
apesar de, até o momento, o0 ano de 2018 ter registrado um ndmero menor de casos de
infecgbes por ZIKV - 2.616 casos confirmados (BRASIL, 2018a) - em relacdo aos anos
anteriores, a dindmica epidemioldgica desta arbovirose ainda nédo esta clara e o risco de uma
nova epidemia é alto e alertado pela comunidade cientifica (WEAVER, 2018).

A transmissdo do ZIKV ocorre essencialmente através da picada de mosquitos durante
0 repasto sanguineo porém, também pode ocorrer por via sexual (MUSSO; ROCHE; ROBIN;
et al., 2015), por meio de transfusbes sanguineas, fluidos corporais e verticalmente. Estas
formas secundarias mostraram-se bastante relevantes epidemiologicamente para a transmissao
e no curso de desfechos graves advindos da infeccdo (ARAGAO, M.F.V.; LINDEN, V.;
BRAINER-LIMA, 2016).

As infeccBes por ZIKV sdo em sua maioria assintomaticas (cerca de 60 a 80%). Para
as infeccdes sintomaticas, é relatada sintomatologia leve e inespecifica que incluem erupcgéo
cutanea, febre moderada, artralgia, conjuntivite, mialgia, dor retro-orbital e dor de cabeca,
com duragédo aproximada de 3 a 7 dias (PETERSEN, 2016; PIERSON; DIAMOND, 2018;
RIBEIRO; MARQUES; JESUS; et al., 2016). Em funcdo da inespecificidade de sintomas, a
infeccdo por ZIKV pode ser confundida com outras doengas exantematicas febris,
principalmente as causadas pelos virus DENV e CHIKV (PETERSEN, 2016). Esse aspecto,
somado a indisponibilidade de testes diagndsticos especificos nas unidades hospitalares, pode
ter contribuido para a subnotificacdo dos casos e desconhecimento da real incidéncia das
doencgas causadas pelo virus Zika no Brasil (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015; PETERSEN,
2016).
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Um outro ponto importante € a coinfeccdo dos arbovirus DENV e CHIKV com a
infeccdo por ZIKV, ja documentada em areas endémicas no Brasil e outros paises das
américas (VILLAMIL-GOMEZ; RODRIGUEZ-MORALES; URIBE-GARCIA,; et al., 2016;
ZAMBRANO; WAGGONER; ALMEIDA; et al., 2016; CARRILLO-HERNANDEZ; RUIZ-
SAENZ; VILLAMIZAR; et al., 2018). Este aspecto, além de ser contributivo para a
subnotificacdo dos casos de infec¢bes por ZIKV, € visto como um possivel agravante para a
condicdo de saude do paciente, que pode vir a desenvolver quadros sintomatolégicos mais
graves como decorréncia da coinfecgdo, uma vez que o espectro de doenca apresentado
durante as coinfecc¢des ainda ndo esta completamente claro.

Contudo, a associacdo do ZIKV com meningoencefalites, Sindrome de Guillain-Barré
e outras complica¢c6es neuroldgicas em adultos (SOUZA; KEESEN; ALMEIDA,; et al., 2014;
CAO-LORMEAU; BLAKE; MONS; et al., 2016; SMITH; MACKENZIE, 2016; ACOSTA-
AMPUDIA; MONSALVE; CASTILLO-MEDINA,; et al., 2018) e com a Sindrome Congénita
do Zika, caracterizada por uma série de malformacdes congénitas de ordem neuroldgica e
estrutural, que podem acometer o feto quando a mae é infectada por ZIKV durante a gestacdo,
sd0 a maior preocupacao quanto ao acometimento de infeccbes (CUGOLA; FERNANDES;
RUSSO; et al.,, 2016; SANTOS; GOLDENBERG, 2016; LUCCHESE; KANDUC, 2016;
PLATT; SMITH; ARORA,; et al., 2018)

2.3 Aspectos imunoldgicos e genéticos associados as infec¢des por ZIKV

A RI desenvolvida durante a infecgdo por ZIKV ndo esta completamente esclarecida e
existem dificuldades na compreensao de quais fatores induzidos pela infeccdo modulam a RI
e contribuem para o agravamento dos casos clinicos (PIERSON; DIAMOND, 2018).
Contudo, estudos ja demonstram a participacdo de diversos mecanismos da RI inata e
adaptativa atuando como moduladores da infeccéo.

Eventos da RI inata que interferem no reconhecimento do ZIKV e no controle inicial a
infeccdo sdo alvo de diversos estudos em modelos animais e in vitro. Mecanismos envolvendo
os interferons (IFN) do tipo 1, como os Interferons alfa (IFNa) e beta (IFNpB), e seus
receptores IFNARL1 e IFNAR2, mostraram ser relevantes para o curso da infeccdo. Fémeas de
camundongos gravidas, knockout para o IFNARL e selvagens tratadas com anticorpos anti-
IFNAR1 apresentaram infecgéo na placenta e mortes fetais (MINER; CAO; GOVERO,; et al.,
2016). Corroborando com isso, outro estudo mostrou que a producéo de Interferon (IFN) tem

funcdo antiviral frente a infeccdo pelo ZIKV em células da placenta humana (BAYER;
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LENNEMANN; OUYANG,; et al., 2016). A inibicdo das vias do IFN constituem um dos
principais mecanismos de evasdo do ZIKV a Rl inata (GRANT; PONIA; TRIPATHI; et al.,
2016) e, alem disso, 0 ZIKV parece ter como alvo de infeccdo células que ndo possuem uma
Rl inata naturalmente eficiente, como as células progenitoras neurais (PIERSON;
DIAMOND, 2018).

Em relacdo a resposta imune adaptativa, estudos tém demonstrado as respostas
mediadas por células T frente a infeccdo por ZIKV, porém pouco se sabe sobre como ela
ocorre em humanos. Foi demonstrado que, em camundongos, a ativacao de linfécitos TCD8*
podem reduzir a carga viral e que a deplecdo dessas células ou deficiéncias genéticas destas
células levam ao aumento da carga viral frente a infeccdo por ZIKV (ELONG NGONGO;
VIZCARRA; TANG; et al., 2017).

O funcionamento das células B frente a infeccdo por ZIKV também vem sendo
elucidado. A deteccgdo de anticorpos IgM contra ZIKV ocorre, em geral, ap6s o terceiro dia de
inicio dos sintomas clinicos e apds oito dias, anticorpos do tipo IgG ja podem ser detectados
no soro (ROGERS; GOODWIN; BRINEY; et al., 2017). Estudos mostram que uma
imunidade prévia a outros flavivirus, como o DENV, é associada & reagdo cruzada de
anticorpos, devido a similaridade genética molecular dos virus. Esse aspecto pode afetar
negativamente a produgdo de anticorpos especificos para ZIKV, quando comparado com a
resposta de individuos nunca infectados com outros flavivirus (ROGERS et al., 2017
STETTLER, et al., 2016). Outros estudos também apontam para uma eficiente memoria
imunoldgica desenvolvida p6s infeccdo pelo ZIKV. Assim, a prevaléncia de individuos
sorologicamente positivos para ZIKV estd sendo relacionada ao decréscimo no nimero de
casos da doenca apds o surto inicial em 2015 (NETTO; MOREIRA-SOTO; PEDROSO; et al.,
2017).

Alguns biomarcadores da RI ja foram descritos como caracteristicos da infeccdo por
ZIKV a partir de analises de soro de pacientes acometidos pelo virus. Entre eles, interleucina-
22 (IL-22), proteina 10 induzida por interferon gama (IP-10), proteina 1 quimiotatica de
monaocitos (MCP1) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa) mostraram-se aumentados em
mulheres gravidas que foram infectadas por ZIKV e carregavam criangas com malformacoes
congénitas, quando comparadas com as (ue carregavam criancas normais, as quais
apresentaram aumento de fator de crescimento nervoso do tipo beta (BNGF) e fator de célula
tronco (SCF). Diferencas na expressdo de interleucina-18 (IL-18), IP-10 e fator de
crescimento do hepatdcito (HGF) também foram encontradas entre criancas que nasceram

com ou sem anormalidades congénitas associadas a infecgédo por ZIKV (KAM; LEITE; LUM,;
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et al.,, 2017). O membro 1A da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral
(TNFRSF1A) e a quimiocina 22 do motivo CC (CCL22) também foram associados com
infeccdo por ZIKV induzindo anomalias fetais (FOO; CHEN; CHAN; et al., 2018).
Entretanto, ndo é possivel determinar se esses achados decorrem de uma baixa producéo
natural destes marcadores, o que seria um preditivo de susceptibilidade, ou ocorrem como
consequéncia da infeccdo. Nesse sentido, estudos que avaliem o background genético do
hospedeiro sdo imprescindiveis para elucidar como a modulacdo da Rl nos momentos iniciais

da infeccdo afeta 0 comportamento clinico das doencas associadas ao ZIKV.

2.4 Papel dos SNPs na resposta imune

Pouco se conhece a respeito dos fatores do hospedeiro que regulam a susceptibilidade
a infeccdo por ZIKV. Contudo, por se tratar de uma doenca de heranga multifatorial, espera-se
que as infecgbes por ZIKV e o desenvolvimento das formas mais graves da doenca sejam
influenciados pelas caracteristicas genéticas do hospedeiro.

Corroborando neste sentido, Caires-Junior, Goulart, Melo, et al. (2018) demonstraram,
através da analise do exoma completo, que gémeos dizig6ticos, discordantes para a
microcefalia (em que uma crianga nasceu com microcefalia e a outra nasceu sem
malformacdes congénitas), expostos a infeccdo por ZIKV durante a gestacdo, ndo possuiam
variagcbes geneticas de heranga monogénica que explicassem a microcefalia nos gémeos
acometidos. Apesar disso, as células progenitoras neurais dos gémeos acometidos
demonstraram diferencas na expressao génica e maior suscetibilidade a infeccdo por ZIKV in
vitro, quando comparadas com células dos gémeos ndo acometidos. Assim, possiveis
variacdes génicas funcionais nos gémeos com microcefalia parecem ser importantes e podem
explicar a patogénese causada pelo ZIKV, levando a diferentes respostas frente a infeccéo.

Dentre os fatores genéticos, os SNPs sdo variagdes intraespécies caracterizadas por
uma mutacdo simples na sequéncia genémica de determinada populacdo. Estes sitios no
genoma, onde variantes de um nucleotideo sdo comuns na populagédo, representam a maior
fonte de variabilidade genética entre os individuos e esta relacionado a diferencas fenotipicas
relevantes para a area da salde, uma vez que podem determinar variagdes funcionais, como
diferencas na producéo de proteinas (ALBERTS, JOHNSON, LEWINS, 2017).

2.4.1 SNPs e susceptibilidade a infec¢des



30

Os componentes da resposta imune inata e adaptativa podem estar sob influéncia de
SNPs e a existéncia destes explica a susceptibilidade ou resisténcia a diversas doencas
infecciosas. Nas doencas virais, a exemplo da dengue, SNPs nos genes dos receptores Toll
like (TLR) foram associados a desfechos mais graves da doenca (ALAGARASU; BACHAL;
MEMANE; et al., 2015), assim como SNPs nos genes da proteina B relacionada a cadeia 1 do
complexo principal de histocompatibilidade (MICB) e no membro A da familia do dominio
da lectina do tipo C 5 (CLEC5A) (KHOR; CHAU; PANG; et al., 2011; XAVIER-
CARVALHO; CEZAR; FREIRE; et al., 2017).

Estudo recente, realizado a partir do sequenciamento do exoma de maes de criancas
com SCZ que foram infectadas por ZIKV durante a gestacdo, encontrou associacdo de
variacdes do tipo SNP nas maes que tiveram criancas com a SCZ, quando comparadas com
mées que foram positivas para ZIKV durante a gestacdo, mas que tiveram criancas saudaveis.
Os genes mais altamente correlacionados com SCZ foram os que codificam a adenilato
ciclase, enzima importante para a transducao de sinal em células eucariotas, regulando a RI
inata e adaptativa, o que pode interferir diretamente no curso da infeccao pelo ZIKV (ROSSI;
FAUCZ; MELO; et al., 2018).

Porém, SNPs localizados em outras regides génicas como introns ou em regides
intergénicas, também podem ser funcionais e afetar o curso da producdo de outras proteinas
da resposta imune, principalmente alterando a quantidade do produto génico transcrito. Sendo
assim, a identificagdo de SNPs funcionais em outras regides génicas que podem estar
associados aos desfechos decorrentes de infeccdes por ZIKV, podem ajudar a elucidar a
patogénese da doenca e assim contribuir para a geracdo de tratamentos baseados em
imunoterapias e medidas profilaticas efetivas. Neste interim, diversos estudos tém
demonstrado a participacdo de SNPs em diversas doencas infecciosas, incluindo infec¢Bes por

outros arbovirus, principalmente SNPs em genes importantes para a resposta imune a virus.

2.4.1.1 SNP CCL2(rs1024611)

O gene CCL2 (C-C motif chemokine ligand 2) esta localizado na banda 12 do braco
longo do cromossomo 17 (17g12) e codifica a proteina de mesmo nome, também conhecida
como MCP1. Esta proteina tem fungdo quimiotatica e atua no recrutamento de leucocitos em
geral, sendo a mais importante para o recrutamento de mondcitos para o sitio de infeccao
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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O SNP rs1024611 e uma variagdo na posicdo -2518 A>G, reconhecida como regido
promotora do gene. Esta variante modula a expressdo desta quimiocina, sendo 0s
heterozigotos e homozigotos para o alelo G nesse SNP 0s que apresentam mais altos niveis de
producdo desta proteina (ROVIN; LU; SAXENA, 1999). O gendtipo GG para este SNP foi
associado com o risco de trombocitopenia em infecgbes por DENV em pacientes na india.
(ALAGARASU; BACHAL; DAMLE; et al., 2015).

2.4.1.2 SNP CXCLS (rs2227306)

O gene CXCL8 (C-X-C motif chemokine ligand 8) esta localizado na banda 13 do
braco longo do cromossomo 4 (4913) e codifica a proteina de mesmo nome, também
conhecida como Interleucina 8 (IL8). Esta proteina atua como quimiocina, importante para o
recrutamento de neutréfilos para os sitios de infeccdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2015). O aumento nos niveis de IL8 estdo relacionados a diversas infeccBes, como as
causadas pelo DENV, na qual niveis elevados desta quimiocina estdo associados aos eventos
iniciais da forma mais grave da doenca (HUANG; LEI; LIU; et al., 2000).

O SNP rs2227306 é caracterizado pela variacdo C>T intragénica na posicdo +781 e
mostrou-se funcional e relacionado a alteracfes nos niveis de expressdo génica e quantidade
de IL8 (BENAKANAKERE; FINOTI; TANAKA,; et al., 2016).

2.4.1.3 SNP TLR3 (rs3775291)

O gene receptor do tipo Toll 3 (TLR3) esta localizado na banda 35 do braco longo do
cromossomo 4 (4g35) e codifica a glicoproteina integral de membrana de mesmo nome que
atua como receptor de reconhecimento padrdo (PRR), expresso principalmente em
membranas intracelulares e reconhecem RNA de fita dupla (dSRNA). Este reconhecimento
desencadeia vias de sinalizacdo que induzem multiplos eventos importantes da RI inata contra
infec¢es virais (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O SNP rs3775291 leva a uma variagdo missense funcional caracterizada pela variacao
€.1234 C>T que resulta na mudanca do residuo de aminoéacido leucina para fenilalanina na
posicdo 412 (L412F). Este SNP tem sido associado a algumas doengas virais como as
causadas pelo virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (SIRONI; BIASIN;
CAGLIANI; et al., 2012), citomegalovirus humano (HCMV) (STUDZINSKA;
JABLONSKA; WISNIEWSKA-LIGIER; et al., 2017), DENV (ALAGARASU; BACHAL,;
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MEMANE; et al., 2015) e virus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV)
(KINDBERG; VENE; MICKIENE; et al., 2011).

Quanto a funcionalidade deste polimorfismo, existem resultados contraditorios no que
se refere ao efeito de rs3775291 na expressdo de TLR3. Estudo em HIV-1 demonstra que o
alelo T (TLR3 contendo fenilalanina) esta associado a maior producdo de citocinas
inflamatorias em individuos expostos a infeccdo pelo HIV-1 e que persistem com sorologia
negativa ((SIRONI; BIASIN; CAGLIANI; et al., 2012). Nessa hipotese, esse polimorfismo
seria responsavel pelo aumento da inflamacdo. No entanto, os estudos funcionais in vitro
demonstram que o alelo T leva a producéo de TLR3 com fun¢do diminuida. Ensaios baseados
em luciferase dupla mostraram que o TLR3 contendo a fenilalanina reduz a ativacdo de NF«kB
em 50% em comparacdo com o TLR3 contendo leucina (ZHOU; FAN; YU; et al., 2011).

2.4.1.4 SNP TLR4 (rs10759930)

O gene receptor do tipo Toll 4 (TLR4) esta localizado na banda 33 do braco longo do
cromossomo 9 (9933) e codifica a glicoproteina integral de membrana de mesmo nome, que
exerce funcdo de PRR na superficie celular, reconhecendo padrées moleculares associados ao
patdgeno (PAMPs) microbianos, desencadeando vias de sinalizacdo que culminam na
ativacdo da resposta inflamatéria (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O SNP rs10759930 é caracterizado pela variagdo C>T na regido promotora e foi
associado com malformacdes do corpo cavernoso cerebral (TANG; CHOI; KOTZIN; et al.,
2017).

2.4.1.5 SNP TNFa (rs1799964)

O gene TNFa esta localizado na banda 21 do braco curto do cromossomo 6 (6p21) e
codifica uma proteina de mesmo nome, também chamada de linfotoxina-a. A proteina TNF-a
atua como citocina pro-inflamatéria, mediando a resposta inflamatdria aguda a
microrganismos infecciosos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O SNP rs1799964 é caracterizado pela variagdo -1031 T>C e o alelo C tem sido
associado com o aumento da expressdo desta citocina (KAMIZONO; YAMADA; KIMURA,
et al., 1998) e o genotipo TC para este SNP esta associado ao aumento do risco de infeccdes
congénitas por HCMV (KASZTELEWICZ; CZECH-KOWALSKA; LIPKA,; et al., 2017).
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2.4.1.6 SNP IL6 (rs1800795)

O gene interleucina 6 (IL6) esté localizado na banda 15 do brago curto do cromossomo
7 (7p15) e codifica uma proteina de mesmo nome que atua como citocina pro-inflamatoria
importante para as funcbes efetoras da Rl inata. A IL-6 é indutora de outros mediadores
inflamatorios e atua na diferenciacdo de células T (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O SNP rs1800795 é caracterizado pela variagdo -174 G>C onde o alelo G é associado
a altos niveis de transcricdo, demonstrado em estudos in vitro em células Hela, utilizando
plasmideos comparando o alelo G com o C (FISHMAN; FAULDS; JEFFEY:; et al., 1998).
Além disso, esse alelo foi associado a altos niveis de citocina no plasma e ao risco de
desenvolvimento de sarcoma de Kaposi em paciente infectados com HIV-1 (HUANG; LEI;
LIU; et al., 2000) e a persisténcia de sintomas em pacientes com dengue (DETTOGNI;
TRISTAO-SA; DOS SANTOS; et al., 2015).

2.4.1.7 SNP L4 (rs2243250)

O gene interleucina 4 (IL4) esta localizado na banda 31 do braco longo do
cromossomo 5 (5g31) e codifica uma proteina de mesmo nome que possui fungbes com
caracteristicas anti-inflamatorias, atuando principalmente na ativacdo da via alternativa de
macrdéfagos, diferenciacdo de células T e troca de isotipo para IgE nas células B (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).

O SNP rs2243250 é caracterizado pela variacdo -590 C>T que tem sido associada a
progressao clinica de pacientes infectados com virus da hepatite B e C (GAO; XIE; WANG;
et al.,, 2017), a pacientes ndo responsivos ao tratamento antirretroviral contra HIV-1
(BRANDAO; CROVELLA, 2018), e a ndo persisténcia de sintomas em pacientes infectados
por DENV (DETTOGNI; TRISTAO-SA; DOS SANTOS; et al., 2015).

2.4.1.8 SNP MICB (rs3132468)

O gene MICB esta localizado na banda 21 do brago curto do cromossomo 6 (6p21) e
codifica proteina de mesmo nome que atua como receptor de ativacdo celular. MICB é um
ligante induzido por estresse do receptor de ativagdo NKGD2, expresso em células Natural
Killer (NK), linfécitos TCD8* e linfécitos T yd e desempenha importante fungdo no controle
de infecgdes virais atraves da agdo das células NK (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015).
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O SNP rs3132468 é caracterizado pela variagcdo T>C e foi identificado como um lécus
de susceptibilidade a dengue grave em estudo de associacdao genome-wide (KHOR; CHAU;
PANG:; et al., 2011), e associado & dengue sintomatica (GARCIA; DEL PUERTO; PEREZ; et
al., 2011).

2.4.1.9 SNP CD209 (rs2287886/ rs4804803)

O gene CD2009 esta localizado na banda 13 do braco curto do cromossomo 19 (19p13)
e codifica a proteina de mesmo nome, também conhecida como DC-SIGN (dendritic cell-
specific ICAM-grabbing non-integrin). O DC-SIGN é um receptor da familia das lectinas do
tipo C e atua reconhecendo PAMPs derivados de carboidratos, importante para a promogéo da
RI através da modulagdo funcional de células dendriticas e ativagdo dos linfocitos T CD4*
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Este receptor também é utilizado por muitos virus
como HCMV e o HIV como via de entrada na célula (BACKOVIC; REY, 2012).

O SNP rs2287886 é caracterizado pela variacdo na posi¢do -139 A>G, localizado na
regido promotora e 0 genotipo GG para este SNP tem sido associado com o desfecho mais
grave em pacientes infectados pelo DENV (ALAGARASU; DAMLE; BACHAL,; et al., 2013)
e com a modulacdo da RI humoral apds vacinacdo contra o virus da rubéola
(HARALAMBIEVA; LAMBERT; OVSYANNIKOVA,; et al., 2014) e o alelo G, com
reatividade de HCMV e presenca de doenca (MEZGER; STEFFENS; SEMMLER,; et al.,
2007). O alelo A foi associado ao risco de desenvolvimento das formas mais graves de
doencas causadas pelo TBEV (BARKHASH; PERELYGIN; BABENKO; et al., 2012).

O SNP rs4804803 também esta localizado na regido promotora do gene e ¢é
caracterizado pela variagdo -336 A>G. O alelo G deste SNP foi associado a severidade de
infeccdes virais por DENV (CHUANSUMRIT; SAKUNTABHAI; TURBPAIBOON; et al.,
2005).

3 OBJETIVO

3.1 Geral
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Avaliar a associacdo entre SNPs em genes candidatos com a Sindrome Congénita do

ZIKV e outras informagdes fenotipicas do desfecho clinico da doenca.

2.2 Especificos

1. Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de SNPs nos genes CD209, TNFa, CXCLS,
IL-4, IL-6, CCL-2, TLR3, TLR4 e MICB, em grupos de pais e criangcas com microcefalia e

pais e criangas controles;

o Hipdtese: Polimorfismos genéticos em genes candidatos, importantes para a resposta

imune a virus, estdo associados a infec¢éo por ZIKV.

2. Analisar diferencas genéticas entre individuos infectados pelo ZIKV e entre criancas com

microcefalia, com quadros clinicos de diferentes gravidades;

o Hipdtese: Polimorfismos genéticos em genes candidatos, importantes para a resposta

imune a virus estdo associados a quadros clinicos mais graves.
3. Avaliar aspectos epidemiologicos associados a infeccdo por ZIKV ou a apresentacédo

clinica de sintomas, comparando grupos de pais e criangas com microcefalia com pais e

criangas controles.

4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo e desenho experimental
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Este estudo é do tipo caso-controle retrospectivo. As metodologias utilizadas para a
elucidacdo dos objetivos estdo agrupadas de acordo com o desenho experimental exposto

abaixo.

Casos de ZIKV Controles

Avaliagdo dos aspectos
epidemioldgicos entre
casos e controles

Coleta de sangue periférico e

Obtengdo de soro e plasma informagdes fenotipicas

Diagnéstico de infeccédo por

Lise de eritrocitos
ZIKV (qPCR e ELISA)

Extracdo de DNA genémico

Genotipagem dos SNPs nos genes
CD209, TNFa, CXCLS, IL-4, IL-6,
CCL-2, TLR3, TLR4 e MICB (gPCR)

Comparacao das frequéncias alélicas e SNPs entre casos
e controles por Qui-quadrado e Exato de Fisher
(Associacdo com a infeccdo por ZIKV per se)

Comparacdo entre as frequéncias alélicas
dos SNPs e caracteristicas fenotipicas da
gravidade da doenga no grupo caso

4.2 Aspectos éticos
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Este estudo envolveu pesquisa com seres humanos e cumpriu as recomendagoes das
resolucbes 196/96 e 466/12 da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Faz parte de um
Projeto mais amplo, aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal de
Sergipe, intitulado “Estudo epidemioldgico, clinico e imunolégico nas infecgbes pelos virus
Zika, Chikungunya e Dengue na patogénese de anomalias fetais e em doencas de individuos
adultos” (CAAE 54835916.2.0000.5546).

4.3 Local de realizacéo do estudo

Este estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Imunologia e Biologia Molecular
(LIBM) da Universidade Federal de Sergipe, localizado no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Sergipe (HU-UFS). Parte das amostras bioldgicas foi colhida nos
servigos de atendimento do HU-UFS, outra parte foi colhida em coletas de campo nos

municipios de Aracaju, Nossa Senhora do Socorro, Itabaiana e Campo do Brito.

4.4 Populacao estudada

Foram recrutados pacientes que se apresentaram por demanda espontanea e
consecutiva nos ambulatérios de infectologia, pediatria, clinica médica ou de outros servi¢cos
do HU-UFS, com quadros clinicos sugestivos de arboviroses ou que tiveram associagdo
prévia com a infec¢do por ZIKV. Também foram recrutados pacientes por meio de busca
ativa em coletas de campo nos municipios de Aracaju, Nossa Senhora do Socorro, Itabaiana e
Campo do Brito. Casos clinicos suspeitos de arboviroses incluiram pacientes que apresentam
febre, dores musculares, dores articulares, cefaleia, nduseas e exantema maculopapular. Casos
clinicos com associagdo prévia com a infeccdo por ZIKV incluiram trios de pais e criangas
com microcefalia, nascidas durante a epidemia de ZIKV (de julho de 2015 a marg¢o de 2017).
O HU-UFS é unidade de referéncia para o atendimento, tratamento e reabilitagdo dos casos de

microcefalia de todos os municipios do estado de Sergipe.
Foram recrutados:

o Grupo caso:
v Maes de criangas com microcefalia associada a infec¢do por ZIKV (M-MICRO);
v' Pais de criangas com microcefalia associada a infeccdo por ZIKV (P-MICRO);

v’ Criancas com microcefalia associada a infeccdo por ZIKV (C-MICRO).
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o Grupo controle:
v" Maes de criancas de area endémica as infeccGes por ZIKV, que tiveram filhos sem
microcefalia, nascidos no mesmo periodo do surto de ZIKV (M-ZIKVexp);
v Criancas saudaveis de area endémica a infecgdo por ZIKV, que nasceram no mesmo
periodo do surto de ZIKV (C-CT).

Para analise, as criancas do grupo caso foram subdivididas a partir do valor do perimetro
cefélico (PC) ao nascimento, utilizando-se a classificacdo para microcefalia adotada pela
Organizacdo Mundial da Saude, em:
e criangas com microcefalia (CM): mais do que dois desvios-padrdo abaixo da média,
para a idade gestacional e sexo;
e Criancas com microcefalia grave (CMG): mais do que trés desvios-padrdo abaixo da
média, para a idade gestacional e sexo.
Na sessdo de resultados do presente estudo, utilizaremos as siglas descritas acima para

discriminar os respectivos grupos.

4.4.1 Critérios de inclusdo e exclusdo

Todos os individuos maiores de 18 anos e 0s pais ou responsaveis dos menores de 18
anos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE A),
apos receber informacdes verbais dos pesquisadores sobre os procedimentos da pesquisa. A
autonomia dos participantes foi garantida por meio da administracdo cuidadosa do TCLE
informando que a participacdo dos mesmos era voluntéria. Apds aceitacdo do paciente em
participar do estudo, a infeccdo por ZIKV foi confirmada através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) ou por Ensaio de Imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA) descritas no item 4.9.1 e 4.9.2 respectivamente.

Os pacientes que se recusaram a participar da pesquisa, pacientes que receberam
tratamentos imunossupressores e pacientes com comorbidades (incluindo infecgéo por HIV e
malignidade) foram excluidos do estudo. Para o Grupo caso, os pacientes que foram
diagnosticados como ZIKV negativo também foram excluidos deste estudo. Estes
continuaram a ser beneficiados com o tratamento e acompanhamento devidos nos

ambulatdrios do HU-UFS. Diagnosticos clinicos e os testes soroldgicos foram realizados pela
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equipe médica do HU-UFS para confirmar os danos neuroldgicos das criangas que foram
incluidas no grupo caso. Outras infeccdes que poderiam induzir lesdo neuroldgica foram

descartados por meio de investigacdo clinica e testes sorologicos.

4.5 Coleta de informac6es clinico-epidemioldgicas

Informagdes clinico-epidemiologicas foram coletadas por meio de entrevista

semiestruturada a partir de questionario (APENDICE B) aplicado por nés, pesquisadores.

4.6 Obtencao de soro e plasma

Por meio de puncdo venosa, foram coletados 4 mL de sangue total em tubos sem
anticoagulante e 4 mL em tubos contendo anticoagulante EDTA K2. Os tubos foram
centrifugados a 1600 g por 10 min a temperatura ambiente, para a separacdo do soro e plasma,

respectivamente.

4.7 Obtencao de gDNA

Amostra de 8,5 mL de sangue total foram coletadas em tubos contendo Acido Citrico,
Citrato de Sodio e Dextrose. Em seguida, os eritrocitos foram lisados utilizando um tampé&o
de lise a base de sacarose. A partir deste lisado e utilizando amostras de 200 puL de sangue
total coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA K2, foi extraido o gDNA usando o
PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogem™), segundo as instru¢Ges do fabricante. De
forma breve, foram adicionadas 20 pL de RNase A e 20 puL de proteinase K as amostras de
sangue total ou as amostras lisadas, e estas foram incubadas a temperatura ambiente por 1
minuto. Em seguida, foi adicionado a cada amostra 200 puL do tampdo de lise, e estas foram
incubadas por 10 min & 55 °C. A reagdo foi interrompida adicionando 200 pL de alcool etilico
absoluto e 640 pL da amostra foi entdo centrifugado a 10.000 g por 1 min, a temperatura
ambiente, em coluna de centrifugacdo baseada em silica do kit. Em seguida, as amostras de
gDNA retidas na coluna foram lavadas por adi¢cdo do tampéo de lavagem 1 e centrifugadas a
10.000 g por 1 min a temperatura ambiente e com o tampao de lavagem 2 e centrifugadas a
velocidade maxima por 3 min a temperatura ambiente. Apos as lavagens, as amostras de

gDNA retidas na coluna foram eluidas por adicdo o 80 pL do tampéo de eluicdo do kit e
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centrifugacdo a temperatura ambiente por 1 min & 16.000 g. Ao fim do processo de extragéo,

se obteve gDNA purificado.

4.7.1 Quantificacédo do gDNA

ApoOs a extracdo realizada conforme o item 4.7, 2 uL do gDNA foi quantificado no
espectrofotdbmetro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific, Wilmington, EUA,) utilizando
absorbancia de 260 nm. Alem da quantificacdo do material genético, fornecida em ng/uL, foi
também verificada a pureza do gDNA através da razdo da medida de absorcdo dos indices
260/280nm. Razbes de aproximadamente 1,8 foram consideradas como indicativo de um
gDNA com um bom grau de pureza. Ap6s a quantificacdo, as amostras de gDNA foram
coletadas com auxilio de pipetador automatico e foram estocadas a - 80 °C até analise. A

quantidade e a pureza do DNA foram utilizadas como parametros para a realizacdo da gPCR.

4.8 Genotipagem dos SNPs por gPCR

As amostras de gDNA, obtidas seguindo a metodologia explicitada no item 4.7 foram
diluidas em agua livre de nucleases, para a concentracao final de 50 ng /uL. Em seguida, as
amostras foram submetidas ao protocolo de Reacdo em Cadeira da Polimerase em Tempo
Real para genotipagem, seguindo as instru¢des dos fabricantes. De maneira breve, 2,5 pL das
amostras diluidas de gDNA foram distribuidas em placa de 96 pogos, juntamente com 1 pL de
agua livre de nucleases, 5,5 uL de TagMan® Genotyping Master Mix e 0,5 pL de sonda de
discriminacdo alélica TagMan® SNP Genotyping especificas para cada gene avaliado
(Quadro 1). As leituras das fluorescéncias decorrentes das amplificagdes por gPCR foram
realizadas pelo equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems). Ao final das
leituras, foi possivel visualizar a clusterizacdo dos genotipos existentes entre as amostras para

um mesmo SNP.
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Quadro 01. Identificacdo e caracterizacdo dos SNPs genotipados em grupos de pacientes e controles. Gene,
identificacdo do SNP, localizagdo cromossdmica e regido génica, tipo da troca de base e ensaio das sondas
TagMan® utilizados neste estudo.

Gene SNP Cromossomo / Localizagédo Tipo do SNP Alelo Assay

CCL2 rs1024611 Chr 17/ Intergénica Substituicdo de transicdo A>G | C__ 2590362_10
CXCL8 | rs2227306 Chr 4/ Intragénica Substituicdo de transicdo C>T | C_ 11748169 10
TLR3 rs3775291 Chr 4/ Intragénica Substituicdo de transicédo C>T | C__ 1731425 10
TLR4 | rs10759930 Chr 9/ Intergénica Substituicdo de transi¢do C>T | C__ 2704045_20
TNFa | rs1799964 Chr 6/ Intragénica Substituicdo de transicdo T>C | C__ 7514871_10
IL6 rs1800795 Chr 7/ Intragénica Substituicdo de transversdo | G>C | C__ 1839697 20
IL4 rs2243250 Chr 5/ Intragénica Substituicdo de transi¢do C>T | C_16176216_10
MICB | rs3132468 Chr 6/ Intragénica Substituicdo de transicdo T>C | C__ 9165209 10
rs2287886 Chr 19/ Intergénica Substituicdo de transicdo A>G | C_ 11515683 1

CD209 rs4804803 Chr 19/ Intragénica Substituicdo de transicdo A>G | C__ 1999340 10

Fonte:< https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=>; <https://www.thermofisher.com/br/en/home.html>

4.9 Diagnostico da infecgdo por ZIKV

O diagndstico das amostras obtidas conforme o item 4.6 foi realizado através de qPCR

e ensaio sorologico — ELISA.

4.9.1 Diagnostico por gPCR

Para a deteccdo viral por gPCR, o RNA viral foi extraido de 140 pL de amostras de
soro ou plasma usando o QlAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN; Hilden, Germany) de
acordo com as instrugdes do fabricante. O qPCR foi realizado usando o Kit SuperScriptR™
[T PlatinumR™ One-Step qRT-PCR System (Invitrogen™) seguindo as instrugfes do
fabricante. A amplificacdo e leitura foi realizada usando o aparelho ABI 7500 (Applied
Biosystems; Foster City, CA, USA). Foram consideradas positivas para ZIKV as amostras
com CT < 38 (BRASIL, 2016).

4.9.2 Diagnostico por sorologia - ELISA

Para a deteccdo de anticorpos especificos contra ZIKV foi utilizado os Kits ELISA
Anti-Zika Virus IgM (Novagnost®) e ELISA Anti-Zika Virus IgG (Euroimmun,
Medizinische Labordiagnostika AG®) seguindo as instrugdes do fabricante. De maneira geral,

as amostras de pacientes foram diluidas na proporcdo de 1:101 em tampdo de amostra
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disponivel no kit e incubadas a 37 °C durante 1 hora. Em seguida, os pocos da placa foram
lavados 3 vezes com tampdo de lavagem disponivel no kit. Apos o ciclo de lavagem, a IgG
anti-humana secundaria conjugada com a peroxidase foi adicionada aos poc¢os e incubada a 37
°C por 30 minutos. Um novo ciclo de lavagem foi realizado e ap6s, foi adicionado solucao de
cromogeénio/substrato em cada poco da placa e incubado por 15 minutos a temperatura
ambiente. A reacdo foi interrompida adicionando 100 pL de solucdo de parada. A leitura da
densidade optica foi medida em 450 nm e 630 nm usando o espectofotdbmetro Epoch
(BioTek®). Os resultados foram avaliados semiquantitativamente. As amostras foram
categorizadas como negativas (razdo < 0,8), borderline (razdo > 0,8 a < 1,1) ou positiva (razdo
>1,1).

4.10 Analise estatistica

O teste de desvio do equilibrio Hardy-Weinberg (EHW) foi realizado nos controles,
utilizando o software GENEPOP v.4.2. (Fonte: http://genepop.curtin.edu.au/). As comparac¢des
das frequéncias alélicas e genotipicas entre os casos e controles foram realizadas através do
software GraphPad Prism 7 (Graphpad software, San Diego, CA, USA). Por se tratar de um
estudo de caso controle, foi aplicado o calculo do Odds Ratio (OR), utilizando o teste de Qui-
quadrado (X?) ou o Teste Exato de Fisher. Os resultados foram avaliados considerando um
intervalo de confianca (IC) de 95%, sendo os valores considerados estatisticamente
significantes quando p < 0,05.

Para verificar as associacGes por meio dos testes estatisticos, foram feitas diferentes
combinagbes de acordo com diferentes arranjos, considerando as varidveis dependentes e
independentes para cada parametro analisado, deste modo, as diferentes varidveis foram
analisadas. De forma geral, foram utilizadas como varidveis independentes: a distribuicdo
genotipica e alélica para o gene avaliado, e caracteristicas clinico-epidemioldgicas; como
variaveis dependentes: presenca ou auséncia de microcefalia associada a infeccao por ZIKV, e

a gravidade da microcefalia.
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5 RESULTADOS

5.1 Pacientes e caracteristicas clinico-epidemiologicas

As caracteristicas dos pacientes incluidos neste estudo sdo mostradas na Tabela 01.
Seguindo os critérios estabelecidos no item 4.4, foram incluidos um total de 171 individuos
no grupo caso, sendo 70 M-MICRO, 30 P-MICRO e 71 C-MICRO e 88 individuos no grupo
controle, sendo 44 M-ZIKVexp e 44 C-CT. A variacdo de idade entre as mées caso e as mées
controle foi de 15 — 42 anos. Entre os pais do grupo caso, a idade variou de 18 — 53 anos.
Quanto a presenca de sintomatologia, a maioria das maes que compuseram 0 grupo caso
foram sintomaticas (74.3 %), apresentando exantema (80.7 %) e febre (61.5 %) como

sintomas mais frequentes.
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Tabela 01. Caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos individuos incluidos neste estudo.
N/A = Néo aplicavel; PC = Perimetro cefalico. * Para o parametro ‘Classificacdo do PC ao nascimento’,
somente foram inclusas as criangas do grupo caso das quais foi possivel obter este dado (n = 59).

Grupo caso Grupo controle

Caracteristicas Maes Pais Maes
Total (n=70) (n=30) (n=44)
Idade (anos)
Variacao 15-40 18 - 53 16 - 42
Média 27+£7,0 3177 25+7,.2
Presenca de sintomas
Assintomatico (%) 18 (25.7) 16 (53.3) 32 (72.7)
Sintomaético (%) 52 (74.3) 14 (46.6) 12 (27.3)
Sintomatologia (% total sintomaticos)
Febre 32 (61.5) 10 (62.5) 9 (75)
Artralgia 31 (59.6) 9 (56.2) 8 (66.7)
Exantema 42 (80.7) 4 (25) 6 (50)
Conjuntivite 4 (7.7) 2 (12.5) 0
Mialgia 26 (50) 12 (75) 6 (50)
Dor retro-orbitaria 18 (34.6) 7 (43.7) 3 (25)
Linfadenopatia 6 (11.5) 4 (25) 2 (16.7)
Prurido 4 (7.7) 1(6.2) 0
Uso de medicamentos ou suplemento durante a gestacdo (% total)
Sim 38 (54.3) N/A 32 (72.7)
Néo 32 (45.7) N/A 12 (27.3)
19G ZIKV (%)
Reagente 66 (94.3) 21 (70%) 15 (34.1)
Né&o reagente 0 7 (23.3) 25 (56.8)
Borderline 3(4.3) 2 (6.6) 4(9.1)
Criancas

Grupo caso Grupo controle

Total (n=71) (n=44)
Género (%)
Feminino 40 (56.3) 15 (34)
Masculino 31 (43.6) 29 (66)

Periodo de nascimento (variagdo més e ano)
Classificacdo do PC ao nascimento (n =59) *

Adequado para a idade
Microcefalia
Microcefalia grave

Jul 2015 - Mar 2017

0
17 (28.3)
42 (70)

Abr 2015 - Jul 2017

44 (100)
N/A
N/A
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Entre as maes que foram reagentes no teste soroldgico para 1gG de ZIKV (n = 85
somados grupo caso e controle) foi encontrada uma associacao entre a ocorréncia de sintomas
durante a gestacdo e o acometimento de microcefalia nas criangas (OR = 4.33; 95% IC = 1.28
—14.89; p = 0,014) (Tabela 02). Analisando o uso de medicamentos ou suplementos durante a
gestacdo nesse mesmo grupo de mées positivas para IgG de ZIKV, encontramos uma
associacdo entre o uso de medicamentos ou suplementos e a protecdo contra o nascimento de
criancas com microcefalia (OR = 0,08; 95% IC = 0.010 — 0.68; p = 0,0069) Tabela 02.

Tabela 02 Associacdo entre a ocorréncia de sintomas e 0 uso de medicamento ou suplemento com a
microcefalia. M-MICRO, maes de criangca com microcefalia; M-ZIKVexp+, mdes de criangas saudaveis
reagentes para I1gG de ZIKV.

Grupo caso Grupo controle

M-MICRO M-ZIKVexp+
Total (n=70) (n=15) OR IC 95% p
Presenca de sintomas (%)
Assintomatico 18 (25.7) 9 (60) 433 128-1489 00147
Sintomatico 52 (74.3) 6 (40)

Uso de medicamentos ou suplemento durante a gestacao (%)
Sim 38 (54.3) 14 (93.33)

Nio 32 (45.7) 1 (6.66)

0.084 0.01-0.68  0.0069
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5.2 Distribuicé@o e comparacdo alélica e genotipica

As frequéncias aléelicas e genotipicas , obtidas conforme descrito no item 4.8, de todos
0s grupos analisados neste estudo para os SNPs rs1024611 (CCL2), rs2227306 (CXCLS),
rs3775291 (TLR3), rs10759930 (TLR4), rs1799964 (TNFa), rs1800795 (IL6), rs2243250
(1L4), rs3132468 (MICB), rs2287886 e rs4804803 (CD209) estéo listadas na Tabela 03.

Tabela 03. Frequéncia e distribuicdo por grupo dos SNPs avaliados. M-MICRO, mées de crianca com
microcefalia; C- MICRO, criancas com microcefalia; P-MICRO, pais de criancas com microcefalia; M-
ZIKV exp, maes de criancas saudaveis; C-CT, criangas saudaveis.

Frequéncias genotipicas e alélicas n (%)

Grupo caso Grupo controle
Gene M-MICRO C-MICRO P-MICRO M-ZIKVexp C-CT
n==69 n=70 n=30 n=42 n=44
AA 29 (42.03) 35 (50) 13 (43.33) 17 (40.48)  23(52.27)
AG 33 (47.83) 32 (45.71) 16 (53.33) 17 (40.48) 18 (40.91)
rs&g;éﬂ GG 7(10.14) 3 (4.29) 1(3.33) 8 (19.05) 3(6.82)
A 91(65.94) 102 (72.86) 42 (70) 51(60.71) 64 (72.73)
G 47 (34.06) 38 (27.14) 18 (30) 33(39.29) 24 (27.27)
n =68 n=70 n=30 n=43 n=44
cc 31 (45.59) 39 (55.71) 15 (50) 23(53.49) 27 (61.36)
CXCL8 CT 33 (48.53) 25 (35.71) 14 (46.67) 17 (39.53) 14 (31.82)
rs2227306 | TT 4 (5.88) 6 (8.57) 1(3.33) 3 (6.98) 3(6.82)
C 95(69.85)  103(73.57) 44 (73.33) 63(73.26) 68 (77.27)
T 41 (30.15) 37 (26.43) 16 (26.67) 23(26.74) 20 (22.73)
n =68 n=70 n =30 n=43 n=43
cc 32 (47.06) 35 (50) 15 (50) 29 (67.44)  23(53.49)
TLR3 TC 29 (42.65) 30 (42.86) 12 (40) 13(30.23) 17 (39.53)
rs3775291 | 1T 7 (10.29) 5 (7.14) 3(10) 1(2.33) 3 (6.98)
C 93(68.38) 100 (71.43) 42 (70) 71(82.56) 63 (73.26)
T 43 (31.62) 40 (28.57) 18 (30) 15 (17.44)  23(26.74)
n =68 n=70 n=30 n=43 n=44
cc 30 (44.12) 29 (41.43) 14 (46.67) 16 (37.21) 19 (43.18)
TLR4 CT 32 (47.06) 36 (51.43) 15 (50) 23(53.49) 20 (45.45)
rs10759930 | TT 6 (8.82) 5 (7.14) 1(3.33) 4 (9.30) 5 (11.36)
C 92 (67.65) 94 (67.14) 43 (71.67) 55(63.95) 58 (65.91)
T 44 (32.35) 46 (32.86) 17 (28.33) 31(36.05) 30 (34.09)
n =68 n=70 n =30 n=43 n=44
TT 34 (50) 39 (55.71) 19 (63.33) 26 (60.47) 25 (56.82)
TNFo TC 28 (41.18) 27 (38.57) 9 (30) 15(34.88) 18 (40.91)
rs1799964 | cc 6 (8.82) 4 (5.71) 2 (6.67) 2 (4.65) 1(2.27)
T 96 (70.59 105 (75) 47 (78.33) 67 (77.91)  68(77.27)
C 40 (29.41) 35 (25) 13 (21.67) 19 (22.09) 20 (22.73)

(continua)



(continua)

Frequéncias genotipicas e alélicas n (%)

Grupo caso Grupo controle
Gene M-MICRO C-MICRO  P-MICRO M-ZIKVexp C-CT
n=68 n=70 n=230 n=42 n=44
GG 43 (63.24) 46 (65.71) 16 (53.33) 25(59.52) 29 (65.91)
IL6 GC 23 (33.82) 21 (30) 14 (46.67) 15(35.71)  13(29.55)
rs1800795 | cc 2 (2.94) 3 (4.29) 0 2 (4.76) 2 (4.55)
G 109 (80.15) 113 (80.71) 46 (76.67) 65 (77.38) 71 (80.68)
C 27 (19.85) 27 (19.29) 14 (23.33) 19 (22.62)  17(19.32)
n =69 n=70 n=30 n=43 n=44
cC 36 (52.17) 37 (52.86) 17 (56.67) 16 (37.21) 16 (36.36)
IL4 cT 24 (34.78) 24 (34.29) 10 (33.33) 17 (39.53) 20 (45.45)
rs2243250 | 7 9 (13.04) 9 (12.86) 3 (10) 10(23.26)  8(18.18)
c 96 (69.57) 98 (70) 44 (73.33) 49 (56.98) 52 (59.09)
T 42 (30.43) 42 (30) 16 (26.67) 37 (43.02) 36 (49.91)
n=~69 n=70 n=30 n=43 n=44
TT 49 (71.01) 48 (68.57) 19 (65.52) 35(81.40) 36 (81.82)
MICB TC 19 (27.54) 17 (24.29) 9 (31.03) 6(13.95)  7(15.91)
rs3132468 cc 1 (1.45) 5 (7.14) 1 (3.45) 2 (4.65) 1(2.27)
T 117 (84.78)  113(80.71) 47 (81.03) 76 (88.37) 79 (89.77)
C 21 (15.22) 27 (19.29) 11 (18.97) 10 (11.63) 9 (10.23)
n =68 n=70 n=30 n=43 n=44
cE 33 (48,53) 39 (55.71) 17 (56.67) 23(53.49) 21 (47.73)
CD209 AG 29 (42.65) 26 (37.14) 11 (36.67) 16 (37.21) 20 (45.45)
rs2287886 AA 6 (8.82) 5(7.14) 2 (6.67) 4 (9.30) 3 (6.82)
G 95 (69.85) 104 (74.29) 45 (75) 62 (72.09) 62 (70.45)
A 41 (30.15) 36 (25.71) 15 (25) 24 (27.91) 26 (29.55)
n =68 n=70 n=30 n=43 n=44
AA 37 (54.41) 39 (55.71) 17 (56.67) 20 (46.51) 19 (43.18)
CD209 AG 22 (32.35) 26 (37.14) 12 (40) 17 (39.53) 21 (47.73)
rs4804803 GG 9 (13.24) 5 (7.14) 1(3.33) 6 (13.95) 4 (9.09)
A 96 (70.59) 104 (74.29) 46 (76.67) 57 (66.28) 59 (67.05)
G 40 (29.41) 36 (25.71) 14 (23.33) 29 (33.72) 29 (32.95)
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O teste de EHW ndo mostrou nenhum desvio de equilibrio na populagdo controle para
0s SNPs analisados (Tabela 04).

Tabela 04. Teste de EHW na populacdo controle para os SNPs estudados. X> = Teste Qui-quadrado. A
populacdo estd em EHW (p > 0,025) quanto a distribuicdo alélica e genotipica para todos 0s SNPs analisados.

Grupo controle

Gene SNP Ve p

CCL2 rs1024611 4.80 0.64
CXCLS8 rs2227306 6.10 0.59
TLR3 rs3775291 0.50 1.0

TLR4 rs10759930 5.52 0.66
TNFa rs1799964 2.85 0.38
IL6 rs1800795 2.81 1.0

IL4 rs2243250 12.29 0.40
MICB rs3132468 9.49 0.04
CD209 rs2287886 1.0 0.54
CD209 rs4804803 3.66 1.00

A avaliacdo da associacao entre 0s grupos através do teste X? ou teste Exato de Fisher
realizada ndo encontrou diferencas entre as frequéncias alélicas para os SNPs analisados nos
genes CCL2, CXCLS8, TLR4, TNFa, IL6, IL4, MICB e CD209, quando comparadas entre M-
MICRO versus (vs) M-ZIKVexp: CCL2 (OR = 1.25; 95% IC = 0.728 — 2.22; p = 0.47),
CXCL8 (OR =0.84; 95% IC = 0.466 — 1.533; p = 0.64), TLR4 (OR = 1.17; 95% IC = 0.674 —
2.11; p = 0.66), TNFa (OR = 0.68; 95% IC = 0.370 — 1.287; p = 0.27), IL6 (OR = 1.18; 95%
IC =0.608 — 2.314; p = 0.73), IL4 (OR = 1.72; 95% IC = 0.972 - 3.072; p = 0.062), MICB
(OR =0.73; 95% IC = 0.336 — 1.607; p = 0.55), CD209 rs2287886 (OR = 0.89; 95% IC =
0.501 - 1.613; p = 0.76), CD209 rs4804803 (OR = 1.22; 95% IC = 0.681- 2.144; p = 0.55); e
C-MICRO vs C-CT: CCL2 (OR =1.00; 95% IC = 0.560 — 1.822; p = >0.99), CXCL8 (OR =
0.81; 95% IC = 0.466 — 1.544; p = 0.63), TLR4 (OR = 1.05; 95% IC = 0.607 — 1.874; p =
0.88), TNFa (OR =0.88; 95% IC = 0.482 — 1.682; p = 0.75), IL6 (OR = 1.00; 95% IC = 0.493
—2;p=>0.9), IL4 (OR =1.61; 95% IC = 0.912 — 2.857; p = 0.11), ), MICB (OR = 0.47; 95%
IC = 0.206 — 1.083; p = 0.09), CD209 rs2287886 (OR = 1.21; 95% IC = 0.675 — 2.187; p =
0.54), CD209 rs4804803 (OR =1.42; 95% IC = 0.787— 2.524; p = 0.29);
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N&o foram encontradas associagdes entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos
SNPs avaliados e o aparecimento ou gravidade de sintomatologia entre o grupo M-MICRO

sintomaticas vs M-MICRO assintomaticas.

5.2.1 Associacdo alélica e genotipica para TLR3 rs3775291

A comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs3775291 (TLR3)
mostrou diferencas entre os grupos analisados (Tabela 05). O alelo T para este SNP foi mais
frequente e associado as maes que tiveram criangcas com microcefalia (M-MICRO) quando
este grupo foi comparado ao grupo de maes controle M-ZIKVexp (OR =2.19; 95% IC =1.2 —
4.2; p = 0,01). Essa associacdo se manteve mesmo com a estratificacdo do grupo de maes
controle em maes com sorologia positiva para 1gG de ZIKV (M-ZIKVexp+) que reduziu a
amostra para 15 mées (OR = 3.00; 95% IC = 1.0 — 8.3; p = 0.04).

Na compara¢do dos genotipos com presenca de pelo menos um alelo T (TT + TC vs
CC) a associacdo entre o grupo M-MICRO e o grupo M-ZIKVexp foi mantida (OR = 2.33;
95% IC = 1.1 - 5.2; p = 0.04). Também encontramos associacdo do alelo T com o grupo caso
quando adicionamos o grupo de pais de criangas com microcefalia (P-MICRO) ao grupo M-
MICRO e comparamos com o grupo de M-ZIKVexp. Com este arranjo, foi encontrada
associacdo quanto a frequéncia do alelo T (OR = 2.16; 95% IC = 1.15 - 4.0; p=0.01) e a
frequéncia do gendtipo com presenca de pelo menos um alelo T (TT + TC vs CC), (OR =
2.21;95% IC = 1.0 — 4.6; p = 0.04).

N&o foram encontradas diferencas significativas entre o grupo caso de criangas com
microcefalia (C-MICRO) e crian¢as controle (C-CT), quanto as frequéncias alélicas (OR =
0.91; 95% IC = 0.503 — 1.656; p = 0.87) e genotipicas, com a presenca de pelo menos um
aleloT (TT + TC vs CC), (OR = 0.15; 95% IC = 0.542 — 2.477; p = 0.84).



Tabela 05. Frequéncia e distribuicdo alélica e genotipica do TLR3 rs3775291 e sua associacdo com
microcefalia causada por ZIKV. OR, Odds ratio; IC, intervalo de confianga; M-MICRO, mées de criangca com
microcefalia; M-ZIKVexp, maes de criancas saudaveis; M-ZIKVexp+, maes de criangas saudaveis reagentes
para IgG de ZIKV; P-MICRO+, pais de criangas com microcefalia reagentes para 1gG ZIKV.
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Comparacao entre 0s grupos n (%)

Grupo caso Grupo controle  Alelo/ gendtipo  OR 95% IC p
M-MICRO M-ZIKVexp
n =68 n=43
¢ B (@ek2k) 1L (250 Tvs. C 219 1.158-4.148 0.019
T 43 (31.62) 15 (17.44)
M-MICRO M-ZIKVexp+
n=:68 n=15
¢ ) (Eel2t) 29 (a0 TvsC 300 1.008-8367 0.046
T 43 (31.62) 4 (13.33)
M-MICRO M-ZIKVexp
n =68 n=43
cc 32 (47.06) 29 (67.44)
CT 29 (42.65) 13 (30.23) TT+TCvsCC 2.33 1.058-5.155 0.049
TT 7 (10.29) 1(2.33)
M- MICRO M-ZIKVexp+
n =68 n=15
cc 32 (47.06) 11 (73.33)
CT 29 (42.65) 4 (26.66) TT+TCvsCC 3.1 0.916-9.434  0.088
T 7 (10.29) 0
M-MICRO P- MICRO+ M-ZIKVexp
n =68 n=23 n=43
c 93(68.38)  32(69.5) (E250) TvsC 216 1154-4009 0.018
T 43(3162)  14(30.4) 15 (17.44)
M-MICRO P-MICRO+ M-ZIKVexp
n =68 n=23 n=43
CC  32(47.068)  12(52.2) 29 (67.44)
CT  29(42.65)  8(348) 13 (30.23) TT+TCvsCC 221 1.011-457  0.042
T 7 (10.29) 3(13) 1(2.33)

5.2.2 Associacdo entre as frequéncias alélicas do TNFa rs1799964 com a gravidade da

microcefalia

Estratificando o grupo caso de criancas (M-MICRO) pela gravidade da microcefalia,

em criangas com microcefalia grave (CMG) e criangas com microcefalia (CM), foi encontrada
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associacdo entre a presenca do alelo T para o SNP rs1799964 no grupo de criangas com
microcefalia grave (OR = 2.63; 95% IC = 1.13 — 6.21; p = 0.03) (Tabela 06).

Associagdes significativas para os outros SNPs avaliados ndo foram encontradas
(Tabela 06).

Tabela 06. Associacdo alélica dos SNPs avaliados com a gravidade da microcefalia. OR, Odds ratio; IC,
intervalo de confianga; CMG, criangas com microcefalia grave; CM, criancas com microcefalia.

Frequéncias alélicas n (%)

Grupo caso Alelo OR 95% IC p
CMG Y
n=42 n=17
CCL2
151024611 A 61 (72.62) 23 (67.65) Avs.G 064  023-18 0.47
G 23 (27.38) 11 (32.35)
CXCLS
152227306 © 65 (77.38) 23 (67.65) CvusT 163  068-3.97 0.35
T 19 (22.62) 11 (32.35)
TLR3
13775201 © 61 (72.62) 2 (e CvusT 081  032-204 0.81
T 23 (27.38) 8 (23.53)
TLR4
1510759930 © 59 (70.24) 20 (58.82) CvsT 165 0.71-3.65 0.28
T 25 (29.76) 14 (41.18)
TNFa
(51799964 | 68 (80.95) 2LifbLae) TvsC 263 113-621 0.03
C 16 (19.05) 13 (38.24)
IL6 G 68 (80.95) 28 (82.35)
rs1800795 : : GvsC 091  032-247  >0.9999
C 16 (19.05) 6 (17.65)
IL4 C 56 (66.67 28 (82.35
(2243250 (66.67) (82.35) CvsT 042 016-114 0.11
T 28 (33.33) 6 (17.65)
MICB
T 63 (75) 28 (82.35)
rs3132468 TvsC 064 023-181 0.47
C 21 (25) 6 (17.65)
CD209
G 62 (73.81) 29 (85.29)
[s2287886 GvsA 048  018-131 0.22
A 22 (26.19) 5 (14.71) Ve
CD209
rs4804803 A 63 (75) 22i(61576) AvsG 185  075-4.28 0.18

© 21 (25) 13 (38.24)
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6 DISCUSSAO

Frente ao grave problema de satde publica advindo das infec¢des por ZIKV, a busca
pelo entendimento dos fatores do hospedeiro que podem modular as infeccdes, interferindo
em seu desfecho, sdo imprescindiveis. Apesar de avang¢os na elucidacdo da imunopatogénese
desencadeada pela infeccdo por ZIKV, ha dificuldades em entender os mecanismos de doenca
durante a sua ocorréncia, pela possibilidade dos achados encontrados serem causa ou
consequéncia desta, principalmente na microcefalia, que os fatores patolégicos ocorrem
intrattero, quando ndo é possivel ter acesso aos eventos imunolédgicos que ocorrem durante a
agressdo do SNC do concepto. Estudos genéticos, como o presente estudo, constituem uma
importante ferramenta para elucidar o papel da Rl do hospedeiro diante a infeccdo por um
patdgeno, antes da ocorréncia da doenca, identificando genes de protecdo ou susceptibilidade
para os diversos fenotipos. A exemplo de doengas multigénicas, ha evidéncias de que fatores
genéticos do hospedeiro tém interferéncia na resposta imune ao ZIKV (CAIRES-JUNIOR;
GOULART; MELO; et al., 2018).

Neste estudo, foi encontrada associagdo entre 0 SNP rs3775291 no gene TLR3 em
mées infectadas por ZIKV durante a gestacdo, com a ocorréncia de microcefalia decorrente da
SCZ em criangas e a associagdo do SNP rs1799964 no gene TNFa em criangas com a
microcefalia grave.

A ativacdo do gene TLR3 desencadeia resposta imune antiviral através da producao
dos IFN-1 e da producdo de citocinas pro-inflamatdrias. Os produtos da ativagdo do TLR3 sdo
importantes no curso das infecgdes por ZIKV. Os IFN-1 constituem a principal resposta
contra a infeccdo por ZIKV em células da placenta humana (BAYER; LENNEMANN;
OUYANG,; et al., 2016) e alem disso, modelos in vitro demonstram que 0 aumento da
ativacdo do TLR3 leva a uma desregulacdo da neurogénese e desencadeia vias de apoptose
durante a infecgdo por ZIKV (DANG; TIWARI; LICHINCHI; et al., 2016). Ainda, os IFN-1
sdo importantes na manutencdo da barreira hematoencefalica, que protege o cérebro da
passagem do virus ou de produtos lesivos ao cerebro (VELDHUIS; FLORIS; VAN DER
MEIDE; et al., 2003; VARATHARAJ; GALEA, 2017).

O SNP rs3775291 no TLR3 €é uma variante intragénica e missense que leva a
mudanca da Leucina pela Fenilalanina (Leu412Phe) e alguns estudos de genética
populacional tém mostrado influéncias deste SNP na susceptibilidade a infec¢des virais, mas
seu papel ainda ndo é definido. A presenca do alelo T foi associada a protecdo contra a
ocorréncia de dengue hemorragica (ALAGARASU; BACHAL; MEMANE; et al., 2015) e a
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encefalite transmitida por carrapatos (KINDBERG; VENE; MICKIENE; et al., 2011). Sironi,
Biasin, Cagliani et al. (2012) mostraram que o genotipo homozigoto para o alelo T no SNP
rs3775291 conseguiu controlar a replicacdo viral quando comparado com 0 genotipo
homozigoto para o alelo C em infecgdo in vitro de células mononucleares com HIV-1. O
mesmo estudo mostrou que células com pelo menos um alelo T para este SNP produzem altos
niveis de citocinas pré-inflamatorias quando comparadas com células homozigotas para o
alelo C. Contudo, os achados do presente estudo mostram a associac¢do do alelo T como fator
de risco para a SCZ, que é o desfecho mais grave advindo da infecgdo por ZIKV. Os dados
apresentados aqui demonstram que esta variacdo genética no gene TLR3 em mulheres
gravidas pode influenciar o risco de desenvolvimento de SCZ em seus bebés e reforcam a
importancia desta via para o controle da infeccdo por ZIKV. Corroborando neste sentido, um
estudo recente mostrou que a presenca de pelo menos um alelo T no genétipo foi associada
ao aumento do risco de infeccdes por CMV em criancas (STUDZINSKA; JABLONSKA;
WISNIEWSKA-LIGIER; et al., 2017).

Quanto a funcionalidade, existem resultados contraditorios no que se refere ao efeito
de rs3775291 na expressédo de TLR3. Estudos funcionais in vitro demonstram que o alelo T
leva a producdo de TLR3 com func¢do diminuida. Apesar de ndo encontrar diferencas entre os
alelos quanto aos niveis de RNA mensageiro (mMRNA), niveis de expressdo da proteina e na
expressdao da proteina TLR3 na membrana, foi demonstrado, por meio de ensaio de
deslocamento de mobilidade eletroforética reversa, que o TLR3 contendo fenilalanina liga
menor quantidade de dsRNA em comparacdo com o TLR3 contendo a leucina. Este mesmo
estudo mostra, através de ensaios baseados em luciferase dupla, que o TLR3 contendo a
fenilalanina reduz a ativacdo da via NFkB em cerca de 50% em compara¢cdo com o TLR3
contendo leucina (ZHOU; FAN; YU; et al., 2011). A fun¢do diminuida da proteina do TLR3
contendo a fenilalanina é ainda corroborada pela previsao de que o SNP rs3775291 tem um
efeito possivelmente prejudicial na estrutura da proteina. Logo, é possivel que o rs3775291
possa estar associado a diminuicdo da inflamacdo. Assim, a diferenga genética encontrada no
presente estudo pode ser um fator que influencia a diminuicdo da inflamacao através da
modulacdo da Rl inata, levando a uma menor ativacdo das vias desencadeadas pelo TLR3 nas
mées que tiveram criangas com microcefalia, sugerindo que a diminui¢do da ativacdo desta
via inflamatdria comprometa o controle da infeccdo pelo ZIKV nas mées e, por conta disso,
seja um fator importante na inducdo de danos neuroldgicos no feto, que sdo fatores

contributivos para a SCZ.
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A associacdo do alelo T no SNP rs1799964 TNFa com a gravidade da microcefalia
também sugere o envolvimento da resposta inflamatoria atenuada, prejudicando a defesa
antiviral. Sendo assim, é possivel que a defesa antiviral menor no feto predisponha a invasédo
do SNC pelo ZIKV e possa ser um agravante do quadro neuroldgico desencadeado pela
infeccdo congénita por ZIKV, por conta do perfil desta citocina. O TNFo atua como citocina
pré-inflamatéria multifuncional, possuindo importante papel na ativacéo de linfocitos tanto na
RI inata quanto na RI adaptativa. A ativacdo e retroalimentacdo positiva exercida pelo TNFa
nas células NK sdo um importante mecanismo de controle de infeccOes virais pela Rl inata.
Dessa forma, uma produgdo mais baixa dessa citocina pode ser um fator contributivo para o
aumento da infeccdo por ZIKV, que pode levar a microcefalia grave. A presenca do alelo T
para esse SNP no gene TNFo tem sido associada com a diminuicdo da expressdo dessa
citocina quando comparada ao alelo mutante (KAMIZONO; YAMADA; KIMURA, et al.,
1998) e um estudo recente mostrou a associacdo do genotipo TC para este SNP com infeccéo
congénita por CMV (KASZTELEWICZ; CZECH-KOWALSKA,; LIPKA; et al., 2017).

Apesar de serem genes envolvidos na RI a infeccbes virais e implicados na
susceptibilidade a infecgdes, ndo foram encontradas diferencas nas frequéncias genotipicas e
alélicas entre os grupos que compuseram a populacdo deste estudo, nos SNPs nos genes
CCL2, CXCLS8, TLR4, IL6, IL4, MICB e CD209, para nenhuma das analises realizadas. Esse
fato ndo afasta que haja influéncia destes SNPs na patogénese desencadeada pelo ZIKV, pois,
a associagdo negativa pode ser devido ao numero limitado da amostra, afetando o poder do
estudo.

Quanto as caracteristicas epidemioldgicas encontradas nas populacdes que
compuseram este estudo, a presenca de exantema e febre como principal sintoma relatado
pelo grupo M-MICRO bem como a alta frequéncia de maes sintomaticas neste grupo condiz
com o perfil descrito na literatura para as infecgdes por ZIKV (BRASIL; PEREIRA,;
MOREIRA,; et al., 2016) e corrobora com a associa¢do encontrada no presente trabalho entre
a presenca de sintomatologia nas mées e o acometimento de microcefalia nas criangas. Apesar
disto, ndo foram encontradas associacgdes entre as frequéncias alélicas e genotipicas nos SNPs
estudados aqui e o aparecimento de sintomas.

A associacgéo entre o uso de algum medicamento ou suplemento com a protecao contra
microcefalia encontrada neste estudo pode ser um indicativo de que um maior cuidado basico
durante a gestacdo, como a realizagdo do pré-natal ou a procura por atendimento médico por
conta da presenca de sintomatologia durante da infeccéo por ZIKV, sejam fatores importantes

para o controle da infecgdo por ZIKV. Corroborando com nossos achados, um estudo recente



55

aponta que fatores ligados a baixa renda e falta de instrugdo, como baixa escolaridade materna
e 0 consumo de drogas licitas, como fumo e alcool, estdo associados a prevaléncia de
microcefalia antes do surto endémico no pais por ZIKV (SILVA; BARBIERI; ALVES; et al.,
2016). Assim, a intervencdo medicamentosa no grupo controle traz evidéncias de que os
fatores relacionados a atencdo bésica de salde podem diminuir o aumento do risco de
ocorréncia de malformacdes congénitas que tém a infeccdo por ZIKV como causa.

Os achados descritos aqui, sugerem que a genética materna pode influenciar o risco da
ocorréncia de SCZ e que a genética das criancas acometidas com a SCZ est4 associada a
gravidade da sindrome, colocando os genes TLR3 e TNFo como genes promissores para
futuros estudos funcionais, para melhor entendimento dos seus respectivos papéis na
imunopatogénese do ZIKV e como possiveis alvos candidatos para imunoterapias contra este

patdgeno.
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7 CONCLUSAO

A partir do presente estudo pode-se concluir que:

e A presenca do alelo T no SNP rs3775291 no TLR3, em maes infectadas por ZIKV
durante a gestacdo esta associada ao desfecho de microcefalia nos bebés;

e A presenca do alelo T no SNP rs1799964 TNFa nas criancas com microcefalia esta

associada com microcefalia grave nesta populacéo;

e O uso de medicamentos ou suplementos esta associado a protecdo da ocorréncia de

microcefalia em mées IgG positivas para ZIKV;

e A presenca de sintomas clinicos nas maes esta associada a ocorréncia de microcefalia

em mées IgG positivas para ZIKV.
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8 PERSPECTIVAS

1. Realizar estudos funcionais para confirmar a influéncia desses polimorfismos na

producéo desses produtos génicos e na ativacdo das vias estimuladas por eles;

2. Avaliar o efeito desses polimorfismos na infeccdo in vitro pelo ZIKV, utilizando

modelos experimentais ou in vitro de microcefalia;

3. Estudar outros polimorfismos nessas vias de ativagdo mediadas pelos polimorfismos
do TLR3 e do TNFa.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Estudo epidemioldgico, clinico e imunoldgico nas infec¢des pelos virus
Zika, Chikungunya e Dengue na patogénese de anomalias fetais e em doencas de
individuos adultos.

DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DO RESPONSAVEL

1. Nome do paciente:

Documento de identidade N°: Sexo: MZ FZ
Data nascimento (dd/mm/aaaa)
Endereco: .N°
Bairro: CIDADE
CEP. TEL.:( )
Instituicéo:

Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa)

Assinatura do pesquisador responsavel

Investigador Principal:
Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS, Aracaju-Sergipe-Brasil.
Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar pessoas que
tem infeccdo por zika virus ou febre chikungunya, as doencas e suas complicacfes, como a
microcefalia. Apds Ihe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode perguntar
tudo sobre a pesquisa a seu medico. Todos os pacientes diagnosticados serdo convidados a
participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera solicitado a assinar este
consentimento. Aproximadamente 500 pessoas participardo deste estudo.
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Participacdo voluntéria:

Sua participacdo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir da
participacdo no estudo a qualquer momento. Sua recusa em participar ou desistir de participar
do estudo néo afetard de modo algum qualquer tratamento que vocé estiver recebendo.

Finalidade do estudo:

Este estudo visa determinar se a resposta imune do paciente ao parasita tem influéncia na
afeccdo e identificar fatores do virus zika ou chinkugunya que possam influenciar nas doencas
causadas por eles.

Procedimentos:

Caso vocé aceite participar do estudo, um questionario sera feito para saber onde vocé mora,
sua ocupacdo, seus habitos e sua sintomatologia. Um médico o examinard para ver as
caracteristicas de sua doenca. VVocé realizard os exames que ja sao utilizados de rotina para o
diagnéstico da doenca, como exame de sangue (qPCR). Além disso, seu sangue sera utilizado
para avaliar a resposta imune frente a antigenos do parasita. Também iremos analisar o
RNA/DNA de suas células a fim de identificar possiveis marcadores genéticos que sdo
responsaveis pelo surgimento da doenca.

A participacdo nesta pesquisa ndo impede vocé de participar de outra pesquisa, contanto que
ndo mude o tratamento que vai receber.

Confidencialidade:

Qualquer informagdo obtida durante este estudo sera confidencial, sendo apenas
compartilhada com outros membros da equipe médica do Comité de Etica do Hospital
Universitario. Embora os resultados obtidos neste estudo sejam publicados, ndo havera na
apresentacdo destes resultados meios que possam identificar os participantes. Suas fichas
clinicas e os resultados de seus exames poderdo ser também vistos pelo Comité de Etica do
Hospital Universitario. Fotos suas poderdo ser mostradas em publico sem identificar vocé e
protegendo partes intimas.

Analise de riscos e beneficios:

Todos os exames coletados sdo partes da rotina utilizada para o diagndstico da zika,
chikungunya ou dengue, os quais vocé faria mesmo se ndo participasse do estudo, exceto o
sangue obtido ao mesmo momento que serd utilizado para os estudos da resposta imune,
porém nao trara novos riscos para VOcé como 0s previstos para retirada de sangue em rotina
normal. A retirada de sangue pode causar dor no local da pungcdo com a agulha e raramente
pode ocorrer sangramento ou formacdo de hematoma. Porém, ocorrendo complicacfes, 0s
médicos do projeto e do Hospital Universitario cuidardo de vocé. Ap6s o diagndstico da
doenca, vocé sera tratado com medicacdes para reduzir os sintomas das doencas. Nao existe
tratamento especifico para zika ou chikungunya. Este acompanhameno sera realizado no
Hospital Universitario.
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Retorno de beneficio para o sujeito e para a sociedade:

O melhor conhecimento sobre a resposta imune que podera contribuir no futuro para medidas
de controle da doenca, assim como de fatores genéticos de coagulagdo que interferem na
clinica da doenca.

Custos:

Vocé ndo terd custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de tratamento, a
medicacgdo lhe serd fornecida gratuitamente. Vocé ndo receberd nenhum pagamento para
participar desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o seu transporte para comparecer
as visitas no ambulatério apés a alta do hospital.

Esclarecimentos:

Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo relacionada aos procedimentos
realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque Pacheco de Almeida (Tel.: (79)98823-
7244). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho, como
paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco
consta no inicio deste consentimento.

Consentimento:

Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé concorda em
participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma copia deste consentimento lhe sera
entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou néo ter o parasito
que causa esta doenga armazenado para estudos futuros aprovados sobre arboviroses.

[1 ACEITO que o parasito que causa esta doenga seja armazenado para estudos futuros
aprovados sobre arboviroses.

[ NAOACEITO que o parasito que causa esta doenca seja armazenado para estudos futuros
aprovados sobre arboviroses.

Assinatura ou impressdo do participante Data Hora

Nome/Assinatura do pesquisador Data Hora

Nome/Assinatura da testemunha Data Hora
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TERMO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18)

Nome do Projeto: Estudo epidemiolégico, clinico e imunoldgico nas infeccdes pelos virus
Zika, Chikungunya e Dengue na patogénese de anomalias fetais e em doengas de
individuos adultos.

DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DO RESPONSAVEL

1. Nome do paciente:

Documento de identidade N°: Sexo: MZ FZ
Data nascimento (dd/mm/aaaa)

Endereco: N°

Bairro: Cidade

CEP. TEL.:( )

2. Responsavel legal
Grau de Parentesco

Documento de ldentidade: Sexo: MZ FZ
Data nascimento: (dd/mm/aaaa)

Endereco: No°

Bairro: Cidade

CEP TEL: ( )

Instituicéo:

Pesquisador(a) Responsavel:
Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa)

Assinatura do pesquisador responsavel

Investigador Principal:

Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS, Aracaju-Sergipe-Brasil.

Convite e Objetivo:

Vocé esté sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo é identificar pessoas que

tem infeccdo por zika virus ou febre chikungunya as doencas e suas complica¢des, como a
microcefalia. Apds Ihe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode perguntar
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tudo sobre a pesquisa a seu médico. Todos os pacientes diagnosticados serdo convidados a
participar do estudo. Caso decida participar do estudo, vocé sera solicitado a assinar este
consentimento. Aproximadamente 500 pessoas participardo deste estudo.

NOs perguntaremos a seus pais sobre sua satde. Um médico Ihe fara exames que nao causaréo
dor. Entdo, nos tiraremos um pouco de sangue (cerca de 2 colheres de sopa) de seu braco,
usando uma seringa e agulha. VVocé pode ou ndo participar deste estudo. Se vocé quiser
participar, por favor, assine ou coloque sua impresséo digital abaixo.

Esclarecimentos:

Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacao relacionada aos procedimentos
realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque Pacheco de Almeida (Tel.: (79)98823-
7244). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho.

[0 ACEITO que o parasito que causa esta doenga seja armazenado para estudos futuros
aprovados sobre arvbovirose.

[ NAO ACEITO que o parasito que causa esta doenca seja armazenado para estudos futuros
aprovados sobre arbovirose.

Data Hora
Assinatura ou impressdo do paciente se entre 12 e 17 anos

Data Hora
Assinatura ou impressao do responsavel

Data Hora
Testemunha

Data Hora

Investigador
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APENDICE B - QUESTIONARIO

Tpyas 3

QUESTIONARIO ARBOVIROSES- GESTANTE

Nome da paciente: Data:
/ /

Data de nascimento: / / Idade:

Endereco:

Municipio:

Idade gestacional:

Telefone:

Cartéo do SUS:

Sintomatologia:

Sintomas Presente Ausente Duracéo dos sintomas (dias)

Febre

Artralgia

Eczantema

Conjuntivite

Mialgia

Dor retro-orbitaria

Linfadenopatia

Usa ou usou algum medicamento?

Sim( ) Néo ()

Foram especificos para os sintomas da doenca?

Sim( ) Néo ()

Quais medicamentos:

Anticoncepcional () Anti-histiminico ()  Anti-inflamatério ()
Analgésico () Antitérmico () Anti-hipertensivo ()
Anti-diabéticos orais () Outros ()

Se outros, especificar:

Tomou alguma vacina recentemente
Sim( ) Néo ( )
Se sim, especifique:

Tem algum tipo de alergia?
() Rinite ( YAsma () Dermatite ( ) Urticaria ( ) Nao




Outros () Se outros, especificar:

Tem alergia a medicamentos?
Sim( ) Néo ( )
Se sim, especificar:

Fumou ou fuma durante a gestagcio?
Sim( ) Néo ( )

Se sim, especifique a quantidade:
Ingeria ou ingere bebida alcodlica?
Sim( ) Néo ()

Hé casos confirmados de microcefalia na familia?
Sim( ) Néo ()
Se sim, especifique o parentesco:

Est4 realizando ou realizou o prénatal?
Sim( ) Néo ( )

Fez a suplementac&o de Acido Fdlico durante o pré-natal?
Sim( ) Néo ()

Teve diagnostico, durante o pré-natal, de alguma das doencas abaixo?
Citomegalovirus () Rubéola () Herpes viral ()
Sifilis () Toxoplasmose ()

Hé ou houve alguma complicacdo durante a gravidez?
Sim( ) Néo ( )
Se sim, especifique:

Teve gestacoes passadas?
Sim( ) Néo ()

Se sim, ocorreram complicac¢des nas gestagdes passadas?
Sim( ) Néo ( )
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QUESTIONARIO ARBOVIROSES

Nome do paciente:

Data:

/ /
Data de nascimento: / /

Endereco:

Idade:

Sexo:

Municipio:

Telefone:

Cartédo do SUS:

Sintomatologia:

Sintomas Presente

Ausente

Duracéo dos sintomas (dias)

Febre

Artralgia

Eczantema

Conjuntivite

Mialgia

Dor retro-orbitaria

Linfadenopatia

Usa ou usou algum medicamento?
Sim( ) Néo ( )

Foram especificos para os sintomas da doenca?

sim( )  Né&o()

Quais medicamentos:
Anticoncepcional ()

Anti-histiminico ()

Anti-inflamatério ()

Analgésico () Antitérmico () Anti-hipertensivo ()
Anti-diabéticos orais ( ) Outros ()

Se outros, especificar:

Tem algum tipo de alergia?

() Rinite ( )Asma ( ) Dermatite ( ) Urticaria ( ) Né&o

Outros () Se outros, especificar:

Tem alergia a medicamentos?
Sim( ) Néo ()
Se sim, especificar:
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