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RESUMO

As infecgdes pelo virus Zika geralmente sdo assintomaticas ou causam doenga leve e
autolimitada, contudo, podem ocorrer desfechos graves, como a sindrome congénita do Zika
(SCZ) em neonatos. A maioria das infecgdes pelo SARS-CoV-2 também causam doenga leve,
porém sua rapida e ampla distribuicdo tem levado a casos de recorréncia da doenca. Estes
desfechos atipicos ocorrem em uma pequena parcela de infectados e os fatores determinantes
para a ocorréncia dos mesmos sao pouco compreendidos. Variagdes na resposta imune do
hospedeiro influenciam a susceptibilidade ou resisténcia as doengas. Considerando isso, os
objetivos desta tese foram avaliar a associacao entre polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs) em genes candidatos com infec¢do pelo virus Zika e a ocorréncia da sindrome
congénita do Zika (Capitulo I) e caracterizar a resposta imune celular de pacientes com
quadros de recorréncia da COVID-19 (Capitulo II). Para isto, foi realizado um estudo de caso-
controle, no qual o grupo caso foi composto por criangas com SCZ e suas maes, € 0 grupo
controle, composto por criancas saudaveis que nasceram no mesmo local e periodo do surto
de virus Zika e suas maes. DNA gendmico de pacientes e controles foram obtidos e utilizados
na genotipagem dos SNPs nos genes TREM1, CXCLI10, IL4, CXCLS8, TLR3, TLR7, IFNR1,
IFNy, CXCR1, IL10, CCR2 e CCRS, e a associagdo com a infecc¢do pelo virus Zika e a SCZ
foi verificada. Os resultados mostraram associagdo entre os SNPs TREMI1 rs2234246 ¢ 1L4
rs224325 nas maes e a ocorréncia de SCZ, quando comparadas as maes do grupo controle.
Ademais, os SNPs CXCL10 rs4508917 e CXCL8 rs4073 foram associados a presenca de
SCZ, e os SNPs CXCLS8 rs4073 e TRL7 rs179008 foram associados com a gravidade da
microcefalia decorrente da SCZ. Para o estudo descrito no Capitulo II foi feito um estudo de
série de casos com grupo controle, comparando a resposta imune especifica de grupos de
pacientes com recorréncia, um unico episddio ou sem historico de COVID-19, no qual as
células mononucleares do sangue periférico foram estimuladas com a proteina S1 do SARS-
CoV-2 e foi avaliado o fendtipo das células T CD4" e CD8" multifuncionais, pela produgdo de
IFN-y e/ou IL-2 e/ou TNF-a, por citometria de fluxo. A avaliacdo dos linfocitos mostrou que a
proteina S1 do SARS-CoV-2 pode estimular a produgdo de citocinas em linfocitos T CD4" e
CD8" nos grupos de pacientes analisados, sem diferengas significativas no percentual total de
células, entre os grupos de pacientes com COVID-19 recorrente ou com um unico episédio,
seja antes ou depois da vacinagdo. Entretanto, pacientes que tiveram COVID-19 e positivaram
para IgG anti-S1 produziram mais células CD4 TFN-y'IL-2"TNF-a" do que aqueles que
tiveram doenga e eram negativos para IgG. Ademais, a vacinagdo promoveu aumento
significativo na produgdo de anticorpos do tipo IgG para a proteina S1 do SARS-CoV-2 em
todos os grupos e promoveu uma mudanca no padrdo fenotipico das cé€lulas T para as
citocinas avaliadas. Em concluséo, 0s resultados sugerem que a genética materna ¢ um fator
importante para a ocorréncia da SCZ e, do mesmo modo, que a genética do concepto pode
contribuir tanto para a ocorréncia quanto para a gravidade da SCZ. Ademais, os dados
sugerem que celulas T multifuncionais produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-o duplas ou triplas
positivas para estas citocinas, ndo sdo um fator relevante para a ocorréncia de quadros de
recorréncia da COVID-19. Juntos, os dados contribuem para uma melhor compreensdo da
resposta imune do hospedeiro e sua relacdo com os diferentes desfechos frente as infeccbes
pelo ZIKV e SARSCoV-2.

Descritores: Infecgéo viral. Microcefalia. Virus Zika. Polimorfismos genéticos. SARS-CoV-
2. Recorréncia.



ABSTRACT

Zika virus infections are usually asymptomatic or cause mild, self-limited illness, however,
severe infections such as congenital Zika syndrome (CZS) in neonates can occur. Most
SARS-CoV-2 infections also cause mild illness, but its rapid and widespread distribution has
led to cases of disease recurrence. These atypical outcomes occur in a small number of
infected people and the determining factors for their occurrence are poorly understood
Variations in the immune response influence susceptibility or resistance to disease.
Considering this, the aims of this thesis were to evaluate the association between single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in candidate genes with Zika virus infection and the
occurrence of congenital Zika syndrome (Chapter 1). For this, a case-control study was
conducted, in which the case group was composed of children with SCZ and their mothers,
and the control group, composed of healthy children who were born in the same place and
period of the Zika virus outbreak and their mothers. Genomic DNA from patients and controls
was obtained and used in the genotyping of the SNPs in the TREM1, CXCL10, 1L4, CXCLS,
TLR3, TLR7, IFNR1, IFNy, CXCRI1, IL10, CCR2 and CCRS5 genes, and the association with
Zika virus infection and the SCZ has been verified. The results showed an association
between the SNPs TREM1 rs2234246 and IL4 rs224325 in mothers and the occurrence of
SCZ, when compared to mothers in the control group. Furthermore, the SNPs CXCL10
rs4508917 and CXCL8 rs4073 were associated with the presence of SCZ, and the SNPs
CXCL8 rs4073 and TRL7 rs179008 were associated with the severity of microcephaly due to
SCZ. For the study described in Chapter Il, a case series study with a control group was
carried out, comparing the specific immune response of groups of patients with recurrence, a
single episode or no history of COVID-19, in which peripheral blood mononuclear cells were
stimulated with the S1 protein of SARS-CoV-2 and the phenotype of CD4+ and CD8+
multifunctional T cells was evaluated, by the production of IFN-y and/or IL-2 and/or TNF-a,
by flow cytometry. Lymphocyte evaluation showed that SARS-CoV-2 S1 protein can
stimulate cytokine production in CD4+ and CD8+ T lymphocytes in the analyzed patient
groups, with no significant differences in the total percentage of cells, between groups of
patients with recurrent COVID-19 or with a single episode, either before or after vaccination .
However, patients who had COVID-19 and tested positive for anti-S1 IgG produced more
CD4 CD4'TFN-y'IL-2"TNF-o" cells than those who had the disease and were negative for
IgG anti-S1. In addition, vaccination promoted a significant increase in the production of 1gG-
type antibodies to the SARS-CoV-2 S1 protein in all groups and promoted a change in the
phenotypic pattern of T lymphocytes for the evaluated cytokines. In conclusion, the results
suggest that maternal genetics is an important factor for the occurrence of SCZ and, likewise,
that conceptus genetics may contribute to both the occurrence and severity of SCZ.
Furthermore, the data suggest that multifunctional T cells producing IFN-y, IL-2 and TNF-a,
double or triple positive for these cytokines, are not a relevant factor for the occurrence of
COVID-19 recurrences. Together, the data contribute to a better understanding of the host's
immune response and its relationship with different outcomes in the Zika virus and
SARSCoV-2 infections.

Descriptors: Virus infection. Microcephaly. Zika virus. Genetic polymorphisms. SARS-CoV-
2. Recurrence.
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1 INTRODUCAO

Apesar da simplicidade organizacional, os virus, microrganismos acelulares de
constituicdo simples e parasitos intracelulares obrigatdrios, ocupam um lugar de destaque na
salde publica mundial. Historicamente, as viroses, doencas infecciosas causadas por virus,
vém causando pandemias ou epidemias emergentes e reemergentes em todo o mundo.
Exemplos importantes desse tipo de doenca infecciosa na atualidade séo as arboviroses e as
sindromes respiratérias virais, responsaveis por milhares de casos e dbitos globais anualmente
(CAVALCANTI; FREITAS; BRASIL; et al., 2017; TROEGER; FOROUZANFAR; RAO; et
al., 2017; HUANG; WANG; LI; et al., 2020; WHO, 2022a).

As arboviroses sdo causadas pelos arbovirus (Arthropod Borne Virus), virus
transmitidos essencialmente por artropodes hemat6fagos durante o repasto sanguineo, sendo
os culicideos do género Culex e Aedes os vetores das arboviroses mais importantes para a
sade humana (WEAVER; REISEN, 2010; GUTIERREZ-BUGALLO; PIEDRA;
RODRIGUEZ; et al., 2019). No Brasil, a alta incidéncia de arboviroses causadas pelos virus
do género Alphavirus, especialmente pelo virus Chikungunya, causador da febre
Chikungunya, e do género Flavivirus, pelos quatro sorotipos do virus Dengue DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, causadores da Dengue, e virus Zika, causador das doencas
agudas pelo virus Zika, também chamada simplesmente de zika, sdo um grave problema de
salde publica. Dentre estas arboviroses, as infecces pelo virus Zika, transmitidas em areas
urbanas e periurbanas pelos mosquitos do género Aedes, ganharam notoriedade desde abril de
2015 devido a sua associacdo em larga escala com diversas complicacbes de ordem
neuroldgica e malformacdes congénitas (BRASIL, 2018a, 2018b).

Com transmissdo independente de vetor, 0s virus causadores das sindromes
respiratérias em humanos geralmente possuem maior facilidade de disseminacdo, como 0s
virus dos géneros Influenzavirus A e B, e os virus da familia Coronaviridae, comumente
conhecidos como coronavirus (CoVs). Até o momento, 0s principais coronavirus que
conseguem infectar humanos sdo o coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-
CoV), causador da epidemia de 2002 a 2003, o coronavirus da sindrome respiratoria do
Oriente Médio (MERS-CoV) e 0 novo coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
(SARS-CoV-2), causador da doenga do coronavirus 2019 (COVID-19) (GORBALENYA;
BAKER; BARIC; et al., 2020), e responsavel pela pandemia iniciada em 2019, que atingiu
proporcdes nunca vistas na histéria, com grande impacto global na saude, estilo de vida,
comportamento social e atividades econdémicas (CHEN; VULLIKANTI; SANTOS; et al.,



2021; KAYE; OKEAGU; PHAM; et al., 2021; REGI; REGI, 2021; VARONA; GONZALES,
2021).

Desde 2020 a circulacdo e transmissdo dos arbovirus ocorrem simultaneamente as de
SARS-CoV-2, em paises endémicos nas Americas, especialmente no Brasil, 0 que exacerba
os desafios dos sistemas de salde acerca de, mas ndo somente, subnotificacdes de casos de
ambas as viroses e vigilancia epidemiolégica (REGI; REGI, 2021).

Apesar de diversos esforcos da comunidade cientifica, a resposta imunologica (RI)
desenvolvida durante as infeccBes pelos virus Zika e SARS-CoV-2 ndo estd completamente
elucidada e existem dificuldades na compreensdo das nuances que contribuem para o
agravamento dos casos e evolucdo variavel dos pacientes (PIERSON; DIAMOND, 2018; LI;
WANG; SUN; et al., 2022).

Por serem doencas multifatoriais, na qual os determinantes ambientais, caracteristicas
do patdgeno e do hospedeiro exercem influéncia tanto na ocorréncia da doenca como em sua
apresentacdo clinica, espera-se também que as infec¢fes por virus Zika e por SARS-CoV-2
sejam influenciadas por um conjunto de fatores orquestrados pela genética e fendtipos
celulares do hospedeiro.

A existéncia de polimorfismos genéticos é um dos fatores que ajuda a explicar a
susceptibilidade ou resisténcia as doengas multifatoriais, incluindo as doencas infecciosas, no
hospedeiro humano. Dentre estes, os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), que sio
sitios no genoma onde variantes de um nucleotideo sdo comuns na populacdo (>1%)
(ALBERTS; JOHNSON; LEWINS et al., 2017), sdo importantes na identificacdo de genes
que podem estar relacionados a predisposicdo ou gravidade das doencas. Estudos nos Gltimos
anos sobre estes determinantes genéticos na RI tém esclarecido a imunopatogénese de
diversas doencas infecciosas, incluindo as virais (CASANOVA; ABEL, 2002; KHOR;
CHAU; PANG; et al., 2011; FANG; HU; SHANG; et al, 2012; MCLAREN;
CARRINGTON, 2015; ELLINGHAUS; DEGENHARDT; BUJANDA,; et al., 2020).

Ademais, variacbes no fenodtipo das células da RI, especialmente relacionadas as
funcgdes efetoras e proliferativas dos linfocitos T CD4 e T CD8 podem estar relacionadas aos
diferentes desfechos das infecgOes virais, uma vez que, em geral, a ndo ativacdo ou a reducéo
no namero de linfécitos impacta negativamente no controle da carga viral, propiciando
aumento de viremia e doenca. Logo, a avaliacdo dos perfis dos linfocitos T CD4 e T CDS8,
importantes para a Rl contra virus, em pacientes com diferentes quadros de doenca, € um
caminho imprescindivel para identificar mecanismos que podem estar contribuindo para a

ocorréncia de variacdes fenotipicas na doenga, Como casos mais graves e casos recorrentes de



infeccoes (SEDER; DARRAH; ROEDERER, 2008; WESTERHOF; MCGUIRE;
MACLELLAN; et al., 2019).

Desse modo, compreendendo a importancia dos mecanismos imunogenéticos no curso
e na determinacdo das fisiopatologias das doencas causadas pelo virus Zika e SARS-CoV-2,
no presente estudo, foi investigada a associacdo de SNPs funcionais em genes da Rl com a
ocorréncia e gravidade do desfecho das infe¢Ges causadas pelo virus Zika. Ademais, foram
avaliadas diferencas na dindmica dos linfocitos T e a influéncia destas na determinagdo dos

fenotipos associados a quadros de recorréncia da COVID-19.



CAPITULO I - Associacao entre polimorfismos de nucleotideo tinico com a
ocorréncia e gravidade da sindrome congénita do Zika



2 VIRUS Zika

O virus Zika foi isolado pela primeira vez em 1947, a partir de um primata do género
Rhesus, proveniente da floresta Zika, na Uganda, leste da Africa, e isolado de mosquitos em
1948 (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). O primeiro caso documentado de infec¢des 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 virus Zika possui um envelope lipidico icosaédrico de aproximadamente 500 A e seu
material genético é composto por uma fita simples de acido ribonucleico (RNA) de sentido
positivo e tamanho variavel entre 10 — 11 quilobases, dividida em uma regido aberta de leitura
(Open Reading Frame, ORF) e duas regides ndo codificantes (Unstranslated regions, UTR)
(L1U; DONG; CHEN; et al., 2010). Este genoma é envolvido por um capsideo viral e codifica
uma Unica poliproteina que é clivada em 3 glicoproteinas estruturais (C, capsideo; prM/M,
pré-membrana; E, envelope) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5), que séo principalmente envolvidas na replicagdo, montagem e maturacéo das
particulas virais, assim como na evasdo do virus & Rl do hospedeiro humano (HASAN;
SEVVANA; KUHN; et al., 2018).

Andlises filogenéticas descrevem duas linhagens diferentes de virus Zika, a
linhagem africana e a linhagem asiatica, que possuem cerca de 12% de diferencas entre seus
genomas (HADDOW,; SCHUH; YASUDA,; et al., 2012). Contudo, estudos tém sugerido uma
terceira linhagem, a linhagem americana, apontada como a causadora da epidemia no Brasil e
derivada da linhagem asiéatica do virus (LANCIOTTI; LAMBERT; HOLODNIY; et al., 2016;
GUBLER; VASILAKIS; MUSSO, 2017).

Yuan e colaboradores mostraram evidéncias de que diferencas no genoma destas
linhagens, relacionadas a substituicdo de aminoacidos na proteina estrutural prM, conferiu a
cepa asiatica do virus Zika maior viruléncia e um maior potencial neuroinvasivo quando
comparado a sua linhagem antecessora, demonstrado em infeccdo de camundongos, 0 que
pode ter sido um fator importante para os desfechos relatados nos surtos recentes de infecgdes
por virus Zika (YUAN; HUANG,; LIU; et al., 2017). O potencial neuroinvasivo adquirido
pelo 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 neurdnios, sem causar grande indugdo de morte celular, fungdes que juntas
podem contribuir para 0s mecanismos patologicos existentes nas alteracdes e malformacdes
neuroldgicas advindas da infeccdo pelo virus Zika (GOODFELLOW; WILLARD; WU; et al.,
2018).

2.1 Aspectos epidemioldgicos e clinicos das infecgdes pelo virus Zika

A transmissdo do virus Zika ocorre essencialmente de forma horizontal, através da
picada de mosquitos infectados durante o repasto sanguineo, porém também pode ocorrer por
via sexual (MUSSO; ROCHE; ROBIN; et al., 2015), por meio de transfusdes sanguineas,
fluidos corporais e de forma vertical. Estas formas secundarias mostraram-se bastante
relevantes epidemiologicamente para a transmissdo e curso de desfechos graves advindos da
infeccdo pelo virus Zika (ARAGAO, M.F.V.; LINDEN, V.; BRAINER-LIMA, 2016).

Desde o seu primeiro isolamento, em 1947, as infeccBes por virus Zika foram
documentadas de forma esporadica e sem ocorréncia de complica¢des clinicas, até o ano de
2007, quando casos de infeccBGes pelo virus Zika foram reportados fora dos continentes
asiatico e africano, com destaque para a epidemia de Zika na Polinésia Francesa e a circulacdo
do virus por varios paises da Oceania. Em 2013-2014, surtos ocorreram na Nova Caledénia,
Polinésia Francesa, llhas Cook, Ilha de Pascoa, Vanuatu Samoa, Brasil (2015) e entre 2016 e
2017, mais de 40 paises no sul do Pacifico e nas Américas relataram transmisséo autdctone
deste virus. Desde entdo, milhares de casos de infec¢bes pelo virus Zika foram reportados ao
redor do mundo, incluindo notificacdes de casos com complica¢fes neuroldgicas graves em
adultos e mal formacgdes congénitas, que configuram a Sindrome Congénita do Zika (SCZ)
caracterizada por uma série de malformacgdes congénitas de ordem neurol6gica e estrutural,
gue podem acometer o feto quando a mae € infectada por Zika durante a gestacdo. (DUFFY;
CHEN; HANCOCK; et al., 2009; CAO-LORMEAU, VAN MAI; ROCHE, CLAUDINE;
TEISSIER, 2014; 100S; MALLET; LEPARC GOFFART; et al., 2014; CAO-LORMEAU;
BLAKE; MONS; et al., 2016; WHO, 2018).

No Brasil, entre os anos de 2015-2017 foram notificados mais de 233 mil casos
provaveis da doenca aguda pelo virus Zika (BRASIL, 2018a). Neste periodo, notificacdes de
manifestacbes neuroldgicas em adultos, a exemplo da Sindrome de Guillain-Barré e o
crescente nimero de recém-nascidos com malformacgdes congénitas graves no sistema

nervoso central (SNC) e natimortos, principalmente na regido Nordeste, foram reconhecidos
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como consequéncia das infeccbes pelo virus Zika, com associa¢fes confirmadas
posteriormente em diversos estudos (ARAGAO, M.F.V.; LINDEN, V.; BRAINER-LIMA,
2016; CUGOLA; FERNANDES; RUSSO; et al., 2016; PETERSEN; WILSON; TOUCH; et
al., 2016).

Apesar de uma diminuigdo acentuada no nimero de casos de infecgdes pelo virus Zika
no Brasil a partir de 2017, nos anos de 2018 e 2019 foram confirmados nove 6bitos e 18.676
casos provaveis (BRASIL, 2018a; MINISTERIO DA SAUDE, 2020). Em 2021, até a semana
epidemioldgica 45 (novembro de 2021), ocorreram 6.020 casos provaveis de infeccdes por
Zika, enquanto que em 2022, até a semana epidemioldgica 17 (abril de 2022), 3.140 casos
provéaveis foram notificados (MINISTERIO DA SAUDE, 2021; BRASIL, 2022). Em relagéo
a 2021, os dados representam um aumento de 70,7% no nimero notificado de casos de zika
no pais, 0 que demonstra que a dindmica epidemioldgica desta arbovirose ainda nao esta clara
e o risco de uma nova epidemia € eminente e alertado pela comunidade cientifica (WEAVER,
2018; LIU; SHI; QIN, 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019; BRASIL, 2022).

As infeccdes por virus Zika sdo em sua maioria assintomaticas (cerca de 60 a 80%).
Para as infeccBes sintomaticas, € relatada sintomatologia leve, autolimitada e inespecifica que
incluem erupc¢édo cutanea, febre moderada, artralgia, conjuntivite, mialgia, dor retro-orbital e
cefaleia, com duragéo aproximada de 3 a 7 dias (PETERSEN, 2016; RIBEIRO; MARQUES;
JESUS; et al., 2016; PIERSON; DIAMOND, 2018). Em funcdo da inespecificidade de
sintomas, a infeccdo pelo virus Zika pode ser confundida com outras doencas exantematicas
febris, principalmente as causadas pelos virus Dengue e Chikungunya (PETERSEN, 2016).
Esse aspecto, somado a indisponibilidade de testes diagndsticos especificos nas unidades
hospitalares, pode ter contribuido para uma subnotificacdo dos casos e desconhecimento da
real incidéncia das doencas causadas pelo virus Zika no Brasil (LUZ; SANTOS; VIEIRA,
2015; PETERSEN, 2016).

Um outro ponto importante é a coinfec¢do dos arbovirus Dengue e Chikungunya com
a infeccéo por virus Zika, j& 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 Zika, € visto como um possivel agravante para a
condicdo de salde 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 coinfec¢des ainda ndo esta completamente compreendido.
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Contudo, a associac¢do do virus Zika com meningoencefalites, Sindrome de Guillain-
Barré e outras complica¢fes 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
ocorréncia da SCZ, sdo a maior preocupagdo quanto ao acometimento desta infecgéo
(CUGOLA; FERNANDES; RUSSO; et al, 2016; DUARTE DOS SANTOS;
GOLDENBERG, 2016; LUCCHESE; KANDUC; G., 2016; PLATT; SMITH; ARORA; et
al., 2018; MUSSO; KO; BAUD, 2019).

Segundo dados do Ministério da Saude e Secretaria de Vigilancia em Sadde do Brasil,
entre 2015 e 2020, foram notificados ao Ministério da Satde 19.492 casos suspeitos de SCZ e
outras etiologias infecciosas, dos quais 3.563 (18,3%) foram confirmados. Embora o periodo
de emergéncia para as infecc@es por Zika tenha sido encerrado no Brasil, 886 novos casos de
SCZ foram notificados somente em 2020, até a semana epidemiolédgica 45 (novembro de
2020) (BRASIL, 2020), o que demonstra que novos casos de SCZ continuam ocorrendo no
pais.

Ainda ndo existem vacinas aprovadas contra as infe¢es por virus Zika, contudo,
vacinas candidatas tém sido desenvolvidas e demonstrado resultados promissores (ABBINK;
STEPHENSON; BAROUCH, 2018; TEBAS; ROBERTS; MUTHUMANI; et al., 2021). Esta
conjectura epidemioldgica atual aponta para a necessidade de vigilancia e esforgos coletivos
na compreensdo dos aspectos imunoldgicos da doenca, a fim de mitigar a ocorréncia de novos
casos de SCZ.

2.1.1 Sindrome congénita do Zika

A acdo teratogénica das infec¢bes por virus Zika culmina em morte fetal ou na
ocorréncia da SCZ, uma condicdo com efeitos devastadores para a crianca e a familia.
Exames de neuroimagem de criangas nascidas com SCZ revelaram a presenca de
calcificacbes e malformagbes cerebrais, hipoplasia, ventriculomegalia, defeitos de
mielinizacdo, entre outras anormalidades. Estas malformacGes no SNC acabam por propiciar a
apresentacdo clinica variavel da SCZ, possuindo como principal caracteristica a presenca de
microcefalia em diferentes niveis, no entanto, anormalidades oculares, danos
neurossensoriais, perda auditiva e deformaces articulares também sdo comuns (BRASIL;
PEREIRA; MOREIRA; et al., 2016a), o que esta geralmente ligado a ocorréncia de

comprometimento no neurodesenvolvimento poés-natal, como retardo mental, disturbios
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convulsivos, alteragbes no ténus muscular, deficiéncia motora grave, dificuldades de
aprendizado, disfagia, entre outros (DA SILVA; GANZ; SOUSA, et al., 2016; FREITAS;
SOUZA-SANTOS; CARVALHO; et al., 2020).

A frequéncia de ocorréncia da SCZ permanece indefinida e parece variar de acordo
com alguns fatores, como genética da populacdo e localizacdo geografica (BRASIL;
PEREIRA; MOREIRA,; et al., 2016a; TERRITORIES; VANMALDEGHEM; PRADO,; et al.,
2017; BARBEITO-ANDRES; SCHULER-FACCINI; GARCEZ, 2018). Fatores
socioecondémicos e nutricionais também tém sido relacionados a SCZ (BARBEITO-
ANDRES; PEZZUTO; HIGA,; et al., 2020).

De maneira geral, a transmissdo vertical do virus Zika é frequente, mas a confirmacéo
laboratorial da infeccdo na méde ndo é necessariamente associada com o nascimento de
criancas com anormalidades (BRASIL; VASCONCELOS; KERIN; et al., 2020), o que
reforca a proposi¢do de que fatores de risco adicionais sejam necessarios para a ocorréncia da
SCZ. Ainda ndo existe consenso também acerca da influéncia do trimestre da gestacdo em que
a infeccdo pelo virus Zika acontece e a ocorréncia da SCZ. Estudos apontam para um
percentual maior de danos neurolégicos quando a infeccdo ocorre no primeiro trimestre da
gestacdo, contudo, importantes efeitos deletérios para a crianca foram relatados
independentemente da idade gestacional (CAUCHEMEZ; BESNARD; BOMPARD; et al.,
2016; TERRITORIES; VANMALDEGHEM; PRADO; et al.,, 2017; NIELSEN-SAINES;
BRASIL; KERIN; et al., 2019; BRASIL; VASCONCELOS; KERIN; et al., 2020).

Os resultados a longo prazo da infec¢do congénita pelo virus Zika em criancas que
nasceram aparentemente normais permanecem indefinidos. Nielsen-Saines e colaboradores,
avaliando alteracBes no neurodesenvolvimento de criangas expostas ao virus Zika intradtero
até o segundo ano de vida, mostraram que a maioria das criancas expostas permaneceu
assintomatica aos 2 anos de idade, 0 que sugere que apenas uma minoria de recém-nascidos
aparentemente normais desenvolvera sintomas de inicio tardio. Contudo, a ocorréncia de
microcefalia tardia e transtornos do espectro autista foram relatados, entre outras
anormalidades (NIELSEN-SAINES; BRASIL; KERIN; et al., 2019). Nesse sentido, Hcini e
colaboradores, avaliando alteracGes no neurodesenvolvimento de criancas infectadas por virus
Zika intrautero até o 3 anos de idade, sugerem que a infeccdo intraltero esteja associada a
risco aumentado de desenvolvimento de problemas neuroldgicos a longo prazo, mesmo para
as criancas que nasceram sem anormalidades (HCINI; KUGBE; RAFALIMANANA, et al.,
2021).
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Esses achados mostram o qudo impactante a infecgdo pelo virus Zika pode ser e
concordam com necessidade de estudos que avaliem fatores de risco associados a ocorréncia
da SCZ. Além disso, sugerem a necessidade de acompanhamento multidisciplinar a longo
prazo para as criancas que nasceram de méaes infectadas pelo virus Zika durante a gestacao,
visando uma completa elucida¢do do panorama no qual esta infeccdo congénita esta inserida,
como também a promogdo de atencdo basica necessaria e melhor qualidade e expectativa de
vida as criancas acometidas (NIELSEN-SAINES; BRASIL; KERIN; et al., 2019; HCINI;
KUGBE; RAFALIMANANA; et al., 2021; PAIXAO; CARDIM; COSTA, et al., 2022).

2.2 Aspectos imunoldgicos associados as infecgdes pelo virus Zika

A RI desenvolvida durante a infeccdo por Zika ndo esta completamente esclarecida e
existem dificuldades na compreensdo de quais fatores induzidos pela infecgdo modulam a Rl
e contribuem para o agravamento dos casos clinicos e ocorréncia da SCZ, no entanto, a
participacdo de diversos mecanismos da RI inata e adaptativa tém sido demonstrados
(PIERSON; DIAMOND, 2018).

Eventos da RI inata que interferem no reconhecimento do virus Zika e no controle
inicial da infeccdo sdo alvo de diversos estudos em modelos animais e in vitro. Mecanismos
envolvendo os interferons (IFN) do tipo 1, como os Interferons alfa (IFN-o) e beta (IFN-B), e
seus receptores IFNARL e IFNAR2, mostraram ser relevantes para 0 curso da infecgdo.
Fémeas de camundongos gravidas, knockout para o IFNARL, e selvagens tratadas com
anticorpos anti-IFNAR1 apresentaram infeccdo na placenta e mortes fetais (MINER; CAQO;
GOVERQO; et al., 2016). Corroborando isso, outro estudo mostrou que a producdo de
Interferon (IFN) tem funcdo antiviral frente & infeccéo pelo virus Zika em células da placenta
humana (BAYER; LENNEMANN; OUYANG,; et al., 2016). A inibicdo das vias do IFN
constituem um dos principais mecanismos de evasdo do virus Zika a Rl inata (GRANT;
PONIA; TRIPATHI; et al., 2016) e, além disso, o virus Zika parece ter como alvo de infec¢do
células que ndo possuem uma RI inata naturalmente eficiente, como as celulas progenitoras
neurais (PIERSON; DIAMOND, 2018). A principal hipdtese para a surgimento dos resultados
neurologicos adversos que caracterizam a SCZ é que o virus Zika pode infectar e atravessar as
células da placenta, atingindo o sistema neuroldgico fetal e causando danos. Assim, a infeccao
pelo virus Zika causa um desequilibrio na RI inata, inflamacdo excessiva e disfuncdo da
permeabilidade vascular da placenta, o que pode contribuir para prejudicar o desenvolvimento
do SNC do feto (DE NORONHA; ZANLUCA; AZEVEDO; et al.,, 2016; HIRSCH;
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ROBERTS; GRIGSBY:; et al., 2018; RABELO; DE SOUZA; SALOMAO; et al., 2020;
AZAMOR; CUNHA; DA SILVA,; et al., 2021).

Em relacdo a resposta imune adaptativa, estudos tém demonstrado as respostas
mediadas por células T frente a infeccédo por virus Zika, porém pouco se sabe sobre como ela
ocorre em humanos. De maneira geral, os dados apontam para a geragdo de uma imunidade
celular robusta e duradoura. Foi demonstrado que, em camundongos, a ativacao de linfocitos
TCD8" podem reduzir a carga viral e que a deplecdo dos linfécitos TCD8" ou deficiéncias
genéticas nestas células levam ao aumento da carga viral frente a infeccdo por virus Zika
(ELONG NGONO; VIZCARRA; TANG; et al., 2017). Também em modelo murino, foi
demonstrado que a estimula¢do com o virus Zika induziu uma polarizacdo de respostas para o
perfil Th1, com a producdo de citocinas como IFN-y, TNF-a e IL-2, e que células T CD4" sdo
necessarias principalmente para a geracdo de uma resposta humoral efetiva especifica contra o
virus Zika, mas ndo para uma resposta eficiente de linfocitos T CD8* (ELONG NGONO;
YOUNG; BUNZ; et al., 2019). Avaliando o perfil de células T multifuncionais de pacientes
dois anos apds a infecgdo por Zika, Neto e colaboradores (2020) observaram um forte perfil
pro inflamatdrio contra antigenos do virus Zika, especialmente células T produzindo IFN-y ¢
IL-17A, assim como a participacdo da citocina regulatoria 1L-10. Ademais, foi demostrada
uma variacdo no perfil de producdo de citocinas entre as células T CD4* e T CD8* de acordo
com o peptideo do virus Zika utilizado no estimulo (PEREIRA NETO; GONCALVES-
PEREIRA; DE QUEIROZ; et al., 2020).

O impacto da imunidade prévia a outros flavivirus, especialmente Dengue, frente a
infeccdo por virus Zika na dinamica das células TCD4" também tem sido alvo de estudos, o
que traz implicacdes importantes para os paises em que ocorre circulacdo de diferentes
arbovirus, como no Brasil. Foi demonstrado que células T de memdria primadas para Dengue
por infeccdo natural ou vacinacdo reconhecem peptideos do virus Zika e modulam a
magnitude e qualidade da RI, propiciando um controle mais eficiente frente a infeccdo por
virus Zika (GRIFONI; PHAM; SIDNEY; et al., 2017). Coadunando com estes resultados,
Wen, Wang, Valentine et al. (2020) demonstraram, a partir de experimentos com
camundongos, que células T CD4" com reatividade cruzada para Dengue/Zika quando
infectadas pelo virus Zika produzem uma resposta com citocinas do perfil Thl eficientes e
podem suprimir a replicacdo do virus Zika de maneira ndo dependente de anticorpos do tipo
IgG (WEN; WANG; VALENTINE; et al., 2020). Contudo, estudo prévio do nosso grupo
demonstrou que maes que tiveram criangas com SCZ durante os anos de 2015 e 2016 no

Brasil apresentam evidéncia de imunidade soroldgica prévia ao virus da Dengue, sugerindo
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que a microcefalia, desfecho mais preocupante das infeccdes pelo virus Zika, pode ocorrer em
mées imunes ao Dengue (REYNOLDS; WATBER; SANTOS; et al., 2020).

O funcionamento das células B frente a infeccdo por Zika também vem sendo
elucidado. A deteccdo de anticorpos IgM contra o virus Zika ocorre, em geral, apds o terceiro
dia de inicio dos sintomas clinicos e ap0s 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 virus Dengue, é associada a reacdo cruzada
de anticorpos, devido a similaridade genética molecular dos virus. Esse aspecto pode afetar
negativamente a producdo de anticorpos especificos para o virus Zika, demonstrada quando
comparada com a resposta de individuos nunca infectados com outros flavivirus (ROGERS et
al.,, 2017; STETTLER, et al.,, 2016). Alem disso, essa reatividade cruzada a antigenos
aumenta a complexidade de desenvolvimento de diagndsticos soroldgicos especificos e gera
especulacOes acerca das implicagdes para a protecdo ou patogénese das doencas causadas pelo
virus Zika. Outros estudos também apontam para uma eficiente memdria imunoldgica
desenvolvida pds infeccdo pelo virus Zika. Assim, a prevaléncia de individuos
sorologicamente positivos para o virus Zika vem sendo relacionada ao decréscimo no nimero
de casos da doenga apds o surto inicial no Brasil em 2015 (NETTO; MOREIRA-SOTO;
PEDROSO; et al., 2017).

Alguns biomarcadores da RI ja foram descritos como caracteristicos da infec¢do por
Zika 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
monocitos (MCP1) e TNFa mostraram-se aumentados em mulheres grévidas que foram
infectadas pelo virus Zika e gestavam criancas com malformagdes congénitas, quando
comparadas com as que gestavam criangas normais, as quais apresentaram aumento de fator
de crescimento nervoso do tipo beta (BNGF) e fator de célula tronco (SCF). Diferengas na
expressdo de interleucina-18 (IL-18), IP-10 e fator de crescimento do hepatdcito (HGF)
também foram encontradas entre criangas que nasceram com ou sem anormalidades
congénitas associadas a infecgdo por Zika (KAM; LEITE; LUM; 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 infecgdo pelo virus Zika induzindo
anomalias fetais (FOO; CHEN; CHAN; et al., 2018). A avaliacdo de tecido cerebral de casos
fatais de microcefalia causada pela infecgdo pelo virus Zika mostrou alta expresséo de varios
marcadores de apoptose e de citocinas pro e anti-inflamatorias, como TNFa, interleucina-IL-

1B (IL-1pB), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10), fator transformador de crescimento-
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B (TGF-B) e interleucina-33 (IL-33) (DE SOUSA; AZEVEDO; MARTINS FILHO; et al.,
2018). Entretanto, ndo é possivel determinar se esses achados decorrem de uma baixa
producdo 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 modulagdo da Rl nos momentos
iniciais da infeccdo afeta 0 comportamento clinico das doencas associadas ao virus Zika.
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3 SNPs E SUSCEPTIBILIDADE AS INFECCOES VIRAIS

Dentre os fatores genéticos, os SNPs sdo variacdes intraespécies caracterizadas por
uma variacdo simples na sequéncia gendmica de determinada populagdo. Estes sitios no
genoma, onde variantes de um nucleotideo sdo comuns na populacgdo, representam a maior
fonte de variabilidade genética entre os individuos e, quando funcionais, podem levar a
diferencas fenotipicas relevantes para a area da saude, uma vez que podem determinar
variagOes na producdo de proteinas, quando situados em regides de regulacdo génica ou afetar
as fungdes da proteina produzida, quando situados em regido de codificacdo génica
(ALBERTS, JOHNSON, LEWINS, 2017).

Os produtos dos genes envolvidos na Rl inata e adaptativa podem estar sob influéncia
de SNPs e a existéncia destes ajuda a explicar 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).

Neste interim, a literatura tem demonstrado importante participacdo de SNPs em

diversas doencas infecciosas, incluindo infeccdes virais.

3.1 Papel dos SNPs na resposta imune ao virus Zika

Pouco se conhece a respeito dos fatores do hospedeiro que regulam a susceptibilidade
as infeccdes pelo virus Zika e ocorréncia da SCZ. Contudo, por se tratar de doenca
multifatorial, espera-se que as infeccBes e o desenvolvimento das formas mais graves sejam
influenciados pelas caracteristicas genéticas do hospedeiro.

Corroborando neste sentido, Caires-Junior, Goulart, Melo, et al. (2018) demonstraram,
através da andlise do exoma completo, que gémeos dizigdticos, discordantes para a
microcefalia (em que uma crianga nasceu com microcefalia e a outra nasceu sem
malformacdes congénitas), expostos a infeccdo pelo virus Zika durante a gestacdo, nédo
possuiam variaces geneticas de heranca monogénica que explicassem a microcefalia nos
gémeos acometidos. Apesar disso, as células progenitoras neurais dos gémeos acometidos

demonstraram diferencas na expressdo génica e maior suscetibilidade a infeccdo por Zika in
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vitro, quando comparadas com células dos gémeos ndo acometidos. Assim, possiveis
variagdes génicas pontuais funcionais nos gémeos com microcefalia parecem ser importantes
e podem explicar a patogénese causada pelo virus Zika, levando a diferentes respostas frente a
infeccdo.

Poucos estudos tém demonstrado associagdo entre variantes do tipo SNP e a SCZ.
Estudo recente, realizado a partir do sequenciamento do exoma de mées de criangas com SCZ
que foram infectadas pelo virus Zika durante a gestacdo, encontrou associacdo de variacdes do
tipo SNP nas mées que tiveram criancas com a SCZ, quando comparadas com maes que
foram positivas para o virus Zika 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 transducdo de sinal em células eucariotas, regulando a RI inata e
adaptativa, o que pode interferir diretamente no curso da infeccdo pelo virus Zika (ROSSI;
FAUCZ; MELO; et al., 2018).

Porém, SNPs localizados em outras regifes génicas como introns ou em regifes
intergénicas de regulacdo, 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 identificacdo de SNPs funcionais em outras regides génicas que
podem estar associados aos desfechos decorrentes de infeccOes por Zika, podem ajudar a
elucidar a patogénese da doenca. Nesse sentido, artigo prévio do grupo mostrou importante
associagcdo de SNP funcionais nos genes receptor Toll-like 3 (TLR3) e TNFa, com a
ocorréncia e gravidade da SCZ, reforcando a relevancia de fatores genéticos na patogénese
das infecgBes causadas pelo virus Zika (SANTOS; RIBEIRO; ALVES; et al., 2019).
Posteriormente, o papel de variagfes nos genes interferon-A (IFN-L), 6xido nitrico sintetase-2
(NOS2) foram também sugeridos (AZAMOR; CUNHA; DA SILVA, et al., 2021; GOMES;
SGARIONI; BOQUETT; et al., 2021; ROSSI; FAUCZ; MELO; et al., 2021).

Dentre as vantagens de um estudo genético esta a 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 0s achados sdo causa ou consequéncia do
“status” da doenga. Ao contrario, a associacdo de SNPs funcionais, que afetam a produgao de
determinadas citocinas ou outros produtos da RI, da subsidios para entender melhor a
influéncia dos produtos da RI na ocorréncia ou apresentacdo clinica da doenca, pois 0s
polimorfismos determinam alteracdes na RI1 antes da infeccéo ocorrer.

Estes achados na literatura sugerem que diferentes genes atuam na susceptibilidade a

infeccdo em diferentes populacGes e reforcam a necessidade de replicacdo de estudos
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avaliando aspectos genéticos na infecgdo pelo virus Zika. Nesse contexto, a avaliagdo de
SNPs funcionais em genes da imunidade inata envolvidos na Rl & virus ajudam na

compreensdo de quais fatores genéticos estdo ligados a ocorréncia da SCZ.
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4 OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar a associacdo entre polimorfismos de nucleotideo Unico em genes candidatos

com infecgdo pelo virus Zika e a ocorréncia da sindrome congénita do Zika.

o Hipétese: Polimorfismos genéticos em genes candidatos, importantes para a
resposta imune a virus, estdo associados a ocorréncia e gravidade da

sindrome congénita do Zika.

4.2. Especificos

1. Avaliar aspectos epidemioldgicos e clinicos associados a infecgdo pelo virus Zika e a
ocorréncia de SCZ;

2. Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de SNPs nos genes TREM1, CXCL10,
IL4, CXCLS8, TLR3, TLR7, IFNRI, IFNy, CXCR1, IL10, CCR2 e CCR5 em
individuos expostos a infecgdo pelo virus Zika;

3. Verificar a associacdo de SNPs nos genes TREM1, CXCL10, IL4, CXCL8, TLR3,
TLR7, IFNR1, IFNy, CXCR1, IL10, CCR2 e CCR5 com a ocorréncia da SCZ;

4. Analisar diferencas genéticas do tipo SNPs entre criangas com microcefalia, com

quadros clinicos de diferentes gravidades.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do estudo e desenho experimental
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Trata-se de um estudo de caso-controle retrospectivo. As metodologias utilizadas para

a elucidagdo dos objetivos estdo agrupadas de acordo com o desenho experimental exposto

abaixo.

5.1.1 Desenho experimental dos objetivos especificos

Controles sem

Casos de SCZ histérica de SCZ
Recrutamento de todos os
participantes
|
v [ 2

Obtencao de sangue periférico

|

¥

Separacgdo de soro e plasma Extracéo de DNA genémico

|

Dosagens de IgG especificas
para Zika e Dengue

CCR2, CCR5

Genotipagem dos SNPs nos genes
TREM1, CXCL10, IL4, CXCL8, TLR3,
TLR7, IFNGR1, IFNy, CXCR1, IL10,

Coleta de dados clinicos e

epidemiolégicos

'

Comparagao das frequéncias alélicas e
genotipicas de SNPs entre casos e
controles - associagdo com a infecgéo pelo
virus Zika - per se

Comparagao entre as frequéncias alélicas
e genotipicas dos SNPs e caracteristicas
fenotipicas da doenga no grupo caso
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5.2 Aspectos éticos

Este estudo envolveu pesquisa com seres humanos e cumpriu as recomendacdes 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 imunoldgico nas infec¢bes pelos virus
Zika, Chikungunya e Dengue na patogénese de anomalias fetais e em doencas de individuos
adultos” (com Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica 54835916.2.0000.5546 e
parecer numero 1.486.302).

5.3 Local de realizacédo do estudo

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério 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 Sergipanos de Aracaju, Nossa Senhora do Socorro, Itabaiana e Campo do Brito.

5.4 Populacéo estudada

Foram recrutados pacientes que se apresentaram por demanda espontanea e
consecutiva nos ambulatérios de infectologia, pediatria, clinica médica ou de outros servicos
do HU-UFS, com quadros clinicos sugestivos de arboviroses ou que tiveram associacdo
prévia com a infeccdo pelo virus Zika. 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, nauseas e exantema maculopapular. Casos
clinicos com associacdo prévia com a infeccdo pelo virus Zika incluiram criangas com
microcefalia, nascidas durante a epidemia do virus Zika (de julho de 2015 a marco de 2017) e
suas mées. O HU-UFS é unidade de referéncia para o atendimento, tratamento e reabilitacdo
dos casos de microcefalia de todos os municipios do estado de Sergipe. O recrutamento de
todos os individuos inclusos no estudo e a coleta das amostras bioldgicas dos mesmos foram

realizadas durante o periodo de julho de 2016 a agosto de 2019.
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Foram recrutados:

o Grupo caso:

e Ma@es de criancas com microcefalia associada a infecgdo por virus Zika (M-MICRO);

e Criancas com microcefalia associada a infeccdo por virus Zika *(C-MICRO).
*Individuos nessa categoria podem apresentar outras malformacBes em adicdo a
microcefalia

o Grupo controle:

e Mades de criancas de area endémica as infec¢Bes por virus Zika, que tiveram filhos sem
microcefalia, nascidos no mesmo periodo do surto de virus Zika (M-CT);

e Criancas saudaveis de area endémica a infeccdo por virus Zika, que nasceram no

mesmo periodo do surto de virus Zika (C-CT).

Para andlise, 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 Criancas com microcefalia (CM): mais do que dois desvios-padrdo abaixo da média,

para a idade gestacional e sexo;

e Criangas 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, serdo utilizadas as siglas descritas acima para

discriminar os respectivos grupos.

5.4.1 Critérios de inclusdo e exclusao

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 voluntaria. Apos aceitacdo do paciente em
participar do estudo, a infeccdo prévia por virus Zika foi confirmada pela deteccdo de
imunoglobulinas do tipo 1gG para o virus Zika, por Ensaio de Imunoabsor¢do enzimética
(ELISA), descrito no item 5.5.6.1.
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Os pacientes que recusaram participar da pesquisa, pacientes que receberam
tratamentos imunossupressores e pacientes com comorbidades (incluindo infeccdo por HIV e
malignidade) foram excluidos do estudo. Para o Grupo caso, 0s pacientes que foram
diagnosticados como Zika negativo também foram excluidos deste estudo. O diagnostico
negativo refere-se a ndo-detec¢do de imunoglobulinas do tipo IgG para o virus Zika pelas
técnicas descritas no item 5.5.6.1. Os pacientes excluidos do estudo continuaram a ser
beneficiados com o tratamento e acompanhamento devidos nos ambulatorios do HU-UFS.
Diagnosticos e exames clinicos e laboratériais foram realizados pela equipe médica do HU-
UFS para confirmar os danos neuroldgicos das criangas que foram incluidas no grupo caso.
Outras infeccBes que poderiam induzir lesdo neuroldgica foram descartadas por meio de

investigacao clinica e testes soroldgicos.

5.5 Metodologias dos objetivos especificos

5.5.1 Coleta de informacdes clinico-epidemioldgicas

Informacdes clinico-epidemioldgicas foram coletadas por meio de entrevista
semiestruturada a partir de questionario (APENDICE B) aplicado pelos pesquisadores
responsaveis pelo estudo. Alguns dados complementares também foram obtidos por meio de
busca ativa em prontuarios disponiveis no HU-UFS.

5.5.2 Obtencao de soro e plasma

Por meio de venipuntura, 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 separacao do soro e plasma,

respectivamente. As amostras de soro e plasma obtidas foram estocadas a -80 °C até o uso.

5.5.3 Obtencdo de DNA gendmico

Amostra de 8,5 mL de sangue total foram coletadas em tubos contendo Acido Citrico,
Citrato de Sdédio e Dextrose. Em seguida, os eritrdcitos foram lisados utilizando um tampao

de lise a base de sacarose. A partir deste lisado ou utilizando amostras de 200 uL de sangue
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total coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA K2, foi extraido o DNA gendmico
(gDNA) usando o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogem™), segundo as instrucoes
do fabricante. De forma breve, foram adicionadas 20 pL de RNase A e 20 UL 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 tampéo de
hemolise, e as amostras foram incubadas por 10 min a 55 °C. A reacdo foi interrompida
adicionando 200 pL de alcool etilico absoluto, e 640 puL da amostra foi entdo centrifugada a
10.000g por 1 min, a temperatura ambiente, em coluna de centrifugacdo baseada em silica,
disponivel no kit. Em seguida, as amostras de gDNA retidas na coluna foram lavadas por
meio da adigdo do tampéo de lavagem 1 e centrifugadas a 10.000g por 1 min a temperatura
ambiente e com o tampdo de lavagem 2 e centrifugadas a velocidade maxima por 3 min, a
temperatura ambiente. Apds as lavagens, as amostras de gDNA retidas na coluna foram
eluidas por adicdo de 80 pL do tampdo de eluicdo do kit e foram submetidas a centrifugacéo
por 1 min & 16.000g, a temperatura ambiente. Ao fim do processo de eluicdo, se obteve
gDNA purificado.

5.5.4 Quantificacdo do gDNA

ApoOs a extracdo realizada conforme o item 5.5.3, 2 uL do gDNA foi quantificado no
espectrofotdbmetro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific, Wilmington, EUA,) utilizando
absorbancia de 260 nm. Além 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. Razdes 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 estocadas a -80 °C até analise. A quantidade
e a pureza do DNA foram utilizadas como parametros para a realizacdo da Reagdo em Cadeira

da Polimerase em Tempo Real (QPCR — do inglés Quantitative polymerase chain reaction).

5.5.5 Genotipagem dos SNPs por gPCR

As amostras de gDNA, obtidas seguindo a metodologia explicitada no item 5.5.3
foram diluidas, em agua livre de nucleases, para a concentracdo final de 50 ng/pL. Em

seguida, as amostras foram submetidas ao protocolo de Reacdo em Cadeira da Polimerase em
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Tempo Real para genotipagem, seguindo as instrugdes dos fabricantes. De maneira breve, 2,5
pL das amostras diluidas de gDNA foram distribuidas em placa de 96 pocos, juntamente com
1 pyL de agua livre de nucleases, 5,5 pL de TagMan® Genotyping Master Mix e 0,5 pL de
sonda de discriminacdo alélica TagMan® SNP Genotyping especificas para cada gene
avaliado por pogo (Quadro 1). As leituras das fluorescéncias decorrentes das amplificacGes
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. Os SNP avaliados foram selecionados por serem funcionais,
terem sido associados a outras doencas infecciosas e ocorrerem em genes importantes para a
RI contra virus.

Quadro 01 Identificagdo e informagdes gerais dos SNPs avaliados. Gene, identificacdo do SNP, localizagédo

cromossdmica e regido génica, tipo de troca de base, frequéncia do alelo alternativo e ensaios de sondas
TagMan® utilizados nesse estudo

Gene SNP ID Cromossomo / Tipo de FAA* FAA** Cdd. Comercial
Localizagdo substituicao do ensaio
do SNP

TREM1 rs2234246 Chr.6/3' UTR Transicdo T=50% | T=43% | C__ 1165058 20
CXCL10 rs4508917 Chr.4/ Intron Transicdo G=32% | G=29% | C___ 497053_10
IL4 rs2243250 Chr.5/ Upstream Transi¢do T=2% T=34% | C__16176216_10
CXCLS8 rs4073 Chr.4/ Upstream Transversdo | T=51% T=46% | C_ 11748116 10
TLR3 rs3775290 Chr.4/ Intragénica Transicéo T=28% T=27% | C__11785995 20
TLR7 rs179008 Chr.X/ Intragénica Transicdo T=18% | T=18% | C__ 2259574 10
IFNR1 rs2234711 Chr.6/5' UTR Transi¢do G=44% | G=43% | C_11693991_10
IFNy rs181407537 Chr.12/5'UTR Transicdo | C=0.1% | C=0.06% | C_176992733_10
CXCR1 rs2854386 Chr.2/ Downstream | Transversdo | C =89% C=86% C__15826161_10
IL10 rs1800871 Chr.1/ Upstream Transi¢do G=67% | G=69% | C__ 1747362_10
rs1800872 Chr.1/ Upstream Transversdo | G=67% | G=67% | C__ 1747363_10

rs1800896 Chr.1/ Intragénica Transi¢do C=35% | C=40% | C__ 1747360_10

CCR2 rs1799864 | Chr.3/ Intragénica Transicdo | A=13% | A=12% | C_ 64650303 _10
CCR5 rs1800023 Chr.3/ Intron Transicdo G=35% | G=30% | C__ 9698604 20
rs1800024 Chr.3/ Intron Transigdo T=14% T=13% | C_ 64650310 _10

rs1799987 Chr.3/ Intron Transicao G=47% | G=49% | C_ 11988176 _10

rs1799988 Chr.3/ Intron Transicao T=47% T=49% | C_ 11988170 20

*Frequéncia do alelo alternativo na populacéo brasileira (ABraOM database); ** Frequéncia global do alelo

alternativo (gnomAD database). Disponivel em:<https://abraom.ib.usp.br/>, <https://gnomad.broadinstitute.org/>,

<https://www.thermofisher.com/br/en/home.htmI|>.

5.5.6 Diagnostico da infeccéo pelo virus Zika

O diagnostico das amostras obtidas conforme o item 5.5.2 foi realizado através de

ensaio sorologico ELISA.
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5.5.6.1 Diagndstico por sorologia - ELISA

Para a deteccdo de anticorpos especificos contra o virus Zika foi utilizado os Kits
ELISA Anti-Zika Virus IgM (Novagnost®) e ELISA Anti-Zika Virus IgG (Euroimmun,
Medizinische Labordiagnostika AG®) seguindo as instru¢des do fabricante. Para diagndstico
diferencial das infeccbes pelo virus Zika, por conta da endemicidade e semelhanga dos
sintomas compartilhadas com infeccdo pelo virus Dengue, foi utilizado Anti-Dengue Virus
IgG (Euroimmun, Medizinische Labordiagnostika AG®). De maneira geral, as amostras de
pacientes foram diluidas na proporcdo de 1:101 em tampdo de amostra disponivel no kit e
incubadas a 37 °C durante 1 hora. Em seguida, os pocos da placa foram lavados 3 vezes com
tampao de lavagem disponivel no kit. Ap6s o ciclo de lavagem, a 1gG anti-humana secundéria
conjugada com a peroxidase foi adicionada aos pocos e incubada a 37 °C por 30 minutos. Um
novo ciclo de lavagem foi realizado e apoés, foi adicionado solu¢do de cromogénio/substrato
em cada poco da placa e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. A reagdo foi
interrompida adicionando 100 pL de solucdo de parada. A leitura da densidade dptica foi
medida em 450 nm e 630 nm usando o espectofotometro 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).

5.5.7 Andlise 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 associacdes
entre a ocorréncia de SCZ e os SNPs foram avaliadas comparando 0s grupos caso e controle por
meio de regressdo logistica univariada usando o software R (versdo 3.4), com 0 pacote
“SNPassoc” e/ou através do software GraphPad Prism 7 (Graphpad software, San Diego, CA,
USA), utilizando o teste de Qui-quadrado (X?) ou o teste Exato de Fisher, com calculo de
Odds Ratio. Os resultados foram avaliados considerando um intervalo de confianga (IC) de
95%, sendo os valores considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.

Para verificar as associagdes, foram feitas diferentes combinacbes de acordo com
diferentes modelos de andlises, considerando as variaveis dependentes e independentes para
cada parametro analisado. De forma geral, foram utilizadas como variaveis independentes: a

distribuicdo genotipica e alélica para o gene avaliado, e caracteristicas clinico-
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epidemioldgicas; como varidveis dependentes: presenca ou auséncia de microcefalia
associada a infec¢do pelo virus Zika e a gravidade da microcefalia.

As variaveis quantitativas foram comparadas entre os grupos usando o teste t de
Student ou o teste U de Mann-Whitney.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinico-epidemioldgicas

As caracteristicas dos pacientes incluidos neste estudo sdo mostradas na Tabela 1.
Seguindo os critérios estabelecidos no item 5.4, foram incluidos um total de 151 individuos
no grupo caso, sendo 75 M-MICRO e 76 C-MICRO, e 94 individuos no grupo controle, sendo
47 M-CT e 47 C-CT. A variagéo de idade entre o grupo M-MICRO e o grupo M-CT foi de 14
— 40 anos, com uma média de 25.4 e 24.3 anos, respectivamente (Tabela 1, p = 0.312).
Quanto a presenca de sintomatologia, a maioria das maes que compuseram o M-MICRO
foram sintomaéticas (76%), enquanto no grupo M-CT, as maes sintométicas foram minoria
(25.53%) (Tabela 1, OR = 9.23; IC 95% = 3.95 — 20.71; p = <0.0001). Os sintomas mais
frequentes relatados foram exantema, febre e artralgia, com 80.70 %, 61.40% e 59.64% para o
grupo M-MICRO e 50%, 66.66% e 58.33% para o grupo M-CT, respectivamente. Quanto ao
periodo de ocorréncia dos sintomas durante a gestdo, na maioria das mées no grupo M-
MICRO (50%) os sintomas ocorreram durante o primeiro trimestre de gestacédo, seguido por
36.84% no segundo trimestre e 13.16% no terceiro trimestre. Ja, no grupo M-CT, o trimestre
com maior ocorréncia de sintomas foi o segundo (50%), seguido do primeiro trimestre
(33.33%) e do terceiro (16.67 %) (Tabela 1, p = <0.748).
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Tabela 1. InformagGes clinico-epidemioldgicas dos individuos incluidos no estudo de associacdo entre a
sindrome congénita do Zika e polimorfismos de nucleotideo Unico.

Variaveis Grupo caso Grupo controle OR (IC 95%) p
M-MICRO M-CT
Total (n=75) (n=47)
Idade 25.4 (14 - 40) 24.3 (14 - 40) 0312
Ocorréncia de sintomas
Assintomaético 18 (24) 35 (74.47)
Sintomatico 57 (76) 12 (25.53) 9.23(3.95-2071) <0.0001
Sintomatologia durante a gestacdo (% em todas as sintomaticas)
Febre 35 (61.40) 8 (66.66) 0.79(0.24-2.77)  >0.999
Artralgia 34 (59.64) 7 (58.33) 1.05(0.32-3.68)  >0.999
Exantema 46 (80.70) 6 (50.0) 4.18(1.18-13.50)  0.058
Conjuntivite 4 (7.0) 0 >0.999
Mialgia 28 (49.12) 6 (50.0) 0.96(0.27-3.38)  >0.999
Dor Retro-orbitaria 20 (35.1) 3 (25.0) 162(0.43-6.02)  0.737
Linfadenopatia 7 (12.28) 2 (16.66) 0.70(0.14-3.74)  0.650
Prurido 7 (12.28) 0 0.340
Trimestre de ocorréncia da sintomatologia da infeccédo por ZIKV *
1° trimestre 19/ 38 (50.0) 2/ 6 (33.33)
20 trimestre 14/ 38 (36.84) 3/6 (50.0) 0.748
3° trimestre 5/ 38 (13.16) 1/ 6 (16.67)
19G ZIKV
Positivo 71 (94.67) 19 (40.43)
Negativo 0 20 (42.56)
Borderline 4 (5.33) 4 (8.5)
1gG DENV
Positivo 68 (90.67)
Negativo 4 (5.33)
Borderline 3(4.0)
C-MICRO C-CT
Total (n=76) (n=47)
Sexo (%)
Feminino 41 (53.95) 17 (36.17)
Masculino 35 (46.05) 30 (63.83) 2.06 (0.95 - 4.44) 0.064
Classificagdo do PC ao nascimento
Adequado para a idade 0 44 (100)
Microcefalia grave (CMG)** 42/ 60 (70.0) 0
Microcefalia (CM)** 18/ 60 (30.0) 0
Periodo de nascimento Jul. 2015 - Mar. 2017 Abr. 2015 - jul. 2017

M-MICRO, maes que tiveram criangas com sindrome congénita do Zika; M-CT, mdes que vivem em areas
endémicas do Zika, que tiveram criangas saudaveis durante o surto do virus Zika; C-MICRO, criangas com
sindrome congénita do Zika; C-CT, crian¢as saudaveis nascidas de mées residentes em areas endémicas do virus
Zika; PC = Perimetro cefalico. *Nao foi possivel obter a informacdo de todos os participantes. A informacéo
sobre o trimestre da infeccdo pelo virus Zika durante a gravidez ndo estava disponivel ou as maes responderam
que ndo se lembravam. **Individuos desta categoria podem apresentar outras malformacdes além da

microcefalia. As varidveis quantitativas foram comparadas entre os grupos usando o teste t de Student ou o teste
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U de Mann-Whitney e sdo apresentadas como valor médio, minimo e maximo; As varidveis categéricas foram
comparadas entre os grupos por meio do teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher; Negrito indica

estatisticamente significativo.

Em relacdo as criangas incluidas no estudo, o grupo C-MICRO foi composto 53.95%
pelo sexo feminino e 46.05% pelo sexo masculino, enquanto o grupo C-CT foi composto por
36.17% e 63.83% para os sexos feminino e masculino, respectivamente (Tabela 1, OR = 2.06;
IC 95% =0.95 - 4.44; p = 0.064).

Quanto a classificagdo do PC ao nascimento, a maioria das criancas do grupo C-
MICRO nasceram com microcefalia grave (70%), enquanto 30% delas nasceram com
microcefalia, de acordo com a classificacdo explicitada no item 2.2.4 (Tabela 1). No grupo C-
CT todas as criancas nasceram com o PC adequado para a idade gestacional. Ndo houve
diferencas significativas entre o periodo de nascimento das criancas incluidas nos grupos caso

e controle (Tabela 1).

Tabela 2. Varidveis clinico-epidemioldgicas nos casos de sindrome congénita do Zika estratificados pela
gravidade da microcefalia

Variaveis CMG™ v
(n=42) (n=18) P
Sexo
Feminino (%) 23 (54.76) 10 (55.6)
Masculino (%) 19 (45.24) 8 (44.4) ~0.999
Peso (g) n=24 n=s;s
2.57(1.30-3.70) 3.18(2.95-3.40) 0.004
Comprimento (cm) n=21 n=s;s
452(34.0-49.0) 48.4(47.0-49.0) 0.006
Duracéo da gestacio n=40 n=18
Pré-termo 2(5) 2(11.11)
Termo 36 (90) 15 (83.33)
Pos-termo 2(5) 1(5.56) 0.689
Presenca de sintomas da infeccio por ZIKV na mée n=42 n=18
Sintomatica (%) 34 (80.96) 11 (61.11)
Assintomatica (%) 8 (19.04) 7 (38.89) 0.118
Trimestre de ocorréncia da sintomatologia da infeccio por
ZIKV n=24 n=7
1st 12 (50) 5(71.42)
2nd 8(33.33) 1(14.29)
3rd 4 (16.67) 1(14.29) 0.562

Perimetro cefalico ao nascimento (cm) 28.25(22.5-30.0) 31.0(30.0-34.0) <0.0001
CMG, criancas com microcefalia grave devido a sindrome congénita do Zika; CM, criangas com microcefalia

devido a sindrome congénita do Zika; A informacdo sobre o trimestre de infec¢do pelo virus Zika durante a
gravidez ndo estava disponivel ou as mées responderam que ndo lembravam; Pré-termo: menos de 259 dias (37

semanas), termo: 259-293 dias (37-41 semanas), pos-termo: 294 dias (42 semanas) ou mais; As variaveis
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quantitativas foram comparadas entre os grupos usando o teste t de Student ou o teste U de Mann-Whitney e sdo
apresentadas como valor médio, minimo e maximo; As variaveis categoricas foram comparadas entre 0s grupos
por meio do teste Qui-quadrado ou teste Exato de Fisher; Negrito indica estatisticamente significativo.

**|ndividuos desta categoria podem apresentar outras malformacdes além da microcefalia.

A fim de caracterizar melhor o grupo C-MICRO, as criangas com microcefalia (CM) e
com microcefalia grave (CMG) foram avaliadas. Foram encontradas diferencas significativas
entre 0s grupos no tamanho do perimetro cefélico ao nascer (Tabela 2, p = <0.0001), peso ao
nascer (Tabela 2, p= 0.004) e comprimento ao nascer (Tabela 2, p = 0.006). As diferencas
existentes entre 0s grupos quanto a duracdo da gestacdo, presenca de sintomatologia nas méaes
durante a gestac&o e trimestre de ocorréncia dos sintomas relacionados a infeccéo pelo virus

Zika n&o foram significativas (Tabela 2).

6.2 Distribuicdo e comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas para os SNPs
analisados.

O teste de EHW mostrou desvio de equilibrio na populacdo controle para os SNPs
CXCL10 rs4508917, TLR7 rs179008 e 1L10 rs1800896 (Tabela 3). A frequéncia do alelo
alternativo para o SNP IFNy rs181407537 é menor do que 0.5 (Quadro 01), por isso este SNP
foi excluido das demais andlises. As frequéncias alélicas e genotipicas totais de todos os SNP
analisados (Quadro 01) estdo listadas na Tabela 4.

A avaliacdo da associacdo entre os grupos ndo encontrou diferencas entre as
frequéncias genotipicas e alélicas para os SNPs analisados nos genes, TLR3, TLR7, IFNGRI,
CXCRI, IL10, CCR2, CCRS5, quando comparadas entre M-MICRO versus (vs) M-CT e C-
MICRO vs C-CT.



Tabela 3. Teste de EHW na populacédo controle para os polimorfismos de nucleotideo Unico estudados.

Grupo controle

Gene SNP p
TREM1 rs2234246 0.1802
CXCL10 rs4508917 0.0066
IL4 rs2243250 01391
CXCLS8 rs4073 0.5380
TLR3 rs3775290 0.2420
TLRY rs179008 0.0017
IFNR1 rs2234711 0.6803
IFNy rs181407537 ]
CXCR1 rs2854386 0.5926
IL10 rs1800871 0.2579

rs1800872 0.6475
rs1800896 0.0000
CCR2 rs1799864 1.0000
CCR5 rs1800023 0.2117
rs1800024 1.0000
rs1799987 0.4063
rs1799988 0.1450

A populacéo estd em EHW quanto a distribuicdo alélica e genotipica quando p > 0.025.



Tabela 4 Frequéncias alélicas e genotipicas totais de todos os polimorfismos de nucleotideo Gnico analisados

Frequéncias alélicas e genotipicas (%6)®

Grupo caso Grupo controle

Gene M-MICRO C-MICRO M-CT C-CT

n=73 n=76 n=47 n =47
CC  17(23,29) 16 (21,05) 3(6,38) 6 (12,77)
CT  41(56,16) 41 (53,95) 31 (65,96) 20 (42,55)
TREM1 rs2234246 TT 15 (20,55) 19 (25) 13 (27,66) 21 (44,68)
C 75 (51,37) 73 (48,03) 37 (39,36) 32 (34,04)
T 71 (48,63) 79 (51,97) 57 (60,64) 62 (65,96)

n=73 n=76 n=47 n=47
AA  38(52,05) 37 (48,68) 29 (61,70) 32 (68,09)
AG  27(36,99) 29 (38,16) 13 (27,66) 10 (21,28)

CXCL10 rs4508917

GG 8 (10,96) 10 (13,16) 5 (10,64) 5 (10,64)
A 103 (70,55) 103 (67,76) 71 (75,53) 74 (78,72)
G 43 (29,45) 49 (32,24) 23 (24,47) 20 (21,28)

n=75 n=76 n =47 n =47
cc 40 (53,33) 40 (52,63) 18 (38,30) 18 (38,30)
TC 26 (34,67) 27 (35,53) 18 (38,30) 20 (42,55)

1L4 rs2243250

TT 9 (12,00) 9 (11,84) 11 (23,40) 9 (19,15)
C 106 (70,67) 107 (70,39) 54 (57,45) 56 (59,57)
T 44 (29,33) 45 (29,61) 40 (42,55) 38 (40,43)

n=73 n=76 n=47 n=47
AA  28(38,36) 29 (38,16) 16 (34,04) 11 (23,40)
AT 32 (4384) 28 (36,84) 23 (48,94) 27 (57,45)

CXCLS8 rs4073

TT  13(17,81) 19 (25) 8 (17,02) 9 (19,15)
A 88 (60,27) 86 (56,58) 55 (58,51) 49 (52,13)

T 58 (39,73) 66 (43,42) 39 (41,49) 45 (47,87)
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n=73 n=76 n =47 n =47
CC 43 (58,90 39 (51,32) 23 (48,94) 23 (48,94)
CT  26(3562) 33 (43,42) 19 (40,43) 17 (36,17)
TLR3 3775290 tr 4 (548 4 (5.26) 5 (10,64) 7 (14,89)
C 112 (76,71) 111 (73,03) 65 (69,15) 63 (67,02)
T 34(2329) 41 (26,97) 29 (30,85) 31 (32,98)
n=73 n=76 n =47 n=47
AA 51 (69,86) 57 (75) 31 (65,96) 37 (78,72)
AT 19(26,03) 12 (15,79) 14 (29,73) 4 (8,51)
TLR7Ys179008 1 3411) 7(9.21) 2 (4.26) 6 (12,77)
A 121(82:88) 126 (82,89) 76 (80,85) 78 (82,98)
T 25(17.12) 26 (17,11) 18 (19,15) 16 (17,02)
n=73 n=76 n=47 n=47
AA 19 (26,03) 19 (25) 12 (25,53) 11 (23,40)
AG  39(5342) 42 (55,26) 24 (51,06) 26 (55,32)
IFNGR1 rs2234711 55 15 (20,55) 15 (19,74) 11 (23,40) 10 (21,28)
A 77(5274) 80 (52,63) 48 (51,06) 48 (51,06)
G 69 (47,26) 72 (47,37) 46 (48,94) 46 (48,94)
n=73 n=76 n=47 n=47
TT 73 (100) 76 (100) 47 (100) 47 (100)
TC 0 0 0 0
IFNy rs181407537 . . . . .
T 146 (100) 152 (100) 94 (100) 94 (100)
c 0 0 0 0
n=73 n=76 n=47 n=47
cC 52(1L3) 60 (78,95) 35 (74.47) 40 (85.11)
CG  21(28.77) 15 (19,74) 12 (25,53) 7 (14,89)
CXCR1rs2854386 . . s . .
C 1258562 135 (88,82) 82 (87,23) 87 (92,55)
G 21(1439) 17 (11,18) 12 (12,77) 7 (7,45)
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n=73 n=76 n =47 n =47

AA 12 (1644) 11 (14.47) 4 (851) 4 (851)
AG  39(5342) 40 (52,63) 24 (51,06) 24 (51,06)
IL10rs1800871 o5 95 (30,14) 25 (32,89) 19 (40,43) 19 (40,43)
A 63(43,15) 62 (40,79) 32 (34,04) 32 (34,04)
G 83(56,85) 90 (59,21) 62 (65,96) 62 (65,96)

n=73 n=76 n =47 n =47
TT 12 (1644) 11 (14.47) 4 (851) 5 (10,64)
TG 38(52,05) 40 (52,63) 23 (48,94) 21 (44,68)
IL10rs1800872 o 93 (31,50 25 (32,89) 20 (42,55) 21 (44,68)
T 62(4247) 62 (40,79) 31 (32,98) 31 (32,98)
G 84(5753) 90 (59,21) 63 (67,02) 63 (67,02)

n=73 n=76 n =47 n =47

T 0 0 0 0

TC 69 (94,52) 69 (90,79) 43 (91,49) 42 (89,36)
IL10rs1800896 o 4 (54g) 7(9.21) 4 (851) 5 (10,64)
T 69(47,26) 69 (45,39) 43 (45,74) 42 (44,68)
C  77(52.74) 83 (54,61) 51 (54,26) 52 (55,32)

n=73 n=76 n=47 n=47
AA 42 (57,53) 43 (56,58) 24 (51,06) 21 (44,68)
AG  26(3562) 30 (39,47) 19 (40,43) 25 (53,19)

CCRS1s1800023 5 5(p85) 3 (3,95) 4 (851) 1(213)
A 110(7534) 116 (76,32) 67 (71,28) 67 (71,28)
G 36(24,66) 36 (23,68) 27 (28,72) 27 (28,72)

n=73 n=76 n=47 n=47

AA 4549 1(1.32) 12.13) 0

AG 12 (1644) 24 (31,58) 10 (21,28) 14 (29,79)
CCR2rs1799864 55 57 (78,08) 51 (67,11) 36 (76,60) 33 (70,21)
A 20(1370) 26 (17,11) 12 (12,77) 14 (14,89)
G 126(86,30) 126 (82,89) 82 (87,23) 80 (85,11)
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n=73 n=76 n =46 n =45
AA 21 (28.77) 23 (30,26) 10 (21,74) 8 (17,78)
AG 32 (43:84) 35 (46,05) 24 (52,17) 26 (57,48)
CCRS 1799987 55 20 (27,40) 18 (23,68) 12 (26,09) 11 (24,44)
A 74(50,68) 81 (53,29) 44 (47,83) 42 (46,67)
G 72(4932) 71 (46,71) 48 (52,17) 48 (53,33)

n=73 n=76 n =47 n =47
CC 58 (79,45) 50 (65,79) 34 (72,34) 32 (68,09)
CT  11(1507) 25 (32,89) 11 (23,40) 15 (3L,91)

CCRSrs1800024  rp 4 (5,48) 1(1,32) 2 (4,26) 0

C  127(86.99) 125 (82,24) 79 (84,04) 79 (84,04)
T 19(13,01) 27 (17,76) 15 (15,96) 15 (15,96)

n=73 n=76 n=47 n=47
CC 26 (3562) 24 (31,58) 17 (36.17) 15 (31,91)
CT  27(36,99) 34 (44,74) 18 (38,30) 21 (44,68)
CCRSs1799988 1 50 (27.40) 18 (23.68) 12 (25,53) 11 (23.40)
C  79(54,11) 82 (53,95) 52 (55,32) 51 (54,26)
T 67 (45.89) 70 (46,05) 42 (44,68) 43 (45,74)

M-MICRO, maes que tiveram criangas com sindrome congénita do Zika; M-CT, mé&es que vivem em 4reas

endémicas do virus Zika, que tiveram criangas saudaveis durante o surto de virus Zika; C-MICRO, criangas com

sindrome congénita do Zika; C-CT, criancas saudaveis nascidas de mées residentes em areas endémicas do virus

Zika.
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6.2.1 Associacdo dos polimorfismos de nucleotideo Unico TREM1 rs2234246, CXCL10 rs4508917, IL4 rs224325 e CXCL8 rs4073 com a

sindrome congénita do Zika

Tabela 5. Frequéncia e distribuicdo de alelos e genétipos do polimorfismo de nucleotideo Unico TREM1 rs2234246 e sua associacdo com a sindrome congénita do Zika.

Grupo Caso Grupo Contole

Grupo Caso  Grupo Controle

Gene/SNP OR (IC 95%) OR (IC 95%) p
M-MICRO M-CT C-MICRO C-CT
TREM1 _ _ _ -
1s2234246 n=73 n=47 n=76 n=46
TT 15 (205  13(27.7) 19 (25.0) 21 (45.7)
cT 41(s6.2) ~ 31(66.0)  115(048-276) 0035  41(539)  19(4L3)  239(L04-544)
CC 17 (23.3) 3(64) 4.91 (1.17 - 20.62) 16 (21.1) 6 (13.0) 2.95 (0.96 - 9.08)
TT 15 (20.5) 13 (27.7) 148 (0.63 - 3.48) 19 (25.0) 21 (45.7)
CT+CC 58 (79.5) 34 (72.3) 0.371 57 (750 o5(543)  252(116-549)  0.019
TT+CT 56 (76.7) 44 (93.6) 4.45 (1.23 - 16.16) 60 (78.9) 40 (87.0)
cc 17 (23.3) 3(6.4) 0.010 15 019 6(13.0)  178(0.64-4.93) 0.255
C 75(51.4) 37 (39.36) 1.62 (0.95 - 2.72) 73 (48.0) 32 (34.0)
62 (0.95 - 2. X i
T 71(48.6)  57(60.64) 0.084° 9 (52.0) 62(66.0)  L179(L04-306) 0034
cC 17 (23.29) 3(6.39) 4.91 (1.29 - 18.05) 16 (21.0) 6 (12.8)
91 (1. : X _ i
TT 15(20.55) 13 (27.66) 0.031 19 (25.0) 21 (a47)  294(1.02-9.66) 0.066
log-Aditivo 73 47 1.87 (1.02-3.45)  0.039 76 46 1.85(1.06 -3.22) 0.026

3(%) numero de individuos com o alelo ou gendtipo especificado. Abreviaturas: M-MICRO, mulheres que deram a luz bebés com sindrome congénita do Zika; M-CT, mées

que vivem em areas endémicas do virus Zika que deram a luz bebés saudaveis; C-MICRO, criancas com sindrome congénita do Zika; C-CT, criancas saudaveis nascidas de

méaes residentes em areas endémicas do virus Zika. Resultados de modelos de regressdo logistica univariada e teste Exato de Fisher?; Negrito indica estatisticamente

significativo.
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A comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas para os SNPs no gene TREM1
(Tabela 5), CXCL10, IL4 e CXCLS8 (Tabela 6), mostraram diferencas significativas entre os
grupos analisados.

O gendtipo CC para o SNP rs2234246 no gene TREML1 foi mais frequente e associado
as mdes que tiveram criancas com microcefalia decorrente da infeccdo congénita por virus
Zika (M-MICRO) quando este grupo foi comparado ao grupo de mées controle (M-CT), com
0 modelo codominante de analise (Tabela 5, p = 0.05). Essa associa¢do foi mantida quando a
comparacéo foi realizada com o modelo dominante de analise (CC vs. CT+TT) (Tabela 5, OR
= 4.45; 95% IC = 1.24 -14.94; p = 0.022) e entre 0s homozigotos (CC vs. TT) (Tabela 5, OR
=4.91; 95% IC = 1.29 -18.05; p = 0.031). Na comparacdo entre 0 grupo caso de criangas com
microcefalia (C-MICRO) e o grupo de criancas controle (C-CT), foi observada associacdo do
SNP rs2234246 no gene TREM1 com a ocorréncia da SCZ, tanto quando comparados 0s
genotipos com presenca de pelo menos um alelo C (CC + CT vs. TT), pelo modelo recessivo
de andlise, (Tabela 5, OR = 2.42; 95% IC = 1.11 -5.43; p = 0.029), quanto avaliando a
frequéncia alélica (Tabela 5, OR = 1.79; 95% IC = 1.04 -3.06; p = 0.034). Em suma, foi
observada uma maior frequéncia do alelo C nos grupos caso e uma maior frequéncia do alelo
T nos grupos controle para o SNP rs2234246 no gene TREM1, tanto nas mées como nas
criancas com microcefalia, na populacédo estudada.

O alelo C para o gene 1L4 rs224325 foi mais frequente no grupo M-MICRO do que no
grupo M-CT quando as frequéncias alélicas foram comparadas (Tabela 6, OR = 1.78; 95% IC
= 1.04 — 3.04; p = 0.038). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos de
criangas C-MICRO e C-CT para este SNP quanto as frequéncias alélicas ou genotipicas em
nenhum dos arranjos de andlises realizados (Tabela 6). Adicionalmente, mdes que tém o0s
gendtipos CC para 0 SNP TREM1 rs2234246 e genotipo com pelo menos um alelo C para o
SNP L4 rs224325 foram associadas com um aumento no risco de ocorréncia de SCZ nas
criancas (OR =4.11; 95% IC = 1.134 — 13.87; p = 0.038).

O SNP rs4508917 no gene CXCL10 também foi associado a ocorréncia da
microcefalia quando o grupo C-MICRO e o grupo C-CT foram comparados quanto a presenga
de pelo menos um alelo G (AG+GG vs. AA) no modelo recessivo de analise (Tabela 6, OR =
2.24; 95% IC = 1.02 -4.61; p = 0.041), mostrando a maior frequéncia do G no grupo de
criancas com microcefalia. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
M-MICRO e M-CT para este SNP quanto as frequéncias alélicas ou genotipicas em nenhum
dos arranjos de anélises realizados (Tabela 6). Ademais, o genotipo AA/TT para o SNP

rs4073 no gene CXCLS8 foi mais frequente no grupo de criangcas com SCZ (Tabela 6).
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Tabela 6. Frequéncia e distribuicdo de alelos e genétipos dos polimorfismos de nucleotideo Unico CXCL10
rs4508917, IL4 rs2243250 e CXCL8 rs4073 SNP e suas associa¢des com a sindrome congénita do Zika.

Gene/SNP _Grupo Caso  Grupo Controle  OR (IC 95%) p Grupo Caso Grupo Controle  OR (95% CI) p
M-MICRO M-CT C-MICRO Cc-CT
CXCL10 _ _ _ _
e =73 n=47 n=76 n=47
AA 38 (52.1) 29 (61.7) 37 (48.7) 32 (68.1)
AG 27 (37.0) 13 (27.7) 159(0.70-360) (535  29(38.2) 10 (21.3) 2.51(1.06 - 5.93) 0.089
GG 8 (11.0) 5 (10.6) 1.22 (0.36 - 4.13) 10 (13.2) 5(10.6) 1.73 (0.54 - 5.59)
AA 38 (52.1) 29 (61.7) 1.48 (0.70 - 3.13) 37 (48.7) 32 (68.1)
AG+GG 35 (47.9) 18 (38.3) 0297 39 (51.3) 15(3L9)  225(105-481) 0033
AA+AG 65 (89.0) 42 (89.4) 1,03 (0.32 - 3.37) 66 (86.8) 42 (89.4)
GG 8 (11.0) 5 (10.6) 0956 15(13.2) 5 (10.6) 1.27 (0.41-3.98) 0.675
AA+GG 46 (63.0) 34 (72.3) 1,54 (0.69 — 3.40) 47 (61.8) 37 (78.7)
AG 27 (37.0) 13 (27.7) 0287 59(38.2) 10(213) 228(099-528) 0.0467
GG 8(11.0) 5(10.6) 1.22 (0.39 - 3.72) 10 (13.2) 5 (10.6)
AA 38 (52.0) 29 (61.7) >0.999" 4, (48.7) 32(68.1)  173(0.53-4.96) 0.403°
log-Aditivo 73 47 1.24(0.72-2.16)  0.431 76 47 1.60 (0.92 - 2.79) 0.086
IL4 _ _ _ _
152243250 n=75 n=47 n=76 n=47
cc 40 (53.3) 18 (38.3) 40 (52.6) 18 (38.3)
TC 26 (34.7) 18 (38.3) 0.65(029-147) (454  27(355) 20 (426)  061(027-136) o
TT 9 (12.0) 11 (23.4) 0.37 (0.13 — 1.04) 9 (11.8) 9(19.1) 0.45(0.15-1.32)
cc 40 (53.3) 18 (38.3) 0.54 (0.26 - 1.14) 40 (52.6) 18 (38.3)
TC+TT  35(46.7)  29(6L7) 0104 36(474)  29(L7)  0-56(027-1.17) 0.120
CC+TC 66 (88.0) 36 (76.6) 0.45 (0.17 — 1.18) 67 (88.2) 38 (80.9)
T 9 (12.0) 11 (23.4) 0102 9119 9(19.0)  0-57(0.21-155 0270
C 106 (70.7) 54 (57.4) 107 (70.4) 56 (59.6)
1.78 (1.04 - 3.04)  0.038" 1.61(0.94 - 2.74) 0.096"
T 44 (29.3) 40 (42.6) 45 (29.6) 38 (40.4)
cc 40 (53.3) 18 (38.3) 2.71 (1.01 - 7.79) 40 (52.6) 18 (38.3)
TT 9 (12.0) 11 (23.4) 0.065®  9(11.8) 9(19.2) 2.22 (0.74 - 6.73) 0.166"
log-Aditivo 75 47 0.61(0.37-1.01)  0.054 76 47 0.66 (0.39 - 1.09) 0.104
CXCL8 _ _ _ _
154073 n=73 n=47 n=76 n=47
AA 28 (38.4) 16 (34.0) 29 (38.2) 11 (23.4)
AT 32 (43.8) 23 (48.9) 0.80(0.35-1.80) 0.853  28(36.8) 27(57.4)  0.39(0.16-0.94) 0.075
1T 13 (17.8) 8 (17.0) 0.93(0.32 -2.72) 19 (25.0) 9(19.1)  0.80(0.28 - 2.30)
AA 28 (38.4) 16 (34.0) 0.83(0.39-1.78) 0.631  29(38.2) 11(234)  0.50(0.22-1.12) 0.085
AT+TT  45(61.6) 31 (66.0) 47 (61.8) 36 (76.6)
AA+AT 60 (82.2) 39 (83.0) 1.06 (0.40-2.78) 0911 57 (75.0) 38(80.9)  1.41(0.58-3.44) 0.448
TT 13 (17.8) 8 (17.0) 19 (25.0) 9(19.1)
AA+TT 41 (56.2) 24 (51.1) 0.81(0.39-1.70) 0584  48(63.2) 20 (42.6)  0.43(0.21-0.91) 0.025
AT 32 (43.8) 23 (48.9) 28 (36.8) 27 (57.4)
log-Aditivo 73 47 0.93 (0.56 —1.56)  0.790 76 47 0.85(0.52-1.39) 0.515

(%) numero de individuos com o alelo ou genétipo especificado. Abreviaturas: M-MICRO, mulheres que deram
a luz bebés com sindrome congénita do Zika; M-CT, méaes que vivem em areas endémicas do virus Zika que
deram a luz bebés saudaveis; C-MICRO, criangas com sindrome congénita do Zika; C-CT, criangas saudaveis
nascidas de maes residentes em areas endémicas do virus Zika. Resultados de modelos de regressdo logistica
univariada e teste exato de Fisher®; Negrito indica estatisticamente significativo
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6.2.2 Associagdo entre as frequéncias alélicas do CXCL8 rs4073 e TRL7 rs179008 com a
gravidade da microcefalia na sindrome congénita do Zika

Estratificando o grupo caso de criancas (C-MICRO) pela gravidade da microcefalia ao
nascimento, em criangas com microcefalia grave (CMG) e criangas com microcefalia (CM),
foi encontrada associacao entre a presenca do alelo T para o SNP rs4073 no gene CXCL8 no
grupo de criangas com microcefalia grave em comparacdo ao grupo de criangas com
microcefalia (Tabela 7, OR = 2.36; 95% IC = 1.00 — 5.51; p = 0.046).

A comparacdo das frequéncias alélicas para 0 SNP TRL7 rs179008 demonstrou que o
alelo T é mais frequente no grupo CMG guando comparado com o grupo CM (Tabela 7, OR =
3.66; 95% IC = 1.06 — 12.2; p = 0.046).

Nédo foram encontradas diferencas significativas para os outros SNPs avaliados
(Tabela 7).
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Tabela 7. Associacdo entre as frequéncias alélicas do CXCL8 rs4073 e TRL7 rs179008 com a gravidade da

microcefalia na sindrome congénita do Zika.

Gravidade da microcefalia
CMG (%) CM (%)

Gene/ SNP =42 n=18 Alelo OR IC 95% p
rs-;ngA,f\gie $ jg gg:g ;i’ Egég Cvs. T 121 054-259 0691
rfjéﬁé&& é 22 828 ﬁ Egg:g Avs. G 098  043-218 >0.999
r522|2§250 $ gg ggg 279((1890.3) Cvs. T 048  0.19-120 0.187
fsﬁ%f ; 32 g:ii ;g g;g Tvs. A 236  1.00-551  0.046
=L $ gg ggg ig EZ;; Cvs. T 090  037-207 >0.999
rs&%g ; (25; gg:gg 32 813)7) Tvs. A 366  1.06-122  0.046
r;gg'gﬁ% é ﬁ g’ég ig Egg:gg Avs. G 1.04  046-235 >0.999
r§§§4§é6 g Zg gig 32 813)7 ) Cvs. G 067  0.18-260 0.752
rslgb%)%n g 53(;1 (%0.'553) g Egg Avs. G 076  0.33-173 0548
rsl'gbﬁgm Z 23 Eégg g Egg; Tvs. C 076 0.33-173 0.548
rslgb%%% Z jg Egi:g i; Eg:g Tvs.C 092  041-209 0844
rSfB%(Fszs 2 Sg ggg 297 ((27: 6(;) Avs. G 1.06  045-2.62 >0.999
strooss BB %i gig; 288((2727'2) Avs.G 064  024-174 0433
e é jg Eé;j; ii Eg;;g Avs.G 057  026-128 0231
Lo, C DEY B our im os-am oss
s S B®S BED et owam oo

(%) namero dos sujeitos com o alelo especificado.
Abreviaturas: CMG, criangas com microcefalia grave por infeccdo congénita pelo virus Zika; CM, criangas com
microcefalia por infeccdo congénita por virus Zika; OR, Odds ratio; IC 95%, 95% intervalo de confianca; p, teste

Exato de Fisher.
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7 DISCUSSAO

Frente ao grave problema de saude publica advindo das infec¢Bes por virus Zika, a
busca pelo entendimento dos fatores do hospedeiro que podem modular as infeccdes,
interferindo em seu desfecho, sdo imprescindiveis, principalmente na SCZ, na qual os fatores
patoldgicos ocorrem intrattero, quando é dificil ter acesso aos eventos imunoldgicos que
ocorrem durante a agressédo do SNC do concepto.

Neste estudo, foi encontrada associacdo entre 0 C no SNP TREM1 rs2234246 e alelo
C no SNP IL4 rs224325 em maes infectadas por virus Zika durante a gestacdo, com a
ocorréncia de microcefalia decorrente da SCZ em suas criancas, € do alelo G no SNP
CXCL10 rs4508917 e do genotipo AA+TT no SNP CXCL8 rs4073 com presenca de
microcefalia por SCZ nas criangas. Ademais, 0s SNPs CXCL8 rs4073 e TRL7 rs179008
foram associados com a gravidade da microcefalia em criangas com SCZ.

7.1 Associagdo entre TREML1 rs2234246, CXCL10 rs4508917, 1L4 rs224325 e CXCLS8
rs4073 e a ocorréncia da sindrome congénita do Zika

O receptor de ativacdo do tipo 1 expresso em células mieloides - do inglés Triggering
Receptor Expressed on Myeloid Cells 1 - (TREM-1) é um receptor de superficie celular que
esta presente em diferentes tipos de células humanas, sendo constitutivamente expresso em
monocitos, neutrdfilos, células dendriticas (DCs), células natural killers (NK) e outros
linfocitos (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000; BOUCHON; HERNANDEZ-
MUNAIN; CELLA; et al., 2001; ALLCOCK; BARROW:; FORBES; et al., 2003). A ativacéao
do TREM-1 desempenha um papel fundamental na amplificacdo e regulacdo da resposta
inflamatdria na RI inata (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000) e tem sido estudada
em diversas doencas, como as causadas por enterovirus, infeccGes bacteriana e parasitarias
(SU; LIU; LI; et al., 2012; SHI; LI; HU; et al., 2013; BOMFIM; MAGALHAES; SANTOS-
FILHO; et al., 2017; LIU; ZHANG; ZHANG,; et al., 2018).

Estudos sugerem que a via de sinalizacdo do TREM-1 ¢ ativada a partir da ligacdo
deste com o seu ligante, o que leva a fosforilagcdo da proteina adaptadora DAP12 e ativacdo
dos fatores de transcricgdo NF-«xB, culminando na expressdo e regulagdo de genes pro-
inflamatorios (BOUCHON; DIETRICH; COLONNA, 2000; BOUCHON; HERNANDEZ-
MUNAIN; CELLA,; et al., 2001). Além disso, outras vias de ativacdo, amplificando a resposta
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a partir da ativacdo de outros receptores, como os receptores do tipo Toll, ja foram sugeridas
(BOUCHON; HERNANDEZ-MUNAIN; CELLA; et al., 2001)..

O gene TREML1 esta localizado na banda 21 do brago curto do cromossomo 6 e 0
SNP rs2234246 no TREML, caracterizado pela variacdo C>T, é localizado na regiao UTR3’ e
descrito como funcional, regulando os niveis de expressio do TREM1 (ALDASORO
ARGUINANO; DADE; STATHOPOULOU; et al., 2017). O alelo T para esse SNP esta
associado a niveis mais elevados tanto de expressdo génica, quanto dos niveis plasmaticos da
forma solivel do TREM-1 (STREM-1) em individuos saudaveis (ALDASORO
ARGUINANO; DADE; STATHOPOULOU; et al., 2017). Contudo, a funcionalidade desse
SNP na susceptibilidade a infeccdes e o seu papel em afetar os niveis de STREM-1 durante a
doenca ativa ainda ndo é bem definido e parece variar de acordo com a populacdo e doenca
investigada (SU; LIU; LI; et al., 2012; PENG,; LI; ZHOU; et al., 2015; LIU; YAN; TAN; et
al., 2020). O alelo T foi associado a susceptibilidade ao choque séptico e a maiores niveis de
IL-6 no plasma quando comparado ao alelo C (PENG; LI; ZHOU; et al., 2015) e o gen6tipo
TT foi associado a neuropatologia da doenca de Alzheimer (LIU; YAN; TAN; et al., 2020).
No entanto, a presenca do alelo T foi associada a protecdo contra a ocorréncia de doenca
arterial coronariana (GOLOVKIN; PONASENKO; KHUTORNAYA,; et al., 2014).

Classicamente, a indugdo robusta da RI inata na fase inicial das infec¢Oes virais
constitui um ponto critico para a eliminacdo dos virus e a correta estimulacdo da RI
adaptativa. Esse reconhecimento inicial depende da capacidade dos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) reconhecerem patdgenos virais, contudo, o balanco existente
entre 0s extremos da resposta inflamatéria € um ponto importante para evitar danos teciduais
e prognosticos ruins (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2015). Os achados do presente estudo
mostram a associacdo do alelo C para SNP rs2234246 no TREM1 como fator de risco para a
SCZ, que é o desfecho mais grave advindo da infeccdo pelo virus Zika, e do alelo T como
protetor e associado ao grupo controle. Embora o papel do TREM-1 tenha sido pouco
estudado em infecgdes virais até entdo, estudos demonstram aumento da expressdo génica do
gene TREM1 durante infec¢Ges virais in vitro, sugerindo a ativagao da sinalizagdo do TREM-
1 por virus (MOHAMADZADEH; COBERLEY; OLINGER; et al., 2006; DENNER;
ESCHRICHT; LAUCK; et al., 2013). Além disso, é sugerido que o TREM-1 consiga
reconhecer padrbes moleculares associados a  patdgenos virais, como O
Polyinosinic:polycytidylic acid (Poly I:C), ligante do receptor TLR-3, receptor importante na
patogénese causada pelo virus Zika (DANG; TIWARI; LICHINCHI; et al., 2016), e que esse

reconhecimento leve a producdo de citocinas pro-inflamatorias importantes para a reducgéo da
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carga viral (BLEHARSKI; KIESSLER; BUONSANTI; et al., 2003; MOHAMADZADEH,;
COBERLEY; OLINGER; et al.,, 2006). Os dados apresentados aqui sugerem que esta
variacdo genética no gene TREM1 em mulheres gravidas pode influenciar o risco de
desenvolvimento de SCZ em seus bebés, indicando que uma menor expressao/ativacdo de
TREML1 pode afetar o controle da infeccdo pelo virus Zika, contribuindo para aumento da
carga viral e inducdo de danos neurolégicos no feto, que séo fatores contributivos para a SCZ,
0 que reforca a necessidade de um melhor entendimento do papel do TREM-1 nesta
patogénese.

Niveis mais elevados de STREM-1 ja foram descritos como indicativos de
prognosticos ruins em estagios iniciais da infeccdo pelo arbovirus Dengue (RUIZ-
PACHECO; VIVANCO-CID; IZAGUIRRE-HERNANDEZ; et al., 2014) e recentemente, nos
desfechos das infecgbes pelo SARS-CoV-2 (DA SILVA-NETO; DE CARVALHO;
PIMENTEL,; et al., 2021). Como descrito anteriormente, niveis mais elevados de sSTREM-1
foram associados a variante T para o SNP rs2234246 no TREML1, que neste estudo foi mais
frequente no grupo controle e, logo, associada a protecdo contra SCZ. A funcdo da forma
soltvel do TREM-1 ainda ndo é bem definida, porém é sugerido que esta molécula atue
regulando negativamente a via de ativacgdlo do TREM-1 (GOMEZ-PINA; SOARES-
SCHANOSKI; RODRIGUEZ-ROJAS; et al., 2007). Corroborando nesse sentido, e levando
em conta os achados disponiveis na literatura, é possivel que a presenca do alelo T no grupo
controle seja um indicativo de protecdo via mecanismo para controlar dano tecidual,
atenuando os sinais pro-inflamatorios via libera¢do do STREM-1.

O SNP rs224325 no gene IL4 ¢ localizado na regido UTRS5’ do brago longo do
cromossomo 5 e promove a troca de nucleotideos C-T (-590C/T). Em ensaio com luciferase
foi demostrado que este SNP € funcional e que a variante alternativa T aumenta a atividade
promotora de IL4 (ROSENWASSER; KLEMM; DRESBACK; et al., 1995), aumentando 0s
niveis desta proteina (GONZALES; GROGER; HALEY; et al., 2010). A influéncia desse
SNP no desfecho de doencas vem sendo estudada, com um destaque para avaliacdo do seu
funcionamento na patogénese de neoplasias e ele ja foi associado a susceptibilidade de
diferentes tipos de cancer (JIA; XIE; SHI; et al.,, 2017; GONZALEZ-HORMAZABAL,;
RETAMALES-ORTEGA; MUSLEH,; et al., 2020). Este SNP também ¢ sugerido como um
fator de suscetibilidade em parasitoses, a exemplo da esquistossomose, na qual ja foi
demonstrado que este SNP é essencial para regular a carga da doenga, sendo gendtipo TT
associado com pior prognostico (ADEDOKUN; SEAMANS; COX; et al., 2018).
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No presente estudo, o alelo C para o IL4 rs224325 foi mais frequente e associado
significativamente com maes que tiveram filhos com microcefalia decorrente da infecgcdo pelo
virus Zika, o que, de acordo com a fungdo descrita para esse SNP, pode estar associado a
niveis mais baixos de IL-4 quando comparado com o alelo T. A IL-4 desempenha papel
crucial para polarizagio e montagem de RI do tipo Th2. E possivel que essa variagdo génica
ajude a promover um desequilibrio entre as Rl Thl e Th2, e que a menor expressdo de 1L4
prejudique o reparo tecidual, favorecendo o aumento da inflamacéo exacerbada e danos na
placenta, contribuindo para a ocorréncia da SCZ. Além disso, apesar de ndo estatisticamente
significante, o alelo C para este SNP também foi mais frequente no grupo de criangas com
microcefalia, 0 que corrobora a hip6tese acima. Estudo recente demonstrou que dano tecidual
na placenta é induzido pelo virus Zika (RABELO; DE SOUZA; SALOMAQO; et al., 2020).
Por outro lado, niveis mais altos de IL-4 durante a fase aguda da infeccdo pelo virus Zika
foram relacionados a uma mae que gestava crianca com malformagGes neuroldgica, quando
comparado com 5 mées que gestavam criangas normais (KAM; LEITE; LUM,; et al., 2017).
Além disso, foi demonstrado que a presenca de IL-4 pode retardar a diminuicdo da carga viral
e desempenhar um papel prejudicial contra a infeccdo em modelo murino de infeccdo por
influenza (MORAN; ISOBE; FERNANDEZ-SESMA, et al., 1996).

Vinhaes, Arriaga, Almeida et al. (2020), avaliando niveis plasmaticos de citocinas em
neonatos com e sem microcefalia mostraram que, como esperado, 0 grupo de criangas com
infeccdo pelo virus Zika tém niveis mais altos de expressao de citocinas quando comparado
com o controle, o que foi caracterizado pelos autores como um aumento do grau molecular
sistémico de perturbacdo inflamatéria (VINHAES; ARRIAGA; DE ALMEIDA,; et al., 2020).
Nesse sentido, diversos estudos demonstram uma tempestade de citocinas associado as
criancas com SCZ. No entanto, sdo escassos 0s estudos que avaliam fatores genéticos nesta
condicéo.

No presente estudo, foi encontrada associacdo entre a presenca de pelo menos um
alelo G para o SNP rs4508917 no gene CXCL10 e a microcefalia. Este SNP esta localizado
no cromossomo 4 e promove uma variagdo do A>G, estando o alelo G correlacionado ao
aumento da expressdo da quimiocina de mesmo nome, também conhecida como IP-10
(JAFARZADEH; FOOLADSERESHT; NEMATI; et al., 2016). Naveca, Pontes, Chang, et al.
(2018) apontam a CXCL10 como o mais promissor biomarcador para a infecgdo aguda por
Zika devido a sua superexpressao (NAVECA; PONTES; CHANG; et al., 2018). Em
concordancia com estes resultados, a superexpressao de CXCL-10 tem sido ligada a

sinalizag&o da via dos interferons do tipo 2 (IFN-2) IFNy, induzida pelo virus, embora o virus
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Zika suprima a via IFN-1 e IFN-3 como mecanismo de evasdo (CHAUDHARY; YUEN;
CHAN; et al., 2017). Logo, a maior frequéncia do alelo G nas criangas com microcefalia,
sugere que o background genético das criancas pode influenciar no fenotipo de alta expressédo
desta quimiocina. Além disso, € possivel que a maior frequéncia do alelo alto produtor nas
criangas com microcefalia por SCZ contribua para o dano neuroldgico, afetando o
desenvolvimento do SNC do feto durante a gestacdo, uma vez que esta quimiocina ja foi
associada a outras complicacdes de ordem neurologica (LIU; GUO; HIBBERT; et al., 2011;
CHIANG; UBOGU, 2013). Esta hipdtese coaduna com os altos niveis de CXCL-10
encontrados em criangcas com malformacgdes congénitas nascidas de maes infectadas com o
virus Zika durante a gestacdo, quando comparadas com aquelas nascidas normais, mas de
mées também Zika positivo durante a gestacdo (KAM; LEITE; LUM; et al., 2017). De
maneira complementar, este mesmo trabalho também observou niveis mais elevados de
CXCL-10 em pacientes infectados com o virus Zika que desenvolveram complicacGes
neurolégicas (KAM; LEITE; LUM; et al., 2017).

O gene CXCLS8 estéa localizado no braco longo do cromossomo 4 e codifica a proteina
de mesmo nome, também conhecida como IL-8, que é apontada como a mais potente
quimiocina j& descrita, participando de maneira crucial de diversos processos inflamatdrios
desencadeados pela RI inata e adaptativa (REMICK, 2005; ABBAS; LICHTMAN; PILLALI,
2015). O SNP rs4073 (-251A>T) é localizado na regido promotora do gene e relacionado a
variacdes na expressao génica e niveis da quimiocina CXCL-8, sendo o alelo A relacionado a
niveis mais altos de CXCL-8 (HULL; THOMSON; KWIATKOWSKI, 2000; OHYAUCHI;
IMATANI; YONECHI; et al., 2005). Por conta do papel critico que esta citocina desempenha,
este SNP vem sendo associado & diferentes doengas como neoplasias (KAMALI-
SARVESTANI; ALIPARASTI; ATEFI, 2007; CHEN; HO; HU; et al., 2020; LI; YANG;
HSIA; et al., 2022), periodontite (ANDIA; DE OLIVEIRA; LETRA; et al., 2011), sepse em
neonatos (ESPOSITO; ZAMPIERO; PUGNI; et al., 2014), infeccBes por virus sincicial
respiratorio (NOAH; HENDERSON; WORTMAN; et al., 1995; HULL; THOMSON;
KWIATKOWSKI, 2000). Aqui, genétipo AA/TT para o SNP rs4073 no gene CXCL8 foi
mais frequente no grupo de criangas com SCZ, quando este foi comparado com o grupo de
criangas controle, enquanto o genotipo heterozigoto AT foi mais frequente no grupo de

criancgas controle.



48

7.2 Associagdo entre as frequéncias alélicas do CXCLS8 rs4073 e TRL7 rs179008 com a
gravidade da microcefalia na sindrome congénita do Zika

A fim de avaliar se 0os SNP utilizados neste estudo estavam associados a gravidade da
microcefalia advinda da SCZ, o grupo de criangas caso foi estratificado. Esta analise revelou
frequéncias significativamente diferentes no SNP rs4073 no gene CXCLS8, e o rs179008 no
gene TRL7 entre os grupos, associando estes SNPs a gravidade da microcefalia.

O receptor endossomal TLR-7 reconhece RNA de fita simples e desempenha papel
importante no reconhecimento de patdgenos virais por meio da ativacdo da RI inata para
producdo de IFN do tipo 1 (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2015). O SNP rs179008 (A>T) é
uma variacao intragénica e promove a troca de glutamina pela leucina, afetando a quantidade
e a funcionalidade da proteina, sendo o alelo T ligado a menor expressdo de TLR7 e a menor
expressio de IFNA (AZAR; MEJIA; CENAC; et al., 2020). Essa variante tem sido associada a
infeccbes virais, sendo ligada a diferentes prognoésticos ((ASKAR; RAMADORI; MIHM,
2010; AZAR; MEJIA; CENAC; et al, 2020; SANCHEZ-LUQUEZ; SCHADOCK;
GONCALVES; et al., 2021; SENGUPTA; MUKHERJEE; BHATTACHARYA,; et al., 2021;
MINASHKIN; GRIGORTSEVICH; KAMAEVA,; et al., 2022).

Neste interim, atendo-se a funcionalidade desses SNPs e as fun¢Bes desempenhadas
por estas proteinas, a associacdo do alelo T no CXCL8 rs4073 e do alelo T no TLR7 rs179008
com a gravidade da microcefalia sugere o envolvimento da resposta inflamatoria resolutiva
atenuada, prejudicando a defesa antiviral, em concordancia com o achado prévio do grupo
(SANTOS; RIBEIRO; CARDOSO ALVES; et al., 2019). Em conformidade com esta
hipGtese, a presenca do genotipo TT para este SNP no gene TLR7 foi previamente associada
com a susceptibilidade a infeccdo pelo virus Herpes simplex -1 e ao aumento do risco de
infecbes na placenta (SANCHEZ-LUQUEZ; SCHADOCK; GONCALVES; et al., 2021).
Ainda, niveis mais altos de CXCL-8 no liquor cefalorraquidiano foram encontrados em
neonatos sem SCZ que nasceram de mées infectadas com o virus Zika durante a gestacéo,
guando comparados com aqueles nascidos com microcefalia pela SCZ, sugerindo um papel
importante desta quimiocina na protecdo contra SCZ (NASCIMENTO-CARVALHO;
NASCIMENTO-CARVALHO; RAMOS; et al., 2021). Sendo assim, é possivel que a defesa
antiviral menor no feto predisponha & invasdo do SNC pelo virus Zika e possa ser um
agravante do quadro neuroldgico desencadeado pela infeccdo congénita por virus Zika.

Apesar de serem genes envolvidos na Rl a infecgcbes virais e implicados na

susceptibilidade a infeccdes, ndo foram encontradas diferencas nas frequéncias genotipicas e
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alélicas entre os grupos que compuseram a populacdo deste estudo, nos SNPs nos genes
TLR3, IFNGR1, CXCRI1, IL-10, CCR2 e CCR5, para nenhuma das anélises realizadas. Esse
fato ndo afasta que haja influéncia destes SNPs na patogénese desencadeada pelo virus Zika,
pois, a ndo associacao pode ter ocorrido devido ao numero limitado de individuos incluidos
nas analises, afetando o poder do estudo. Além disso, é importante ressaltar que os SNPs
CXCL10 rs4508917 e TLR7 rs179008 ndo mostraram equilibrio no teste EHW no grupo
controle. O desequilibrio pode ser devido tanto ao tamanho amostral como ao viés de selecdo
da populacdo estudada, pois foram selecionadas apenas mées das mesmas regides onde
ocorreram 0s casos de SCZ e que estiveram gestantes no mesmo periodo do surto de Zika, a
maioria de regides do interior do estado de Sergipe. Apesar de serem limitagdes do presente
estudo, estes fatores citados acima também colocam em destaque as associa¢fes encontradas
aqui, visto que se trata de uma analise envolvendo uma doenga que ocorre com uma
frequéncia baixa na populacdo geral e que os individuos inclusos, tanto no grupo caso quanto
no grupo controle s&o representativos deste total.

Quanto as caracteristicas clinico-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 mées sintométicas neste grupo condiz
com o perfil descrito na literatura para as infeccdes pelo virus Zika (BRASIL; PEREIRA,;
MOREIRA; et al., 2016b; OSPINA; TONG; GONZALEZ; et al.,, 2020; PACHECO;
BELTRAN; NELSON; et al., 2020). Além disso, outra observacio importante diz respeito a
presenca de IgG para Dengue em quase todas as médes que compuseram 0 grupo caso do
presente estudo (90.67% - Tabela 1). Cabe frisar que a alta incidéncia e prevaléncia de dengue
no Brasil e em Sergipe antecedem o surto de Zika, por isso é mais provavel que a exposi¢do
da mée ao virus Dengue tenha acontecido antes da SCZ (SERGIPE, 2017; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020; PAHO; WHO, 2022). Além disso, segundo a Organizacdo Pan-Americana da
Saude (2022), a incidéncia de Dengue se manteve elevada mesmo durante o surto do virus
Zika no Brasil (PAHO; WHO, 2022). Esses dados relacionados a sorologia ja foram
publicados em artigo do grupo (REYNOLDS; WATBER; SANTOQOS; et al., 2020) e sugerem
que a microcefalia pode ocorrer em criangas nascidas de médes com imunidade soroldgica
prévia a Dengue, quando estas sao infectadas pelo virus Zika durante a gestagéo.

Juntos, 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 esta
associada a gravidade da sindrome, colocando os genes TREML, IL4, CXCL10, CXCL8 e
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TLR7 como genes promissores para futuros estudos funcionais, para melhor entendimento
dos seus respectivos papéis na imunopatogénese da infeccdo congénita pelo virus Zika.
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8 CONCLUSOES

A partir do presente estudo pode-se concluir que:

e A presenga de sintomas nas mées durante a infeccdo pelo virus Zika foi associado a
ocorréncia da SCZ nessa populagéo;

e A presenca do alelo C no SNP rs2234246 no gene TREML1 e no SNP rs2243250 no
gene IL4 em maes infectadas pelo virus Zika durante a gestacdo estd associada ao

desfecho de SCZ nos bebés nesta populagéo;

e A presenca do alelo C no SNP rs2234246 no gene TREML1, alelo G no SNP rs4508917
no gene CXCL10 e do gendtipo AA/TT no SNP CXCL8 rs4073 nas criangas que
nasceram de mdes infectadas pelo virus Zika ou que tiveram contato com o virus

durante a gestacdo esta associada com a SCZ, nessa populacao;

e A presenca do alelo T no SNP rs4073 no gene CXCLS8 e rs179008 no gene TLR7 nas

criancas com microcefalia estd associada com microcefalia grave, nesta populacéo.



CAPITULO II - Avaliac&o in vitro do fendtipo da resposta imune dos
linfécitos T de pacientes com recorréncia da COVID-19

52



53

9 SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2 foi isolado pela primeira vez no final de dezembro de 2019, na cidade
de Wuhan, China, a partir de pacientes que apresentavam quadros caracteristicos de
pneumonia viral, causada por um patdgeno até entdo ndo identificado (ZHU; ZHANG;
WANG,; et al., 2020). Mais tarde, o novo coronavirus SARS-CoV-2 foi identificado e a
doenca causada por ele foi determinada como COVID-19 (GORBALENYA; BAKER;
BARIC; et al., 2020).

Estudos de andlise filogenética mostraram que o SARS-CoV-2 € consideravelmente
divergente dos virus SARS-CoV e MERS-CoV e sugerem que 0s morcegos podem ter sido 0s
hospedeiros originais, uma vez que o coronavirus encontrado nesses animais e 0 SARS-CoV-
2 compartilnam cerca de 88% de similaridade genética (ELLINGHAUS; DEGENHARDT;
BUJANDA,; et al., 2020; LU; ZHAO; LlI; et al., 2020).

Como membro da familia Coronaviridae, o0 SARS-CoV-2 possui um genoma
constituido de RNA de fita simples e sentido positivo. O SARS-CoV-2 ¢ um Bcoronavirus
que possui genoma com aproximadamente 30 mil pares de bases que codificam cerca de 29
proteinas, sendo quatro proteinas estruturais: Spike (S), relacionada a ligagdo do virus ao
hospedeiro; Envelope (E), proteina que desempenha papel importante na producdo e
maturacdo viral; Membrana (M), proteina mais abundante e envolvida na defini¢do da forma
do envelope viral e Nucleocapsideo (N), proteina envolvida na producdo, maturacdo e
formagdo da particula viral infectiva (LU; ZHAO; L1I; et al., 2020; WANG; ZHANG; WU; et
al., 2020).

9.1 Aspectos epidemiolégicos e clinicos das infec¢des por SARS-CoV-2

Devido ao seu carater de facil disseminacdo e presenca endémica na maior parte dos
paises do globo, foi decretado pela Organizacdo Mundial da Saide, no comeco do ano de
2020, o estado de pandemia, modificando completamente diversos aspectos sociais e
econbmicos em todo o mundo (CHEN; VULLIKANTI; SANTOS; et al., 2021; KAYE;
OKEAGU; PHAM; et al., 2021; LYTRAS; TSIODRAS, 2021; VARONA; GONZALES,
2021).

Ao longo da pandemia, séo incontaveis os esforgos internacionais para o controle da
doenca, que ja atingiu mais de 650 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e levou a obito mais

de 6,6 milhdes de pessoas (WHO, 2022b). No Brasil, os casos chegaram aos alarmantes
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nameros de mais de 36 milhdes de casos e 690 mil mortes confirmados, o que confere ao
Brasil o posto de pais com o quinto maior nimero de mortes por COVID-19 no mundo
(WHO, 2022b).

O SARS-CoV-2 é transmitido principalmente de maneira horizontal, por meio de
goticulas respiratdrias contendo particulas virais provenientes de uma pessoa infectada.
Contudo, outras vias de transmissdo menos comuns, como por aerossois, fomites e por
contato com outras amostras bioldgicas, como fezes e urina também tém sido relatadas
(CHIA; COLEMAN; TAN; et al, 2020; DING; LIANG, 2020; THE LANCET
RESPIRATORY MEDICINE, 2020; MONDELLI; COLANERI; SEMINARI; et al., 2021).
Ademais, pessoas assintomaticas sdo capazes de transmitir o virus, o que as coloca como uma
importante fonte de infeccdo (JOHANSSON; QUANDELACY; KADA,; et al., 2021).

O periodo médio de incubacédo pode variar de acordo com a variante do virus, mas é de
cerca de 4 a 5 dias antes do inicio dos sintomas. A COVID-19 tem um largo espectro de
apresentacdes clinicas. A maioria das pessoas infectadas podem apresentar sintomas leves ou
moderados, sendo o0s principais sintomas febre, tosse seca, fadiga, perda de paladar e olfato e
cefaleia. Em contrapartida, algumas pessoas podem ser assintomaticas. Aproximadamente
20% das pessoas infectadas apresentam quadros graves da doenca e necessitam de
hospitalizacdo, geralmente com quadros de pneumonia, evoluindo, entre outros casos, a
sindrome respiratéria aguda grave (CHEN; ZHOU; DONG,; et al., 2020; ZHU; ZHANG,;
WANG,; et al., 2020; WHO, 2022a; ZEISER; DONIDA; DA COSTA, et al., 2022). Além
disso, alguns sintomas, como confusdo mental, anosmia e disgeusia podem ser persistentes em
algumas pessoas que tiveram COVID-19, porém o porqué disso ocorrer ainda é incerto e
discutido na literatura (NOUJAIM; JOLLY; COUTUREAU,; et al., 2022).

A rapida e desregrada disseminacdo mundial do SARS-CoV-2 permitiu a adaptacéo do
virus a diferentes ambientes propiciando a ocorréncia de varias mutaces em seu genoma
inicial e o surgimento de novas variantes do virus. Embora, até 0 momento, a maioria das
mutacgdes surgidas no genoma do SARS-CoV-2 seja neutra ou de baixo impacto, as Variantes
de Preocupacgdo (VP), que sdo variantes que possuem um pequeno nimero de mutacGes que
podem afetar o fendtipo do virus e conferir vantagens evolutivas a estes (AKKIZ, 2022),
foram relatadas em diferentes partes do globo. As VP causam impacto na transmissibilidade,
infectividade ou gravidade da doenca causada, afetando o risco de reinfeccéo e a poténcia dos
anticorpos neutralizantes desencadeados por infecgdo e vacinagdo anteriores e, por estes
motivos, o acompanhamento do surgimento de VP do SARS-CoV-2 por meio de

epidemiologia molecular, constituem ponto crucial na vigilancia epidemioldgica na atualidade
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(GUO; LIU; ZHENG, 2021; HEMMER; LOBERMANN; REISINGER, 2021; NAVECA;
NASCIMENTO; DE SOUZA; et al., 2021; TANG; TAMBYAH; HUI, 2021; TEGALLY;
WILKINSON; GIOVANETTI; et al., 2021; AKKIZ, 2022).

Diferentes VP mostraram-se relevantes para o curso da pandemia em regides distintas
do mundo. No Brasil, estudo do nosso grupo mostrou a ocorréncia de desfechos mais graves
de COVID-19 em pessoas infectadas com as VP (Gamma/P.1 e P.2), quando comparado com
pessoas que tiveram COVID-19 antes do aparecimento destas variantes (VICTOR; SANTOS;
TORRES; et al., 2022). Também foram variantes importantes no Brasil e no mundo as
chamadas variantes Alpha, Beta e Delta, responsaveis por aumento consideravel no nimero
de casos e internagdes pela COVID-19 (WHO, 2022c). No ultimo ano, a VP que merece
destaque é a B.1.1.529, conhecida como Omicron (WHO, 2022c). Com um ndmero de
mutagdes maior do que as variantes anteriores, a Omicron parece ser mais transmissivel e esta
se espalhando mais rapidamente do que qualquer variante anterior do SARS-CoV-2. As
mutacdes no genoma da Omicron ocorrem principalmente na proteina Spike, importante da
ligacdo do virus com as células humanas. Dados preliminares sugerem que esta caracteristica
faz com que as vacinas preexistentes contra 0 SARS-CoV-2 sejam menos eficazes contra a
variante Omicron, assim como a imunidade natural obtida por meio de doenca, possibilitando
0 escape desta variante das defesas do sistema imunol6gico, aumentando o risco de
reinfeccdo. Subvariantes da Omicron também ja foram reportadas. Ainda ndo esta claro se a
Omicron causa doenca mais grave do que as variantes anteriores, contudo, estudos
preliminares sugerem que a Omicron possa causar sintomas menos graves do que as outras
variantes (REN; WANG; GAO; et al., 2022; WHO, 2022c).

Como explicitado anteriormente, apesar da disponibilizacdo de vacinas que
contribuiram para uma reducdo acentuada nos casos de COVID-19, novas ondas de pessoas
acometidas pela doenca elevou o alerta para a capacidade de controle do virus (ALEEM;
AKBAR SAMAD; SLENKER, 2022). Além disso, ha relatos de casos de pacientes com
recorréncia da COVID-19, ou seja, multiplos quadros da doenca, com reaparecimento de
sinais e sintomas e positividade do diagndstico molecular em cada episodio da doenga
(SANTOS; FILHO; SILVA; et al, 2021; SOTOODEH GHORBANI; TAHERPOUR;
BAYAT,; et al., 2022).
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9.1.1 Recorréncia da COVID-19

Ha incertezas em relacdo a imunidade a longo prazo apos a infeccdo por SARS-CoV-
2. De maneira geral, a literatura tem demonstrado que a recorréncia, que pode ser entendida
como o reaparecimento de sinais e sintomas da COVID-19 ap6s um periodo sem sintomas
depois de um primeiro episddio da doenca, e pode ser desencadeada tanto por uma nova
infeccdo, seja por uma forma variante do virus ou ndo, como também por um quadro de
reativacdo viral ap6s um periodo de laténcia (YAHAV; YELIN; ECKERLE; et al., 2021,
SOTOODEH GHORBANI; TAHERPOUR; BAYAT; et al., 2022).

Ghorbani e colaboradores (2022) mostram que a estimativa combinada de reinfecgéo,
recorréncia e readmissdo hospitalar entre pacientes com COVID-19 recuperados foi de 3, 133
e 75 por 1.000 pacientes, respectivamente, com uma estimativa geral de reinfeccdo maior
entre as pessoas do sexo masculino. Além disso, apesar de a maioria dos casos estar
relacionado com o ressurgimento de doencga leve, o estudo aponta a probabilidade de
readmissdo hospitalar devido a eventos adversos da COVID-19 apés a alta, 0 que pode ser
considerado um fator preocupante relacionado a estes episddios (SOTOODEH GHORBANI;
TAHERPOUR; BAYAT; et al., 2022). Artigo posterior publicado pelo nosso grupo também
relatou piora relativa dos sinais e sintomas em pacientes com recorréncia da COVID-19
(SANTOS; FILHO; SILVA, et al., 2021). Contudo, outros estudos sugerem que a gravidade
do segundo episadio de infeccdo por SARS-CoV-2 é igual a do primeiro episodio (NGUYEN;
HOUHAMDI; HOANG; et al., 2022) e que a taxa geral de reinfeccdo por SARS-CoV-2 é
baixa (NORDSTROM; BALLIN; NORDSTROM, 2022), o que corrobora com a ideia de que
alguma imunodeficiéncia pode estar modulando a resposta a infeccdo nos casos de
recorréncia. Interessantemente, Nguyen e colaboradores (2022) mostram que a reinfeccdo
pode ocorrer mesmo em pacientes com anticorpos circulantes contra SARS-CoV-2
(NGUYEN; HOUHAMDI; HOANG; et al., 2022).

Nesse interim, a atual conjectura demonstra a necessidade de melhor compreensédo
desses casos de recorréncia, a fim de superar as dificuldades impostas por ele ao sistema de

salde e a populacéao geral.

9.2 Aspectos imunoldgicos associados as infecgdes por SARS-CoV-2

Mesmo com um grande esforgo da comunidade cientifica, 0s mecanismos

responsaveis pela Rl desenvolvida durante a infeccdo por SARS-CoV-2 ainda ndo estdo
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inteiramente esclarecidos (CHEN; ZHOU; DONG,; et al., 2020; LAKE, 2020; ZHANG,;
XIANG; HUO; et al., 2021). Pessoas com problemas médicos subjacentes, como diabetes,
obesidade, neoplasias, doencgas cardiovasculares, doencas respiratorias cronicas e idosos,
podem apresentar complicacbes mais graves quando infectados (LI; GUAN; WU; et al.,
2020). Contudo, variagfes dos quadros de doenca que contribuem para o agravamento dos
casos em pessoas previamente saudaveis ou episddios de recorréncia da doenca citados
anteriormente sdo alguns dos pontos que ressaltam o qudo pouco € sabido acerca da
imunopatogénese da COVID-109.

A infeccdo por SARS-CoV-2 nas células pulmonares desencadeiam uma RI inata
local, recrutando macréfagos e mondcitos que respondem a infecgdo, liberam citocinas e
iniciam as RI adaptativas de linfocitos T e B. Na maior parte dos casos, esse processo é capaz
de resolver a infeccdo. Porém, uma RI disfuncional, marcada por alto influxo de células e
tempestade de citocinas, que promovem um extenso processo inflamatorio, pode acontecer em
alguns casos e causar graves lesdes pulmonares e sistémicas (TAY; POH; RENIA,; et al.,
2020).

Alguns biomarcadores da resposta imune ja foram descritos como caracteristicos da
infecgdo por SARS-CoV-2 a partir de analises de soro de pacientes acometidos. Entre eles,
IL-6, PCR, IL-2, IL-7, IL-10, G-CSF, IP-10, MCP-1, MIP-1A, TREM-1 e TNF-a foram
encontradas em altos niveis nos soros de pacientes que necessitaram internamento em unidade
de tratamento intensivo (UTI), quando comparados com pacientes que ndo necessitaram
(HUANG; WANG; LI; et al.,, 2020; MUDD; CRAWFORD; TURNER; et al., 2020; DE
BRUIN; BOS; VAN ROON,; et al., 2021). Na avalia¢do da expressao génica no fluido bronco
alveolar e células mononucleares do sangue periférico, transcritos de mRNA dos genes IP10,
MCP1, MIP1A e MIP1B foram significativamente mais expressos em pacientes com COVID-
19, quando comparados com controles (XIONG; LIU; CAO; et al., 2020).

Estudos avaliando os estagios iniciais seguidos da infeccdo pelo SARS-CoV-2
demonstram que as respostas mediadas por IFN-1 e pelos genes induzidos por IFN s&o
suprimidas, prejudicando assim a RI inata e minimizando a ativacdo dos eventos da RI
adaptativa (ALAVI DARAZAM; SHOKOUHI; POURHOSEINGHOLLI; et al., 2021). Além
disso, foi demonstrado que o numero total de células NK diminui acentuadamente em
pacientes com infeccdo por SARS-CoV-2 e que essas células passam a expressar mais
marcadores de exaustdo em pacientes com COVID-19, em comparagdo com controles
saudaveis. O mesmo estudo mostrou ainda que o nimero total de células NK e TCD8" foram

reestabelecidos em pacientes convalescentes, assim como houve a reducdo da expressédo de



58

marcadores de exaustdo nessas células (ZHENG; GAO; WANG,; et al., 2020), o que sugere
evasdo do SARS-CoV-2 a Rl antiviral.

Em relacdo a RI adaptativa, a literatura mostra que a infeccdo por SARS-CoV-2 é
marcada por leucopenia, com diminuicdo gradual dos linfécitos TCD4" e TCD8*
proporcional a gravidade da COVID-19, com um aumento de marcadores de ativacdo nestas
células de pacientes com COVID-19 grave, quando comparados com pacientes com
sintomatologia leve (QIN; ZHOU; HU; et al., 2020; WANG; HOU; LUQ,; et al., 2020), o que
sugere inconsisténcia no numero e funcdo dos linfocitos entre os desfechos causados pela
infecgdo por SARS-CoV-2. Além disso, pacientes com COVID-19 grave também mostraram
diminuicdo de células dendriticas e linfécitos B ativados (WANG; HOU; LUO; et al., 2020),
além de niveis mais baixos de células T reguladoras e células T de memoria (QIN; ZHOU;
HU; et al., 2020).

A inducédo de anticorpos frente a infeccdo por SARS-CoV-2 também j& foi avaliada.
Xiao, Gao e Zhang, at al. (2020) mostraram que anticorpos especificos para SARS-CoV-2
foram encontrados a partir de duas semanas ap6s o inicio dos sintomas e permaneceram até a
guarta semana. Apos cinco semanas, alguns pacientes ndo apresentaram mais IgM, enquanto
os niveis de IgG continuaram a subir e estavam presente até o fim do estudo, sete semanas,
apos o inicio dos sintomas (XIAO; GAO; ZHANG, 2020). A Reacdo cruzada entre anticorpos
preexistentes para outros coronavirus humanos e o SARS-CoV-2 também ja foi observada
(DEMEY; DAHER; FRANCOIS; et al., 2020).

O SARS-CoV-2 tem demonstrado uma grande capacidade de apresentar VP, como
explicitado anteriormente, com mudancgas importantes em estruturas essenciais a infecgédo
viral (YEWDELL, 2021), possibilitando escape do sistema imune e o0s episodios de
reinfeccdo. Somado a isso, fatores do organismo hospedeiro desempenham um papel
fundamental na permissibilidade ou capacidade de controle da infec¢do pelo SARS-CoV-2 e
desenvolvimento da COVID-19 e sdo sugeridos como um ponto importante para o
entendimento dos quadros de recorréncia da doenca (ANASTASSOPOULOU;
GKIZARIOTI; PATRINOS; et al., 2020).

Compreender melhor a RI do organismo hospedeiro em relacdo a infeccéo pelo virus
SARS-CoV-2 e elucidar o porqué algumas pessoas desenvolvem quadros recorrentes da
COVID-19 é imprescindivel, principalmente com as novas ondas de casos da doenca e
aumento no numero de mortes. Nesse intuito, artigo publicado pelo nosso grupo recrutou e
estudou de maneira preliminar 33 pacientes com recorréncia da COVID-19. Todos eles

apresentaram dois ou mais quadros sintomaticos de COVID-19 e tiveram diagnostico
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molecular positivo em cada um dos episédios de doenca, antes do surgimento de VPs ser
reportado no Brasil. Esses pacientes apresentaram uma producao significativamente menor de
anticorpos 1gG especificos quando comparados a pacientes com apenas um caso da doenca.
Além disso, houve uma piora relativa dos sinais e sintomas (SANTOS; FILHO; SILVA; et
al., 2021), o que sugere que 0s pacientes com recorréncia de COVID-19 apresentam alguma
alteracdo na resposta imune que facilita a recorréncia da doenga, entretanto, 0S mecanismos
envolvidos nesse processo de permanecem sem esclarecimento, explicitando o quéo

imperativa € a realizacao de estudos que possibilitem melhor entendimento acerca deste tema.
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10 OBJETIVOS

10.1 Geral

Caracterizar a resposta imune celular de pacientes com quadros de recorréncia da COVID-109.

o Hipotese: Variacbes no perfil dos linfocitos T estdo associados a quadros de
recorréncia de casos clinicos das infecgdes por SARS -CoV-2.

10.2 Especificos

1. Auvaliar aspectos epidemioldgicos e clinicos associados a recorréncia da COVID-19;

2. Avaliar a resposta celular de linfécitos TCD4* e TCD8" multifuncionais entre grupos
de pacientes com e sem recorréncia de COVID-19;

3. Avaliar a resposta celular de linfécitos TCD4* e TCD8* multifuncionais a vacinacédo

para SARS-CoV-2 entre grupos de pacientes com e sem recorréncia de COVID-19.
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11 MATERIAIS E METODOS

11.1 Delineamento do estudo e desenho experimental

Trata-se de estudo de série de casos com grupo controle e as metodologias utilizadas para a
elucidacdo dos objetivos estdo agrupadas de acordo com o desenho experimental exposto

abaixo.

Pacientes com mais de dois Pacientes com um unico Controles sem
episodios de COVID-19 episodio de COVID-19 histérico de COVID-19

I | I
v

Recrutamento e acompanhamentos de
todos os pacientes (pré e pos vacina)

|
v ¥
Obtencao de dados clinicos
e epidemiologicos

Obtengao de sangue periferico

v

. Separagdo de células
Separacao de soro e plasma

mononucleares

Dosagens de IgA e IgG

os Estimulagdo com a proteina
especificas para o SARS-CoV-2

recombinante S1 do
SARS-CoV-2

Avaliagcdo da resposta imune
efetora
|

Y

¥

Caracterizacao do perfil de
linfocitos T CD4* e T CD8*
por citometria de fluxo

L
Caracterizacao da resposta imune
efetora pela dosagem de citocinas
e expressao génica

v
Avaliacdo de dados clinicos

associados arecorréncia da
COVID-19

11.2 Aspectos éticos

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Imunologia e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Sergipe (LIBM/HU-UFS) e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFS (Parecer: 4.018.577). O estudo especificado neste Capitulo 11 faz parte da
colaboracéo direta do LIBM/HU-UFS com o Prof. Dr. Jodo Santana da Silva, da Plataforma
Bi-institucional Fiocruz/FMRP-USP. Essa colaboracdo direta se da por meio de um projeto

maior intitulado “Vacina contra Covid-19 usando virus da influenza recombinante
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expressando fragmentos do spike do SARSCoV-2: efeito sobre comorbidades pulmonares e
resposta imune de pacientes curados da doen¢a” aprovado pela CAPES (Edital 11/2020,
Programa Estratégico Emergencial de Prevencado e Combate a Surtos, Endemias, Epidemias e

Pandemias) e liderado pelo Prof. Dr. Jodo Santana da Silva.

11.3 Populagéo estudada

O estudo inclui individuos que se apresentaram por demanda espontanea nos
ambulatérios de infectologia, clinica médica ou de outros servicos do HU-UFS e foram
recrutados por apresentar quadros de recorréncia da COVID-19 ou um Unico episodio da
doenca. Controles que ndo apresentaram qualquer historico da doenca foram recrutados por
meio de busca ativa. Todos 0s pacientes participantes do projeto foram selecionados nos
servigos HU-UFS.

A definigéo dos trés grupos de estudo se deu da seguinte forma:

e Grupo com Recorréncia da COVID-19 (COV- Rec):
o Pacientes com dois ou mais quadros clinicos recorrentes de COVID-19
apo6s quarentena de 15 dias, recuperacdo clinica completa do quadro
anterior e com um minimo de 30 dias apds voltar as suas atividades
normais entre episddios de COVID-19. Os episddios de recorréncia foram
acompanhados de positividade no diagnéstico molecular e retorno de
sintomatologia clinica em todos os episddios. Todos os pacientes tiveram
episodios de recorréncia entre abril de 2020 a dezembro de 2020, quando
as VP ainda néo estavam circulando no estado de Sergipe (DOS SANTOS;
BEZERRA; DE AZEVEDO MARINHO; et al., 2021).

« Grupo com um COVID-19 Unico (COV-Uni)
o Pacientes com quadro clinico unico de COVID-19 com positividade
para o teste molecular. Todos os pacientes foram diagnosticados no periodo
de agosto de 2020 a margo de 2021.

e Grupo Controle (CT)

o Individuos com auséncia de historico da doenca.

Além da separacdo em trés diferentes grupos, todos os pacientes foram convidados a
fornecer amostras biologicas e informacges clinico-epidemioldgicas antes da vacinagao contra

SARS-CoV-2 e apo6s a segunda dose da vacinagéo.
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11.3.1 Critérios de inclusdo e exclusio

Todos os individuos maiores de 18 anos e 0s seus pais ou responsaveis dos menores de
18 anos assinaram TCLE (APENDICE C), ap6s receber informagbes verbais dos
pesquisadores sobre os procedimentos da pesquisa. A autonomia dos participantes foi
garantida por meio da administracdo cuidadosa do TCLE informando que a participacgao deles
é voluntaria. A infeccdo por SARS-CoV-2, ou auséncia dela, foi confirmada através da
técnica de RT-gPCR. Os pacientes que se recusaram a participar da pesquisa, pacientes que
receberam tratamentos com imunossupressores e pacientes com comorbidades que afetem a

resposta imune (incluindo infecgdo por HIV e malignidade) foram excluidos da pesquisa.

11.4 Coleta de informacGes clinico-epidemiologicas

InformacGes clinico-epidemioldgicas foram coletadas por meio de entrevista
semiestruturada a partir de questionario aplicado pelos pesquisadores responsaveis pelo
estudo (APENDICE D). Alguns dados complementares também foram obtidos através de

busca ativa em prontuérios disponiveis no HU-UFS.

11.5 Coleta de material bioldgico

Todas as amostras bioldgicas dos individuos participantes do estudo foram
previamente colhidas, processadas e armazenadas no LIBM/HU-UFS até o momento da
analise. As amostras de todos os grupos de individuos participantes do estudo foram colhidas
nos momentos pré-vacinacao e pelo menos 30 dias e no maximo 60 dias ap6s segunda dose de
vacinacdo contra COVID-19. O recrutamento de todos os individuos inclusos no estudo e a
coleta de amostras bioldgicas destes foi realizado durante o periodo de fevereiro a dezembro
de 2021.

11.5.1 Obtencé&o de soro e plasma

Por meio de venipuntura, 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 & temperatura ambiente, para a separacao do soro e plasma,

respectivamente. As amostras obtidas serdo estocadas a -80 °C até o uso.
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11.5.2 Obtencdo e cultura de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Por meio de venipuntura, foi coletado 20 mL de sangue total em tubo contendo
heparina. O sangue foi diluido na proporcdo 1:1 com solugdo salina e submetido a um
gradiente de densidade com o uso de Histopaque®-1077, segundo instrucdes do fabricante
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), por meio de centrifugacdo (Eppendorf 5810r, EUA) a
400x ¢, por 35 min, a uma temperatura de 24 °C, conforme protocolo previamente
padronizado pelo grupo (MAGALHAES; MELO; DAMASCENA; et al., 2022). Ap6s a
centrifugacdo, foi visualizada a nuvem formada por células mononucleares, que foram
coletadas com o auxilio de pipetador automatico e entdo lavadas duas vezes com solucdo
salina, a 300x g e a 400x g, por 10 minutos a 24°C, com ressuspensdo das células entre as
lavagens. Em seguida, as células foram contadas em camara Neubauer (Boeco, Hamburgo,
Alemanha) e posteriormente ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco, Carsbad,
CA, USA) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal inativado (iSBF) e 1% de
antibidtico penicilina e estreptomicina (Pen/Strep). As células foram entdo plaqueadas em
placa de 48 pocos, na quantidade de 1x10°® células por poco e incubadas em estufa a 37°C
com 5% de CO..

11.6 Ensaios relacionados aos Objetivos Especificos

11.6.1 Caracterizacdo da resposta de linfécitos por citometria de fluxo

O protocolo de citometria se baseia em técnica previamente publicada e padronizada
pelo grupo (SANTOS; NICO; DE OLIVEIRA; et al., 2017; BEZERRA-SANTOS; DO
VALE-SIMON; BARRETO; et al., 2018). De maneira breve, as células mononucleares do
sangue periférico foram estimuladas com o antigeno S1, da proteina Spike do SARS-CoV-2,
cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo Tostes Gazinelli da UFMG/Fiocruz Ribeirdo Preto. Para
comparacao das respostas produzidas, as células também foram estimuladas com o mitégeno
fitohemaglutinina (PHA) ou ndo foram estimuladas. Apds o periodo de incubagdo com o
estimulo, essas células foram marcadas com anticorpos monoclonais anti-humanos de
superficie e intracelulares conjugados a fluorocromos. Basicamente, as células foram tratadas
com solugdo de bloqueio (2% de soro bovino fetal + 2% de soro caprino fetal diluidos em
PBS 1X), para evitar ligagdes de imunoglobulinas inespecificas, e incubadas na auséncia de

luz por 30 min a 4 °C. Em seguida, as celulas foram lavadas e incubadas com anticorpos
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monoclonais para marcacdo das moléculas de superficie especificas (30 min a 4 °C). Para
marcacao intracelular, apds incubacdo, as células foram lavadas duas vezes com o tampéo
PBS e foi adicionado 100 pL do tampao de permeabilizagdo Cytofix / Cytoperm (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, EUA). Apds 20 min de permeabilizacdo, as células
foram incubadas por 30 min a 4 °C com mix de marcagao intracelular. Para verificar a
ativagdo multifuncional de linfécitos T foram usados os marcadores de superficie celular CD3
PE-Cy7 , CD4 V500, CD8 PE.Cy5 e os marcadores intracelulares IL-2 BV421, IFN-y Alexa
Fluor-488 e TNF-a. APC. Em seguida, as células foram lavadas com o tampdo PermWash
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA), ressuspendidas em 350 pulL de PBS. Ao final
do processo, as células foram transferidas para um tubo de acrilico e entdo adquiridas no
citbmetro de fluxo com a aquisi¢do de 100.000 eventos (na regido de linfdcitos) para cada
uma das condicGes do estudo. Foi utilizado o citdmetro de fluxo BD FASCanto Il (BD
Bioesciences, USA) utilizando o Software Diva 6.0. A compensac¢do dos fluorocromos dos
anticorpos, bem como a analise e caracterizacdo do perfil fenotipico das células adquiridas foi
realizada utilizando a analise booleana do Software FlowJo versdo 10.0 (BD Bioesciences,
USA).

11.6.2 Dosagens de 1gG e IgA especificos para SARS-CoV-2

Para avaliar a presenca de Imunoglobulinas especificas 1gG e IgA contra 0 SARS-
CoV-2, o soro de todos os pacientes foi testado por meio de ensaios de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA) especificos para a fracdo S (spike) — IgG e IgA, e N (nucleocapsideo) -
IgG do SARS-CoV-2. Os ensaios foram realizados pelo uso de kits da Euroimmun
(PerkinElmer, Alemanha), de acordo com as orientacGes dos fabricantes, descrita no item
5.5.6.1.

11.6.3 Dosagem de citocinas

Em paralelo ao descrito anteriormente, as células mononucleares foram estimuladas
nas mesmas condic¢des, mas por um tempo total de 72h. Ao final desse tempo, foram obtidos
sobrenadantes das culturas estimuladas e as células foram armazenadas em conservante de

MRNA (descrito no préximo item).
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Os sobrenadantes das culturas foram utilizados para dosagem de citocinas e
quimiocinas a partir de ensaios multiplex. As dosagens multiplex foram realizadas de acordo
com as recomendacbes do fabricante e foram utilizados kits MILLIPLEX MAP Human
Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Merck KGaA, Alemanha), com 0s seguintes
alvos: IFN-y, 1L-10, IL-1B, TNF-a, IFN-02, IL-6, IL-8, IL-4, IP-10, MCP-1 e TGFa. As
dosagens foram feitas em um Luminex100/200, utilizando o Software XMAP e Merck

Analyst.

11.6.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através do software GraphPad Prism 5 e R
Studio. A anéalise de normalidade foi feita pelo teste de D’ Agostino-Pearson. As diferengas
entre grupos foram avaliadas utilizando o teste de Mann-Whitney e as diferencas entre
condi¢cdes de um mesmo grupo, por meio do teste de Wilcoxon. O teste Exato de Fisher foi
utilizado para testar a associacao de caracteristicas clinicas e epidemioldgicas. As correlacdes
foram feitas por meio do teste de Spearman e a clusterizacao de fenotipos correlatos foram
realizadas por meio da analise de componente principal, ambos utilizando o pacote corrplot
do R. Os padrdes de fendtipos de células T foram comparados por permutacdo parcial ndo
paramétrica usando o software SPICE (ROEDERER; NOZZI; NASON, 2011). Os dados

foram considerados estatisticamente significantes com valores de p < 0,05.
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12 RESULTADOS

12.1 Caracteristicas clinico-epidemioldgicas

As caracteristicas dos pacientes incluidos no Capitulo 11 deste estudo sdo mostradas na
Tabela 8. Seguindo os critérios estabelecidos no item 11.3, foram incluidos um total de 18
individuos no grupo de pacientes com COVID-19 recorrente (COV-Rec), e 29 individuos nos
grupos controles, sendo 15 controles com apenas um episodio de COVID-19 (COV-Uni) e 14
controles sem relatos infeccdo por SARS-CoV-2 (CT). As medias das idades para 0s grupos
COV-Rec, COV-Uni e CT foram de 40.5, 30.2 e 35.5, respectivamente (Tabela 8, p = 0.346).
Os pacientes do grupo COV-Rec foram, em sua maioria, do sexo feminino n = 17 (94.44%),
quando comparados com 0s grupos controle (Tabela 8, p = 0.016). Mais pacientes que
compuseram o grupo COV-Rec tinham comorbidades (Tabela 8, p = 0.016) e buscaram
atendimento na unidade de urgéncia durante a ocorréncia da COVID-19 (Tabela 8, p = 0.007),
quando comparados aos pacientes do grupo COV-Uni. Além disso, o grupo COV-Rec foi
totalmente composto por profissionais de salde, enquanto parte dos pacientes dos grupos
controles exercem outras profissdes (Tabela 8, p = 0.007). N&o foram encontradas diferencas
significativas entre 0s grupos quanto a presenca de sintomatologia, apesar de 100% dos
participantes que tiveram recorréncia da COVID-19 serem sintométicos (Tabela 8, p = 0.076).
O tipo sanguineo mais frequente entre 0s grupos de pacientes foi o tipo O, seguido do tipo A,
contudo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos nesse quesito (Tabela 8, p =
>0.999). Quanto a vacina recebida contra a COVID-19, a maior parte dos participantes dos

grupos incluidos neste estudo recebeu o imunizante CoronaVac.
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Tabela 8 Informagdes clinico-epidemioldgicas dos individuos com recorréncia de COVID-19 e grupos controle.

Variaveis Recorréncia COV Controle COV  Controle p

COV-Rec COV-Uni CT

Total (n=18) (n = 15) (n=14)

Idade (média £ DP) 405+9 30.2+13.2 355%125 0.346°

Sexo (%)

Feminino 17 (94.44) 6 (40) 12 (85.7)

Masculino 1 (5.56) 9 (60) 2 (14.3) 0.016°

Tipo sanguineo®

A 5/15 5/12 2/11

B 3/15 1/12 2/11

AB 0 0 111 >0.999°

o] 7/15 6/12 6/11

Ocorréncia de sintomas

Assintomatico 0 3 N/A

Sintomatico 19 12 N/A 0.076

Atendimento em unidade de urgéncia*

Sim 10/15 2 N/A

Nao 5/15 13 N/A 0.007

Doengas associadas**

Sim 8 (44.44) 3 (20) 2/13 (15.39)

Néo 10 (55.56) 12(80)  11/13(84.61) 0.016°

Atividade profissional

Profissional de sadde 18 (100) 9 (60) 10 (71.43)

Outras 0 6 (40) 4(2857)  0.007%

Vacina recebida

CoronaVac 15 (83.33) 6/14 (42.86)  11/13(84.6)

Astrazeneca 3(16.67) 614 (42.86) 1/13 (7.7) -

Pfizer 0 2/14 (14.28) 1/13 (7.7)

As variaveis quantitativas sdo apresentadas como valor médio e desvio padrdo. *N&o foi possivel obter a
informag&o de todos os pacientes ou eles ndo souberam informar. Kruskal-Wallis; "Teste exato de Fisher para a
comparacédo entre COV-Rec vs COV-Uni + CT; ** Doencas associadas descritas foram obesidade, hipertenséo
arterial sistémica, diabetes e hipotireoidismo. Profissional de saide foram enfermeiros, biomédicos, médicos e
farmacéuticos. Sintomatologia relatada pelos pacientes com um dnico episédio de COVID-19 foram: febre,
tosse, coriza, dor na garganta, dispneia, diarreia, nausea/vomito, ageusia, anosmia, cefaleia e astenia
Sintomatologia relatada pelos pacientes recorrentes incluiram todos os sintomas relatados anteriormente, mais
comprometimento pulmonar. *Outras areas profissionais descritas foram educagdo (professor e aluno),
advocacia, administracdo, estética e tecnologia da informacdo. Negrito indica diferencas estatisticamente
significante.
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12.2 Deteccdo de anticorpos contra SARS-CoV-2 em pacientes com quadros de

recorréncia da COVID-19 e controles, antes e apds a vacinacao.

A fim de avaliar possiveis diferencas na producdo/detec¢do de anticorpos entre 0s
grupos incluidos neste estudo apds ou ndo episédios de COVID-19, ensaios para deteccdo
soroldgica de 1gG (S1 e N) e IgA (S1) foram realizados. Nao foram encontradas diferengas
significativas entre 0s grupos, tanto antes quanto apds a vacina¢do (dados nao mostrados).
Apesar de ndo significativo, foi possivel visualizar uma propor¢cdo menor de pacientes
positivos para anticorpos IgG (S1 e N) e uma frequéncia maior de pacientes positivos para
IgA (S1) no grupo de pacientes com recorréncia (COV-Rec), quando comparado com
pacientes que sé tiveram um quadro de COVID-19 (COV-Uni), no periodo pré-vacina (Tabela
9). ApoOs a vacinacdo, o total de pacientes positivos para os diferentes tipos de
imunoglobulinas pesquisadas aumentou quando comparado ao periodo pré-vacinagdo, com
uma frequéncia maior de pacientes positivos para IgG da proteina S1 em todos 0s grupos
(Tabela 9). Foram identificadas diferencas significativas na quantidade de pacientes positivos
em todos 0s grupos, quando cada grupo foi comparado entre si nos periodos pré e pds-vacina,
para IgG (S1) e no grupo controle sem doenca para IgA (S1) (Tabela 9). Adicionalmente, o
perfil de detecgéo individual de anticorpos do tipo 1gG anti-S1 para 0 SARS-CoV-2 nos 0s
grupos de pacientes avaliados nesse estudo é demostrada na Figura 1.

Tabela 9 Presenca de anticorpos contra SARS-CoV-2 antes e apds vacinagéo.

Grupos PRE-VACINA POS-VACINA
Negativo Positivo Negativo Positivo OR IC (95%) p
IgA S1 SARS-CoV-2
COV-Rec 7 (53.85) 6 (46.15) 8 (50) 8 (50) 1.167 0.28-4.97 >0.999
COV-Uni 7 (70) 3(30) 5(35.71) 9(64.29) 4200 0.71-19.14  0.213
CT 12 (93.3) 1(7.69) 6 (50) 6 (50) 1200 1.11-146.8 0.030

1gG S1 SARS-CoV/-2
COV-Rec 9 (69.23) 4(30.77) 2(1250) 14 (87.50) 1575 2.48-84.46  0.002

COV-Uni 5 (50) 5 (50) 0 14 (100) - - 0.005
cT 13 (100) 0 2(1429)  12(85.71 - - <0.0001
IgG NCP SARS-CoV-2

COV-Rec 9 (75) 3 (25) 6(42.86) 8(57.14) 400 0.77-1750  0.130
COV-Uni 6 (54.55) 5(4555)  9(69.23)  4(30.77) 053 0.11-275  0.675
cT 13 (100) 0 11(78.57) 3 (21.43) - - 0.222

NUmeros totais de participantes dos quais foi possivel obter amostra biol6gica. Deteccdo de anticorpos realizada
pela técnica de ELISA. p = Teste exato de Fisher. Negrito indica diferencas estatisticamente significante.
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Figura 1 Perfil de deteccdo de IgG anti-S1 em pacientes com histéria da COVID-19 e controles.
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A figura apresenta um mapa da dosagem de IgG anti-S1 no soro de pacientes com COVID-19 para os trés grupos
incluidos no estudo: pacientes Controle (n =12), pacientes COV Unico (n =11) e pacientes COV Recorrente (n
=11), antes (Pré) e ap6s (P06s) a vacinagdo dos pacientes. Os resultados sdo expressos em gradiente de cor de
acordo com a classificagdo da dosagem obtida por ELISA e recomendada pelo fabricante: negativo, borderline e
positivo. Adicionalmente, a vacina administrada em cada um dos pacientes é observada no lado direito do mapa.

12.3 Avaliacdo de células T multifuncionais em pacientes com quadros de recorréncia da

COVID-19 e grupos controles antes e apds a vacinacao

A caracterizacdo dos linfécitos T de pacientes com quadros de recorréncia da COVID-
19 foi feita com a avaliacdo das células T multifuncionais classicas ap0s a estimulacdo com a
proteina S1 do SARS-CoV-2. O fendtipo multifuncional classico foi determinado como
células T CD4" e T CD8" positivas para as citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-a (Figura 2, resumo

do esquema de gates da citometria).
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Figura 2 Painel ilustrativo representando os parametros usados na citometria de fluxo para obtencéo dos perfis
funcionais de células TCD4* e TCD8* produzindo IFN-y, IL-2 e TNF-a.
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A frequéncia total de células expressando o fenétipo da citocina foi determinada em PBMC do grupo de

pacientes com recorréncia da COVID-19 e controles antes e apds a vacinagdo contra SARS-CoV-2, estimulados
com o antigeno do SARS-CoV-2 (S1).

Como demonstrado na Figura 3, ndo houve diferencas significativas na proporcao de
fendtipos de células T multifuncionais entre os grupos COV-Uni e COV-Rec. Entretanto, €
possivel observar que ambos 0s grupos tiveram uma maior propor¢do de células T CD8*
dupla-positivas (CD8"IFN-y*IL-2"; CD8*IFN-y"TNF-a") e triplas-positivas (CD8*IFN-y*IL-
2"TNF-0") quando comparados ao grupo Controle (Figura 3 E, F e H). De maneira
complementar, os padrfes de resposta entre 0s grupos foram avaliados pela correlagcdo entre
fenotipos de células T e o seu agrupamento em um componente principal (Figura 3 1, J e K). E
possivel observar correlacdes positivas fortes em todos os trés grupos avaliados para 0s mais

variados fenétipos de células T CD4* e CD8".
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Figura 3 Avaliacdo do fenétipo de linfécitos T multifuncionais em pacientes com ou sem histérico de COVID-
19 antes da vacinagéo.
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A porcentagem de linfocitos T CD4+ foi avaliada para expressdo de duas ou trés citocinas: CD4+IFN+IL-2+
(A), CD4+IFN+TNF+ (B), CD4+IL-2+TNF+ (C) e CD4+IFN+IL-2+TNF+ (D) para os grupos Controle, COV
Unico e COV Recorrente e apds estimulagdo com a proteina S1. A mesma avaliacdo foi realizada para linfdcitos
T CD8+, ou seja: CD8+IFN+IL-2+ (E), CD8+IFN+TNF+ (F), CD8+IL-2+TNF+ (G), CD8+IFN+IL-2+TNF+
(H). Complementarmente, foram feitas correlagbes entre os valores de células expressando uma, duas ou trés
citocinas para cada um dos grupos avaliados, Controle (1), COV Unico (J) e COV Recorrente (K) e, além disso,
os fendtipos celulares foram agrupados de acordo com o primeiro componente principal. Os gréficos (A-H)
apresentam boxplots com a média + valores minimos e méximos apds a subtracdo dos valores do meio ndo
estimulado para cada grupo analisado, e 0s pontos representam os valores individuas de cada paciente (Controle,
n = 11; COV Unico, n = 11; COV Recorrente, n = 12). A diferencas foram avaliadas aos pares com o teste de
Mann-Whitney. Os heatmaps (I-K) foram construidos utilizando correlagdes de Spearman, sendo em azul as
correlacbes positivas e em vermelhos as correlagbes negativas para correlages significativas, enquanto os
espacos em branco demonstram auséncia de correlagdo significante. Os fendtipos foram agrupados de acordo
com o primeiro componente principal. A significancia adotada em todos os testes foi p < 0,05 (* < 0,05, ** <
0,01).

Baseado nos dados anteriormente publicados sobre a recorréncia da COVID-19, os
fendtipos de células T CD4" e CD8* foram avaliadas para pacientes com histéria da COVID-
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19 positivos ou negativos para 1gG anti-S1, independente de histdria de recorréncia. Como
apresentado na Figura 4, os pacientes IgG+ tiveram uma maior producdo de células T
CD4*IFN-y*IL-2*"TNF-a" quando comparados ao grupo Controle e ao grupo COV IgG-
(Figura 4 D). Ja o fenétipo triplo-positivo de célula T CD8" foi mais presente em ambos 0s
grupos quando comparados ao Controle (Figura 4 H). Além disso, pacientes COV IgG+
apresentaram mais células T duplas positivas tanto em CD4" quanto em CD8" (Figura 4 B, C,
E, F e G) quando comparados ao Controle. J4 o grupo COV IgG- apresentou mais células
duplas para fenétipos de células T CD8" (Figura 4 E e F). Adicionalmente, é possivel
observar um agrupamento heterogéneo de correlagdes nos grupos avaliados. N&o foram
observadas correlagfes significativas entre a densidade dptica das dosagens de IgG anti-S1 e

os fenotipos de linfocitos T (Figura 4 1, J e K).

Figura 4 Avaliacéo do fenotipo de linfocitos T multifuncionais em pacientes com ou sem histérico de COVID-

19 de acordo com a producéo de 1gG anti-S1 antes da vacinagéo.
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A porcentagem de linfocitos T CD4+ foi avaliada para expressdo de duas ou trés citocinas: CD4+IFN+IL-2+
(A), CD4+IFN+TNF+ (B), CD4+IL-2+TNF+ (C) e CD4+IFN+IL-2+TNF+ (D) para os grupos Controle, COV
IgG- e COV IgG+ e apods estimulagcdo com a proteina S1. A mesma avaliacdo foi realizada para linfocitos T
CD8+, ou seja: CD8+IFN+IL-2+ (E), CD8+IFN+TNF+ (F), CD8+IL-2+TNF+ (G), CD8+IFN+IL-2+TNF+ (H).
Complementarmente, foram feitas correlages entre os valores de células expressando uma, duas ou trés
citocinas para cada um dos grupos avaliados, Controle (1), COV IgG- (J) e COV IgG+ (K) e, além disso, 0s
fendtipos celulares foram agrupados de acordo com o primeiro componente principal. Os gréficos (A-H)
apresentam boxplots com a média + valores minimos e maximos apés a subtracdo dos valores do meio nédo
estimulado para cada grupo analisado, e 0s pontos representam os valores individuas de cada paciente (Controle,
n = 11; COV IgG-, n = 13; COV IgG+, n = 10). A diferencas foram avaliadas aos pares com o teste de Mann-
Whitney. Os heatmaps (I-K) foram construidos utilizando correlacdes de Spearman, sendo em azul as
correlagbes positivas e em vermelhos as correlagcBes negativas para correlacdes significativas, enquanto os
espacos em branco demonstram auséncia de correlagdo significante. Os fendtipos foram agrupados de acordo
com o primeiro componente principal. A significancia adotada em todos os testes foi p < 0,05 (* < 0,05, ** <
0,01).

De forma adicional, a producéo de citocinas pelas células mononucleares estimuladas
com S1 foi avaliada nos diferentes grupos. E possivel observar que ndo ha diferencas
significativas quando comparados os grupos COVID-19 e Controle ou COV IgG- e COV
IgG+ com o grupo Controle, tanto para IFN-y (Figura5 A e E), IL-1p (Figura5 B e F), IL-10
(Figura5 C e G), e TGF-a (Figura 5 D e H), apesar de ser possivel observar uma producéao

maior no grupo controle, na maioria dos analitos avaliados.

Figura 5 Dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de células estimuladas com S1 antes da vacinago
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Os gréficos representam a quantificacdo de citocinas no sobrenadante obtido de células mononucleares
estimuladas com a proteina S1 por 72h para pacientes do grupo Controle (n = 9) e com histéria de COVID-19 (n
= 6). O grupo COVID-19 se origina da unido dos grupos COV Unico e COV Recorrente (apresentados com
cores diferentes). Adicionalmente sdo demonstrados os grupos Controle, COV IgG- e COV IgG+. As citocinas
apresentadas sdo: IFN-y (A e E), IL-1B (B ¢ F), IL-10 (C e G) e TGF-a (D e H). Os graficos representam
boxplots com a média + valores minimos e maximos apds a subtracdo dos valores do meio ndo estimulado para
cada grupo analisado, e os pontos representam os valores individuas de cada paciente. Nas figuras A, B, Ce D as
cores dos pontos no grupo COVID-19 representam o grupo ao qual o paciente pertence (COV Uni, azul, ou COV
Rec, vermelho). As diferencas entre grupos foram testadas por Mann-Whitney e o resultado considerado
significativo quando p < 0,05.

Em sequéncia, o efeito da vacinacdo na frequéncia de células T multifuncionais foi
avaliado nos diferentes grupos. Como observado na Figura 6, ndao foram encontradas
diferencas significativas na proporcéo de células T CD4" e CD8" multifuncionais de fenétipo
duplo positivo ou triplo positivo, seja na avaliagio dos grupos COV Unico e COV Recorrente
ou COV IgG- e IgG+ ou mesmo do grupo Controle quando comparados o Pré e Pds vacinagédo
(Figura 6 A, B, C e D). Junto a isso, a avaliacdo das mudancas no padrdo do fenotipo dos
linfocitos T mostrou que os individuos do grupo COV-Recorrente apresentam predominancia
de IFN+ nas células CD4+ e CD8+ antes da vacinagdo. Apos a vacinagdo, os fenotipos CD4+
e CD8+ sdao amplamente substituidos por células TNF+. Da mesma forma, quando analisamos
os individuos do grupo COV IgG-, ha um padrdo de predominancia de IFN+ nas células T.
Por outro lado, os grupos COV-Unico e COV lgG+ apresentam fendtipos semelhantes nas

celulas CD4+ e CD8+ antes e ap0s a vacinacao. (Figura 6 E).
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Figura 6 Andlise da influéncia de vacinacéo no perfil fenotipico de linfécitos T multifuncionais
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Células mononucleares de pacientes foram estimuladas com S1 por 18h e avaliadas de acordo com a
porcentagem de células T CD4+ e CD8+ multifuncionais no periodo antes da vacinagéo (Pré) e apds a vacinagao
(P6s) para os pacientes do grupo Controle (n = 10) e com histdéria da COVID-19 (n = 9), apresentados como
COV Unico e COV Recorrente (A e B) ou IgG- e 1gG+ (C e D). As diferencas entre grupos foram testadas por
Mann-Whitney (para diferentes grupos) ou pré- e pés-vacinacdo por Wilcoxon (mesmo grupo pareado). O
resultado considerado significativo quando p < 0,05. (E) Graficos de pizza demonstrando propor¢des dos
fendtipos para células T CD4+ e CD8+ em cada grupo do estudo antes e depois da vacinagdo. O padrdo de
fendtipos foi comparado pelo teste de permutagdo parcial ndo paramétrico e os valores de p em negrito indicam
diferengas significativas
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13 DISCUSSAO

Com o objetivo de caracterizar o grupo de pacientes com recorréncia de COVID-19, este
estudo avaliou informagdes clinico-epidemioldgicas, a Rl de linfocitos T CD4" e T CD8" e a
producdo de anticorpos destes pacientes comparando-os com controles, antes e apos
vacinacdo para SARS-CoV-2.

A ocorréncia de sintomatologia clinica da COVID-19 apds melhora de um primeiro
quadro sintomatoldgico ja é relatada na literatura, contudo ainda existe certo debate acerca do
que pode estar causando o segundo quadro sintomatoldgico, uma reativagao do virus ou uma
reinfeccdo. No contexto atual, e frente aos achados ja relatados com o sequenciamento dos
virus que causaram o primeiro e segundo episddio da doenca (TILLETT; SEVINSKY;
HARTLEY; et al., 2021; TO; HUNG; IP; et al., 2021), incluindo um do nosso grupo de
pesquisa (SANTOS; FILHO; SILVA; et al., 2021), a reinfeccdo é uma hipdtese bastante
plausivel. Contudo, alguns estudos sugerem persisténcia viral, na qual o virus pode ficar em
estado de laténcia nas células, sem causar doenca por algum tempo, reincidindo
posteriormente (WANG; XU; JIANG; et al., 2020; YE; PAN; PAN; et al., 2020; YUAN;
LIU; YANG; et al.,, 2020). Todos os pacientes incluidos no presente estudo relataram
cumprimento do prazo de quarentena (14 dias), melhora clinica total e tiveram recorréncia dos
sintomas de COVID-19 e deteccdo molecular do SARS-CoV-2 por gPCR pelo menos 30 dias
apos voltarem as suas atividades diarias normais, o que sugere quadro de reinfeccdo. No
entanto, ndo foi possivel realizar sequenciamento dos virus envolvidos nos diferentes
episodios da doenca e, logo, ndo é possivel confirmar a causa da recorréncia COVID-19 nos
pacientes aqui inclusos.

Ser do sexo feminino, ter necessidade de atendimento na unidade de urgéncia durante a
doenca, ter comorbidades e ser profissional de salde foram caracteristicas associadas a
recorréncia da COVID-19 no presente estudo. A presenca de sintomatologia e necessidade de
atendimento médico é compativel com relatos prévios na literatura e confirma a associagdo
desses fatores com a recorréncia da COVID-19 (WANG; XU; JIANG; et al., 2020; YE; PAN;
PAN; et al., 2020; SANTOS; FILHO; SILVA; et al., 2021). E plausivel sugerir que a
frequéncia de profissionais de saude no grupo de pacientes com recorréncia da COVID-19
possa ocorrer devido a uma maior exposicdo ao SARS-CoV-2. Contudo, é importante
destacar o vies de selegdo presente no recrutamento dos pacientes incluidos no estudo, que
foram recrutados nos servicos do HU-UFS. Esta observacao é pertinente também acerca da
associacdo encontrada aqui entre a recorréncia de COVID-19 e pessoas do sexo feminino,
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uma vez que € sabido que as mulheres sdo maioria entre os profissionais de satde no Brasil e
no mundo (WERMELINGER; HELENA MACHADO; DE FATIMA LOBATO TAVARES;
et al.,, 2010; BONIOL; MCISAAC; XU; et al., 2019; MUNABI; AUSLANDER;
XEPOLEAS; et al., 2022).

A ocorréncia de quadros de recorréncia da COVID-19 é compativel com a ideia de que
um mal funcionamento de algum aspecto do RI desenvolvida frente a infeccdo por SARS-
CoV-2 possa estar envolvido (TAY; POH; RENIA; et al., 2020; SANTOS; FILHO; SILVA;
et al., 2021). A comparacdo da presenca de anticorpos do tipo IgA e 1gG contra SARS-CoV-2
na populacdo avaliada no presente estudo ndo mostrou diferengas significativas entre os
grupos, tanto antes quanto apos a vacinacgdo, apesar de ser possivel observar uma frequéncia
menor de pacientes positivos para anticorpos 1gG (S1 e N) no grupo de pacientes com
recorréncia, quando comparado com pacientes que sé tiveram um quadro de COVID-109.
Niveis baixos ou a auséncia de anticorpos neutralizantes apos episodios de COVID-19 ja foi
descrita e presumivelmente associada a vulnerabilidade para uma nova infeccdo
(REYNOLDS; SWADLING; GIBBONS; et al., 2020; SANTOS; FILHO; SILVA,; et al.,
2021), Nesse sentido, é possivel que o resultado encontrado aqui seja indicativo de baixa
geragdo de anticorpos frente infecgdo natural da doenga nos pacientes com recorréncia da
COVID-19. Ademais, 0 aumento na presenca de anticorpos para a proteina S1 em todos 0s
grupos somente ap0s a vacinacdo reforca a nogdo de que a infeccdo natural da doenca, mesmo
apos mais de um episodio, ndo seja tdo eficaz na geracdo de anticorpos neutralizantes em
algumas pessoas, e a importancia da cobertura vacinal para o enfrentamento da pandemia.

O perfil de anticorpos advindos da vacinacdo foi bem evidente na amostra avaliada aqui
e facilmente visualizado pela menor frequéncia de anticorpos para a proteina N do SARS-
CoV-2 (ZHANG; ZENG; PAN; et al., 2021). Um estudo avaliando anticorpos ap0s a
vacinacdo em profissionais de saude vacinados com a CoronaVac mostrou que a variagdo nos
titulos de anticorpos parece ser dependente de alguns fatores como o indice de massa corporal
e tabagismo (UYSAL; GUMUS; BEKTORE; et al., 2022). Associa¢es com esses fatores ndo
foram observadas no presente estudo, no entanto, o fato de nem todas as pessoas incluidas no
grupo de recorréncia da COVID-19 apresentarem os anticorpos pesquisados, merece atencao.

Alguns estudos ja mostraram que células T de memoria especificas para SARS-CoV-2
foram encontradas em individuos em fase convalescente independente da presenca ou
auséncia de anticorpos (REYNOLDS; SWADLING; GIBBONS; et al., 2020; SEKINE;
PEREZ-POTTI; RIVERA-BALLESTEROQS; et al., 2020; HOU; ZHANG; TANG; et al.,
2021) e independente da gravidade da doenca (JUNG; RHA; SA; et al., 2021), sugerindo que
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a exposicdo ou infeccdo natural tem potencial de prevenir episédios recorrentes de COVID-19
grave. Contudo, a disfungdo das células TCD4 especificas para SARS-CoV-2 apds um ano de
infeccdo também foi relatada, sugerindo a necessidade de vacinacao para prevenir reinfeccao,
mesmo em pessoas convalescentes para COVID-19 (HOU; ZHANG; TANG,; et al., 2021).
Até 0 momento ndo existem estudos avaliando as respostas de células T em pacientes com
recorréncia da COVID-109.

De maneira geral, o desenvolvimento da resposta T CD4 e CD8 propde que as céelulas T
naive, apos contato com o antigeno especifico, se diferenciam gradativamente em células T de
memoria central, com base em sua capacidade de produzir trés citocinas: IL-2, TNF-o e IFN-
y. Essas células podem produzir uma destas citocinas, serem duplas ou triplas produtoras e
sdo chamadas multifuncionais, uma vez que sdo consideradas células de longa duragédo e
possuem funcdes efetoras e proliferativas, o que as permite responder rapidamente a um
segundo encontro com o antigeno (JUNG; RHA; SA; et al., 2021). Logo, a presenca de
células T multifuncionais é desejavel apds a fase convalescente da doenca, ou a vacinagao.

A caracterizacdo dos linfocitos T CD4 e CD8 multifuncionais classicas produtoras de
IL-2, TNF-a e IFN-y de pacientes com quadros de recorréncia da COVID-19 realizados no
presente estudo ndo mostrou diferengas significativas entre este grupo e aqueles que
apresentaram apenas um episddio de COVID-19. Contudo, os grupos de pacientes que
tiveram COVID-19, independentemente do nimero de episodios, tiveram maior producao de
células T CD8" duplas e triplas positivas quando comparados ao grupo controle, 0 que
demostra que a infeccdo natural da doenca é capaz de gerar uma resposta imune adaptativa
celular, mas isso ndo parece estar relacionado a recorréncia da COVID-19. Ademais, a
avaliacdo do padréo de resposta de células T CD4* e CD8" por meio da clusterizacéo realizada
por andlise de componente principal demonstra que ndo existe um padrdo entre as respostas
dos diferentes grupos analisados.

A avaliacdo da producdo de citocinas pelas células mononucleares estimuladas néo
demonstra diferencas significativas entre os grupos estudados, apesar de diferencas visuais
marcantes principalmente na producdo de IFN-y (maior no grupo Controle). A producdo de
IFN-y ¢ classicamente associada a uma efetiva montagem da R & virus e isso pode indicar a
ativacdo efetiva das células desses pacientes sem histdria prévia da COVID-19, apesar desses
pacientes serem negativos para IgG anti-S1 antes da vacinagédo

Em relacdo aos efeitos da vacinacdo, ndo foram encontradas diferencas significativas
no percentual de linfécitos T CD4" e CD8" quando cada grupo foi comparado entre si nos

periodos pré e pos-vacinacdo. Coadunando com esses resultados, achados prévios na
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literatura, como os de Sekine, Peres-Potti, Rivera Ballesteros et al. (2020), também néo
observaram diferengas significativas entre grupos de pacientes convalescentes que tiveram
COVID-19 leve e convalescentes que tiveram COVID-19 grave quanto ao percentual de
células TCD4" multifuncionais. O mesmo artigo observou diferencas entre os pacientes
quanto ao percentual de células TCD8+ na producdo de IFN-y e TNF-a, mas somente para
células estimuladas com a proteina S do SARS-CoV-2 (SEKINE; PEREZ-POTTI; RIVERA-
BALLESTEROS; et al., 2020). Também ndo foram encontradas diferencas significativas na
frequéncia de células T multifuncionais CD4+ e CD8+ especificas para SARS-CoV-2 em
diferentes tempos apds a infeccdo (JUNG; RHA; SA,; et al., 2021).

Contudo, a vacinagdo alterou o padrdo fenotipico em células T CD4+ e CD8+. O
grupo COV-Recorrente teve resposta predominante de IFN-y antes da vacinagdo, enquanto as
ceélulas expressando TNF-a ganharam maior propor¢do apos a imunizagdo. Ja os pacientes do
grupo COV-Unico tiveram distribuicdo mais igualitaria entre as trés citocinas analisadas antes
e apds a vacinacgdo, com leve aumento na presenca de TNF-a. Recentemente, van der Ploeg e
colaboradores (2022) demonstraram que o fenotipo CD4+TNFo+ estd relacionado a uma
melhor resposta e periodos tardios ap6s a infec¢do por SARS-CoV-2, enquanto as células T
IFN-y+ foram detectadas em tempo precoce e nido fortemente associadas a prote¢ao (VAN
DER PLOEG; KIROSINGH; MORI; et al., 2022). Além disso, 0 mesmo estudo associou a
presenca de CD4+TNF-a+ a producao de anticorpos neutralizantes de SARS-COV-2 e que a
vacinacdo induz resposta diferente da infeccdo natural (VAN DER PLOEG; KIROSINGH,;
MORI; et al., 2022). Portanto, os resultados mostrados aqui sugerem que o grupo COV-
Recorrente pode desenvolver uma protecdo parcial durante multiplos episodios de COVID-19
e a vacinacao induz mudancas no padrdo de resposta mais relacionadas a protecéo efetiva.

A auséncia de diferencas significativas na proporcdo de células T multifuncionais
entre o grupo COV-Rec e COV-Uni evidencia que outros mecanismos da RI efetora podem
estar envolvidos nesses episddios de recorréncia. O trabalho prévio publicado pelo grupo de
pesquisa com pacientes com recorréncia da COVID-19 demonstrou a associacao de niveis
mais baixos de anticorpos 1gG para SARS-CoV-2 com a recorréncia da doenca (SANTOS;
FILHO; SILVA; et al.,, 2021). Baseado nisso, 0s pacientes com histoéria de COVID-19
incluidos no presente estudo foram agrupados em IgG- ou IgG+ para a proteina S1
independentemente da quantidade de episddios da doenca. Esta avaliacdo do fendtipo de
células T multifuncionais demonstrou uma maior frequéncia de células T CD4"IL-2"TNF-
a'IFN-y" nos pacientes COV IgG+ quando comparados aos outros grupos (grupo Controle e

grupo 1gG-). Adicionalmente, o grupo IgG+ apresentou também maior frequéncia no
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percentual de linfécitos T CD4 duplo positivos e T CD8 duplo e triplo positivos quando
comparado aos pacientes Controle. Estes achados sugerem que a COVID-19 promove o
desenvolvimento de uma RI celular com a maturacdo de linfocitos T e a producdo de
anticorpos.

J& é amplamente demonstrado na literatura que a vacinagdo para COVID-19 ndo est
diretamente associada a producgdo de linfocitos T multifuncionais, apesar de induzir protecdo
contra novas infecgdes (LI; MUFTUOGLU; LIANG; et al., 2022; UYSAL; GUMUS;
BEKTORE; et al.,, 2022) e evidenciam a associacdo da presenca de linfocitos T
multifuncionais com protecdo natural contra o SARS-CoV-2, seja em pacientes
convalescentes da doenca ou meses ap6s a doenca (SEKINE; PEREZ-POTTI; RIVERA-
BALLESTEROS; et al., 2020; JUNG; RHA; SA; et al.,, 2021; AHMED; QUADEER,;
MCKAY, 2022). No presente trabalho, o percentual de células T multifuncionais ndo se
correlacionou significativamente com os valores de densidade dptica das dosagens de IgG
anti-S1 para nenhum dos grupos avaliados. E imprescindivel salientar que a baixa frequéncia
de linfocitos T primados para 0 SARS-CoV-2 e a auséncia de anticorpos anti-S1 detectaveis
em individuos convalescentes de um ou mais episddios a COVID-19 sugere que estes podem
apresentar falhas em dois aspectos parcialmente independentes da RI e, portanto, podem ser
mais susceptiveis a quadros de recorréncia da COVID-19.

Em resumo, os achados descritos aqui sugerem que a presenca de células T
multifuncionais (IFN-y, IL-2 E TNF-a) parecem ndo ser envolvidas diferencialmente na
ocorréncia de quadros de recorréncia da COVID-19, mas a auséncia de anticorpos anti-S1 ¢é
relacionada com uma menor frequéncia de células T CD4+, independentemente do nimero de
episddios de COVID-19. Ainda, os dados reforcam a importancia da vacinacdo para a
formacédo de anticorpos contra 0 SARS-CoV-2 e para a alteracdo do padrdo dos fenétipos das
células T. Juntos, os resultados contribuem para o entendimento dos quadros de recorréncia da
COVID-19, indicando que a investigacdo do perfil celular a partir de outros marcadores pode
ser importante para uma melhor caracterizagdo desde grupo de pacientes.
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14 CONCLUSOES

A partir do presente estudo pode-se concluir que:

e Ter comorbidades e procurar atendimento na unidade de urgéncia foi associado a
recorréncia da COVID-19 nessa populagéo;

e A vacinacdo promoveu aumento significativo na producdo de anticorpos do tipo IgG
para a proteina S1 do SARS-CoV-2 em pacientes que tiveram recorréncia da COVID-
19, pacientes que tiveram um Unico quadro de COVID-19 e nos controles sem doenca,

demonstrando um efeito da vacinagdo na indugédo da resposta humoral;

e A vacinacdo foi capaz de estimular a producdo de anticorpos do tipo 1gG e IgA para
proteina S1 e IgG para a proteina N do SARS-CoV-2 em pacientes com recorréncia da
COVID-19, pacientes que tiveram um Unico quadro de COVID-19 e nos controles sem

doenca, porém esse perfil ndo contempla todos os integrantes do estudo;

e Pacientes com recorréncia da COVID-19 e pacientes que tiveram um Unico episddio
da doenca tiveram uma maior propor¢do de células T CD8+ dupla-positivas
(CD8*IFN-y*IL-2"; CD8*IFN-y"TNF-a*) e triplas-positivas (CD8 IFN-y*IL-2"TNF-

o) quando comparados ao grupo Controle;

e Individuos com pelo menos um episodio de COVID-19 e IgG+ tiveram uma maior
producdo de células T CD4'IFN-y*IL-2*'TNF-a* quando comparados ao grupo
Controle e ao grupo COV IgG-;

e A vacinacdo pode alterar o padréo dos fenotipos das células T, nos grupos de pacientes

avaliados.

e Nd&o ha diferencas significativas no percentual de células T CD4" e CD8" single,
duplas ou triplas multifuncionais expressando IFN-y, IL-2 e TNFa entre pacientes que
tiveram COVID-19 recorrente e 0s gque tiveram apenas um quadro de COVID-19 antes
ou apos a vacinagdo contra COVID-19, na populacéo avaliada.
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15 CONSIDERACOES FINAIS

As infeccdes pelo SARS-CoV-2 e pelo virus Zika sdo um grave problema de saude
publica em diversas regides do globo e, apesar dos esforgos gerais da comunidade cientifica,
diversos aspectos da patogénese causada por estes virus ainda permanecem sem
esclarecimento. Dentre estes, fatores de risco para a ocorréncia da SCZ, o mais devastador
desfecho da infeccéo pelo virus Zika, e a ocorréncia de quadros de recorréncia da COVID-19
em uma pequena parcela da populacéo, sdo pontos de destaque.

Os resultados dos estudos conduzidos aqui sugerem que a genética materna é um fator
importante para a ocorréncia da SCZ e, do mesmo modo, que a genética do concepto pode
contribuir tanto para a ocorréncia quanto para a gravidade da SCZ. As variacdes genéticas do
tipo SNP associadas a infeccdo no presente trabalho corroboram a tese de que a modulagéo
génica nos eventos da RI inata sdo fator importante para os acontecimentos que levam a
ocorréncia da SCZ. Ademais, os dados apresentados aqui sugerem que células T
multifuncionais produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-a' duplas ou triplas positivas para estas
citocinas, ndo sdo um fator relevante para a ocorréncia de quadros de recorréncia da COVID-
19. Ainda, os dados revelaram que independentemente da quantidade de episddios de
COVID-19, alguns individuos ndo possuem IgG contra a proteina S1 do SARS-CoV-2 e
possuem concomitantemente baixa frequéncia de células T multifuncionais, o que € um ponto
de atencdo. Contudo, dada as limitacbes deste estudo, novos trabalhos avaliando estes
aspectos sdo requeridos.

O presente trabalho lanca luz a estes aspectos supracitados, trazendo informagoes que
contribuem para uma melhor compreensdo dos fatores associados as infec¢bes por SARS-
CoV-2 e pelo virus Zika, assim como coloca pontos de destaque candidatos para futuros

estudos.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Estudo epidemioldgico, clinico e imunoldgico nas infecgdes 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.: ( )

Instituicao:

Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa)

Assinatura do pesquisador responsavel

Investigador Principal:
Rogue 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 Chinkugunya, as doencas e suas complicagdes, como a
microcefalia. Apds lhe ser explicado o que contém neste documento, vocé pode perguntar
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.

Participacdo voluntéria: Sua participagdo é 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 ndo afetard de modo algum qualquer tratamento que vocé
estiver recebendo.
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Finalidade do estudo: Este estudo visa determinar se a resposta imune do paciente ao
parasita tem influéncia na afeccao 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 serd feito para saber
onde vocé mora, sua ocupacao, seus habitos e sua sintomatologia. Um médico o examinara
para ver as caracteristicas de sua doenca. VVocé realizara os exames que ja sdo utilizados de
rotina para o diagndstico 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 doenga. A participacdo nesta pesquisa ndo impede vocé
de participar de outra pesquisa, contanto que ndo mude o tratamento que vai receber.

Confidencialidade: Qualquer informacdo 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 haverd 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.

Andlise de riscos e beneficios: Todos os exames coletados sdo partes da rotina utilizada para
o diagndstico da zika, chikungunya ou dengue, 0s quais vocé faria mesmo se ndo participasse
do estudo, exceto 0 sangue obtido a0 mesmo momento que sera utilizado para os estudos da
resposta imune, porém nao trard novos riscos para VOCé como 0S previstos para retirada de
sangue em rotina normal. A retirada de sangue pode causar dor no local da puncdo com a
agulha e raramente pode ocorrer sangramento ou formacdo de hematoma. Porém, ocorrendo
complicacdes, os médicos do projeto e do Hospital Universitario cuidardo de vocé. Apos o
diagnéstico da doenca, vocé serd tratado com medicacfes para reduzir os sintomas das
doencas. N&o existe tratamento especifico para zika ou chikungunya. Este acompanhameno
sera realizado no Hospital Universitario.

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 coagulacdo que interferem na clinica da doenca.

Custos: Vocé ndo terd custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de tratamento, a
medicacdo 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 ambulatorio apds a alta do hospital.

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, como paciente, vocd 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 coOpia deste
consentimento Ihe sera entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja
Ou néo ter o parasito que causa esta doenca armazenado para estudos futuros aprovados sobre
arboviroses.
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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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N

% 7

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA MENORES DE IDADE (MENORES DE 18)
Nome do Projeto: Estudo epidemioldgico, clinico e imunoldgico nas infecgbes 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.:( )

2. Responsavel legal
Grau de Parentesco

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

Endereco: .N°

Bairro: Cidade

CEP TEL: ( )

Instituicao:

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 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
complicagdes, como a microcefalia. Apods lhe ser explicado o que contém neste documento,
vocé pode perguntar 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 saude. Um médico Ihe fara exames que ndo causardo
dor. Entdo, nés tiraremos um pouco de sangue (cerca de 2 colheres de sopa) de seu braco,
usando uma seringa e agulha. Vocé 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 complicacgéo 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.
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1 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 impressdo do responsavel

Data Hora
Testemunha

Data Hora

Investigador
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QUESTIONARIO ARBOVIROSES- GESTANTE
Nome da paciente: Data: _ / /
Data de nascimento: / / Idade:
Endereco:
Municipio:
Idade gestacional:
Telefone:
Cartéo do SUS:
Sintomatologia:
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Sintomas Presente | Ausente Duracao 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 doenga?

Sim( ) Nédo ( )

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 ( )Asma () Dermatite ( ) Urticaria ( ) Nao
Outros () Se outros, especificar:
Tem alergia a medicamentos?
Sim( ) Né&o ()

Se sim, especificar:
Fumou ou fuma durante a gestagéo?
Sim( ) Néo ( )

Se sim, especifique a quantidade:




Ingeria ou ingere bebida alcodlica?

Sim( ) Néo ( )
Ha casos confirmados de microcefalia na familia?
Sim( ) Néo ( )

Se sim, especifique o parentesco:
Estéa realizando ou realizou o prénatal?

Sim( ) Néo ( )

Fez a suplementacéo de Acido Félico 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 complica¢do durante a gravidez?

Sim( ) Nédo ( )

Se sim, especifique:
Teve gestacOes passadas?

Sim( ) Néo ( )

Se sim, ocorreram complica¢fes nas gestacfes passadas?
Sim( ) Néo ( )
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QUESTIONARIO ARBOVIROSES

Nome do paciente: Data: / /
Data de nascimento: / / Idade: Sexo:
Endereco:
Municipio:
Telefone:
Cartéo do SUS:
Sintomatologia:

Sintomas Presente | Ausente |Duracdo 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 doenga?
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 ( YAsma () Dermatite ( ) Urticaria ( ) N&o
Outros () Se outros, especificar:
Tem alergia a medicamentos?
Sim( ) Néo ()

Se sim, especificar:
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APENDICE C

TERMO DE CONSCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
.Y

\\
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L ¢ 24
S LUEND CRESC S

Nome do Projeto: Estudo clinico-epidemiolégico e geogrdfico, imunolégico e genético da
infec¢do pelo SARS-CoV-2 em Sergipe

Nome do Paciente:

Data de nascimento: CPF:
Endereco:
Telefone: Registro.HU: N° Estudo: -

Investigadores: Prof. Dr. Roque Pacheco de Almeida e Dra. Amélia Ribeiro de Jesus, Hospital
Universitario Rua Claudio Batista S.N, Bairro Sanatério, Aracaju, -Brasil., Tel.: (79)3218-
1805.

Vocé é convidado(a) a participar de um estudo que tem como objetivo entender porque as
pessoas tém COVID19. Este estudo incluird pessoas com esta doenca que apresentam formas
diferentes dela. Além das informacGes deste documento vocé pode perguntar tudo sobre o
estudo ao seu medico ou profissional da salude que conversar com vocé sobre este estudo.
Caso decida participar do estudo vocé sera solicitado(a) assinar este formulério de
consentimento.

A sua participacdo € voluntéaria. Vocé pode decidir ndo participar do estudo em qualquer
momento, sem perder os beneficios dos cuidados médicos prestados e de seu tratamento.
Caso, ap0s aceite participar, resolva descontinuar sua participacdo, isto sera feito sem
qualquer prejuizo para voce.

Este estudo ird avaliar como o seu corpo se defende quando é atacado pelo virus que causa
esta doenca (COVID19). Para isto estudaremos 0 seu sangue e a secre¢do do nariz e boca feita
por cotonetes.

Caso vocé concorde em participar do estudo, além de responder algumas perguntas sobre sua
salde, pode ser examinado por um médico clinico, métodos que sdo necessarios para 0O
diagnostico da doenca. Caso sinta-se constrangido ou desconfortavel, vocé pode responder
apenas aos questionamentos que nédo lhe causem desconforto e tem o direito de retirar e ou
negar a sua participacéo a qualquer momento.

Vocé também doara aprox. 15 ml de sangue para a pesquisa dos mecanismos de defesa do
organismo e o seu material genético (DNA) sera também estudado. Também usaremos um
cotonete para esfregar na parede de seu nariz e boca para 0 mesmo proposito.

Apos a assinatura do termo de consentimento sua participacdo no estudo é de 4 anos, a contar
do primeiro dia de tratamento. Periodicamente, vocé sera examinado para determinar a cura
da doenca ou necessidade de utilizacdo de novos procedimentos, que também lhe serd
realizado gratuitamente.

Qualquer informacédo obtida durante este estudo so sera do conhecimento da equipe médica e
do 6rgéo que protege o individuo em pesquisas (Comité de ética do Hospital Universitario).
Seu nome seré substituido por um cédigo que criamos. VVocé e qualquer participante desse
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estudo ndo serd identificado por nome nas publicaces dos resultados do estudo. Apenas 0s
representantes do Comité de Etica em Pesquisa poderéo ver sua ficha clinica.

A retirada de seu sangue é feita usando uma seringa e agulha descartaveis. Dor leve na
retirada de sangue devido a pungdo com agulha pode ocorrer. Em casos raros a retirada de
sangue provoca sangramento ou mancha roxa na pele, entdo faremos uma compressa no local
e colocaremos um curativo. O atendimento que vocé recebera é igual ao que todos o0s
pacientes receberdo participando ou ndo do estudo. A participacdo Ihe trard como beneficio
um acompanhamento clinico mais frequente. VVocé deve retornar as consultas médicas
regularmente de acordo com marcagédo de seu cartdo do Ambulatério do HU.

A COVID19 é relacionada a reacdo do seu organismo contra 0 virus que causa a doenca e 0
conhecimento destas reagcdes do seu corpo pode contribuir ndo s6 para o entendimento da
doenca como para o aparecimento de novas formas de tratamento ou controle os sintomas e
também formas de prevenir a doenga.

Vocé ndo terd custos com o tratamento. VVocé nao receberd pagamento por sua participacdo
neste estudo. Reafirmamos que caso sinta-se constrangido ou desconfortavel, vocé tem o
direito de retirar e ou negar a sua participacdo a qualquer momento.

Caso vocé precise de atendimento médico durante o estudo, vocé pode contactar um dos
seguintes Médicos pelo telefone (79) 2105-1806: Dra. Amélia Ribeiro de Jesus ou Dr. Roque
Almeida. Caso vocé queira saber alguma coisa sobre seus direitos e de seu filho, como
paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario (79) 3194-7208.
Caso deseje contatar 0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da UFS,
seguem as informacdes abaixo. Este é o 6rgdo que cuida dos seus direitos e conversa com 0s
cientistas para assegurar que tudo correrd da melhor forma.

O Rua Claudio Batista S/N- Centro de pesquisas Biomédicas -Bairro Sanatério, CEP:
49060-100 Aracaju -SE

0 Fone:(79) 3194-7208

0 e-mail: cephu@ufs.br

Se vocé leu o consentimento informado ou este lhe foi explicado e vocé concorda em
participar do estudo, favor assinar 0 nome abaixo. Este documento possui duas vias, uma
delas ficara com vocé para guardar e todas as paginas devem ser rubricadas, por favor.

Assinatura do participante Data Hora

Assinatura do pesquisador Data Hora

Assinatura da testemunha Data Hora
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APENDICE D -

IO

\\

\\

S LUEND CRESC S

QUESTIONARIO SARS-CoV-2/ COVID-19

N° Estudo:
Nome do Projeto: Estudo clinico-epidemiologico e geografico, imunolégico e genético da infecgao
pelo SARS-CoV-2 em Sergipe.
Nome do Paciente:

Data de nascimento: CPF:

Enderego:

Municipio: Idade: Sexo: Peso:
Altura Telefone: Registro:

Data da coleta e aplicacdo deste questionario: / /

DADOS CLINICOS GERAIS

Vocé teve COVID-19 quantas vezes? ( ) Naotive CIVID-19 ( )1x ()2x ( ) maisde 2x

SINTOMAS (1° episodio) | PRESENTE | AUSENTE | DURACAO DOS SINTOMAS
(DIAS)

Febre

Tosse

Coriza

Dor de garganta

Dificuldade de respirar

Diarreia

Nausea/ vomito

Alteracdo no paladar

Alteracédo no olfato

Outros sintomas / observagoes:

Data de inicio dos sintomas: / / ~
Tomou algum medicamento para os sintomas? ( ) SIM ( ) NAO
Se sim, quais medicamentos?
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SINTOMAS (2° epis6dio) | PRESENTE

AUSENTE

DURACAO DOS SINTOMAS
(DIAS)

Febre

Tosse

Coriza

Dor de garganta

Dificuldade de respirar

Diarreia

Nausea/ vomito

Alteracdo no paladar

Alteracdo no olfato

Outros sintomas / observacoes:

Data de inicio dos sintomas:

Tomou algum medicamento para os sintomas? ( ) SIM ( ) NAO

Se sim, quais medicamentos?

ATENDIMENTO MEDICO

1o EPISODIO

Foi para UBS? () SIM () NAO

Foi para Urgéncia? ( ) SIM ( ) NAO
Foi Internado? () SIM ( ) NAO

Se sim, qual o tempo de internamento?

Onde?

Desfecho:

2° EPISODIO

Foi para UBS? () SIM ( ) NAO

Foi para Urgéncia? ( ) SIM ( ) NAO
Foi Internado? () SIM () NAO

Se sim, qual o tempo de internamento?

Onde?

Desfecho:

DIAGNOSTICO DE INFECCAO POR SARS-CoV-2

1°EPISODIO

Teste realizado para SARS-CoV-2:

( )QPCR Resultado:
() Teste rapido Resultado:
() Outro teste Resultado:

Observacoes:

Local
Local

Data de realizag&o:
Data de realizag&o:

Local

Data de realizacg&o:
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2° EPISODIO

Teste realizado para SARS-CoV-2:

( )QPCR Resultado: Local Data de realizag&o:
() Teste rapido Resultado: Local Data de realizacdo:
() Outro teste Resultado: Local Data de realizagdo:
Observacgoes:

4. CARACTERISCAS
Tipo sanguineo: A" () B*() AB*() O"( )
A() B() AB () O() N&o soube informar ( )

Apresenta alguma comorbidade? ( ) SIM ( ) NAO
Caso sim, descreva:

Faz uso continuo de algum medicamento? ( ) SIM ( ) NAO
Caso sim, descreva:

Usou algum medicamento na Gltima semana antes da coleta? ( ) SIM ( ) NAO

Caso sim, quais medicamentos e por quanto tempo?

() Anticoncepcional ( )Anti-histaminico () Anti-inflamatério ( ) Analgésico
(' )Antitérmico ( )Anti-hipertensivo ( ) Antidiabéticos orais ( )Outros
Especifique:

Tem alguma alergia? () SIM () NAO

() Dermatite () Urticaria ( ) Asma ( ) Rinite
Caso outros,

especifique:

Apresenta alergias a medicamentos? ( ) SIM ( ) NAO
Caso sim, quais?

Vacinou para gripe em 2019: ( ) SIM () NAO
Vacinou para gripe em 2020: ( ) SIM ( ) NAO

Alguém da familia teve diagnéstico de COVID-19: ( ) SIM ( ) NAO
Quem? B
Vocé teve contato com essa pessoa? () SIM () NAO

Moram na mesma casa: ( ) SIM () NAO
Alguém que visitou com suspeita ou COVID-19: ( ) SIM ( ) NAO
Voceé viajou nos ltimos 4 meses? () SIM () NAO

Voceé pratica atividade fisica? ( ) SIM ( ) NAO

Se sim, com que frequéncia?

( )todososdias ( )até3vezesporsemana ( ) maisde 3 vezes por semana
Qual a duracdo do seu exercicio por dia?

()30 min. ( )Entre30minelh () maisquelh
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Vocé fuma? ( ) SIM ( ) NAO
Se sim, com que frequéncia?
( )todososdias ( ) 1ou?2vezesporsemana ( )1ou2vezesnomés

Vocé ingere bebida alcodlica? ( ) SIM ( ) NAO

Se sim, com que frequéncia?

( )todososdias ( )lou2vezesnasemana ( )lou22vezesnomés ( )1ou2vezesem?2
meses

() de vez em quando — socialmente em comemoracdes, por exemplo.

VACINACAO CONTRA SARS-CoV-2

Qual vacina vocé tomou? Em que data? Em qual posto de vacinagéo?
12 dose:
Vacina:

Data de aplicacao:

Local:

22 dose:
Vacina

Data de aplicagéo:
Local:

Voce teve reagdo avacina?
12dose () SIM ( )NAO
Se sim, qual reacao?

A reacdo ocorreu quanto tempo ap6s a vacinacao?

22dose () SIM ( )NAO
Se sim, qual reacao?

A reacgdo ocorreu quanto tempo ap0s a vacinagéo?



