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RESUMO

AVALIACAO DO PERFIL DE CITOCINAS, QUIMIOCINAS E FATORES DE
CRESCIMENTONAS INFECCOES PELOS VIRUS Zika e Chikungunya. ALVES, J.C.
Aracaju, 2023.

Introducdo: Os virus Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) séo arbovirus
reemergentes, que podem ser transmitidos simultaneamente aos seres humanos. Os quadros
clinicos desencadeados durante as infecgBes por esses virus sdo variados e a desregulacdo da
resposta imunoldgica pode estar envolvida na patogénese e no progndstico dessas arboviroses.
Objetivo: Avaliar os possiveis biomarcadores imunoldgicos associados as doencas causadas
pelos virus Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV). Metodologia: Foi realizada a analise de
uma série de casos de individuos infectados pelos ZIKV e CHIKV (n=66) com grupo controle
(n=13), acompanhados pelos servicos de reumatologia ou de infectologia do Hospital
Universitario de Sergipe, no ano de 2016. Foram coletadas informacgdes clinico-
epidemioldgicas, amostras de sangue para realizacdo do diagnostico molecular pela RT-PCR
em tempo real (plasma) e para a analise de 45 mediadores imunoldgicos por LUMINEX (soro).
Foram realizadas comparagdes dos mediadores imunologicos entre grupos de monoinfecgdes
(ZIKV, CHIKYV), coinfeccdes (ZIKV/CHIKYV), infeccdo na fase aguda (CHIKV agudo), na fase
cronica (CHIKYV cronico) e controles saudaveis. As variaveis numéricas foram descritas como
média e desvio padrdo ou mediana, primeiro quartil e terceiro quartil, atendendo o pressuposto
de normalidade. Para as variaveis categoéricas utilizou-se frequéncias simples e frequéncias
percentuais. Para diferencas entre dois grupos foi utilizado o teste Mann- Whitney. Para as
analises de correlacdo foi utilizada a correlacdo de Spearman. Para a analise preditiva foi
utilizado um modelo de regressdo linear. Todos os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Resultados: Houve predominancia do sexo feminino em todos
0s grupos analisados, sem diferenca de idade entre os participantes dos grupos infectados em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, os individuos do grupo CHIKYV crénico apresentaram
maiores idades do que os do grupo CKIKYV agudo. Foi demonstrado o aumento das
concentragdes de IP-10 e RANTES em todos os individuos infectados independentemente do
virus (ZIKV ou CHIKV). Também foi observado que os individuos infectados somente com o
ZIKV apresentaram concentra¢cdes menores IFN-a, IL-1RA, IL-10 e IP-10 e os individuos
infectados apenas com CHIKYV exibiram maiores concentra¢des de IFN-a, IL-1RA e MCP-1
do que os individuos coinfectados. Ainda, algumas citocinas s6 foram observadas no grupo de
individuos na fase cronica da infec¢do por CHIKV (IL-1a, IL-9, IL-12p70, IL-17A, IL-21, IL-
22, 1L-27, 1L-31, IL-4, GM-CSF e PDGF-BB) e esses individuos também apresentaram
resposta antiviral deficiente em relacdo aos individuos na fase aguda. De acordo com a analise
preditiva, os individuos mais jovens infectados com CHIKYV nafase cronica da doenga podem
ter uma maior producdo de fatores de crescimento associados ao remodelamento tecidual
(VEGF-A, VEGF-D, PDGF-BB, PIGF-1, LIF, SDF-a), assim como, os individuos acima de 40
anos podem exibir uma resposta inflamatoria exacerbada via perfis celulares Thl, Th2, Th9,
Th17, Th22 do que individuos nas mesmas faixas etarias infectados com CHIKYV na fase aguda
da doenca. Conclusdo: Este estudo descreve pela primeira vez o perfil imunologico em
coinfecgdo ZIKV/CHIKYV e nossos achados identificaram aumento nas concentragdes de
citocinas exclusivas da fase cronica da infeccdo por CHIKV, bem como estimou taxas de
incrementos na producdo de citocinas relacionadas com a idade e o sexo dos individuos
acometidos pelas infecgdes podendo contribuir para estudos futuros de desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos.

Descritores: Biomarcadores. Chikungunya. Coinfeccéo. Zika.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE PROFILE OF CYTOKINES, CHEMIOKINES AND
GROWTHFACTORSIN INFECTIONSBY Zika and Chikungunya VIRUSES. ALVES,
J.C. Aracaju, 2023.

Introduction: Zika (ZIKV) and Chikungunya (CHIKYV) viruses are reemerging arboviruses
that can be transmitted simultaneously to humans. The clinical conditions triggered during
infections by these viruses are varied and the deregulation of the immune response may be
involved in the pathogenesis and prognosis of these arboviruses. Objective: To evaluate
possible immunological biomarkers associated with diseases caused by Zika and Chikungunya
viruses. Methodology: A series of cases of individuals infected by ZIKV and CHIKYV (n=66)
with a control group (n=13) were analyzed, followed up by the rheumatology or infectology
services of the University Hospital of Sergipe, in the year 2016 Clinical-epidemiological
information and blood samples were collected for molecular diagnosis by real-time RT-PCR
(plasma) and for the analysis of 45 immunological mediators by LUMINEX (serum).
Comparisons of immunological mediators were performed between groups of monoinfections
(ZIKV, CHIKV), coinfections (ZIKV/CHIKV), acute phase infection (acute CHIKYV), chronic
phase (chronic CHIKV) and healthy controls. Numerical variables were described as mean and
standard deviation or median, first quartile and third quartile, meeting the assumption of
normality. For categorical variables, simple frequencies and percentage frequencies were used.
For differences between two groups, the Mann-Whitney test was used. For correlation analysis,
Spearman's correlation was used. For the predictive analysis, a linear regression model was
used. All p values < 0.05 were considered statistically significant. Results: There was a
predominance of females in all groups analyzed, with no age difference between the participants
of the infected groups in relation to the control group. However, individuals in the chronic
CHIKYV group were older than those in the acute CKIKYV group. Increased concentrations of
IP-10 and RANTES were demonstrated in all infected individuals regardless of the virus (ZIKV
or CHIKV). It was also observed that individuals infected only with ZIKV had lower
concentrations of IFN-o, IL-1RA, IL-10 and IP-10 and individuals infected only with CHIKV
exhibited higher concentrations of IFN-a, IL-1RA and MCP- 1 than coinfected individuals.
Furthermore, some cytokines were only observed in the group of individuals in the chronic
phase of CHIKV infection (IL-10, IL-9, IL-12p70, IL-17A, IL-21, 1L-22, IL-27, IL-31, IL-4,
GM-CSF and PDGF-BB)and these individuals also had a deficient antiviral response compared
toindividuals in the acute phase. According to predictive analysis, younger individuals infected
with CHIKV in the chronic phase of the disease may have a higher production of growth factors
associated with tissue remodeling (VEGF-A, VEGF-D, PDGF-BB, PIGF-1, LIF, SDF-a), as
well as individuals over 40 years of age may exhibit an exacerbated inflammatory response via
Thl, Th2, Th9, Th17, Th22 cell profiles than individuals in the same age groups infected with
CHIKYV in the acute phase of the disease. Conclusion: This study describes for the first time
the immunological profile in ZIKV/CHIKYV co-infectionand our findingsidentified an increase
in cytokine concentrations exclusive to the chronic phase of CHIKYV infection, as well as
estimated rates of increase in cytokine production related to age and age. sex of individuals



affected by infections, which may contribute to future studies on the development of new
therapeutic targets.

Keywords: Biomarkers. Chikungunya. Coinfection. Zika
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1. INTRODUCAO

Os virus Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) sdo arbovirus reemergentes e tém
como principais vetores os mosquitos do género Aedes (Aedes aegypti e Aedes albopictus)
que podem transmitir mais de um arbovirus simultaneamente (MAYER; TESH;
VASILAKIS, 2017; RUCKERT et al., 2017). Os primeiros casos relatados de infeccdes
por esses virus ocorreram no continente africano, de onde foram difundidos para diversos
paises, tornando-os agentes causais de importantes epidemias nas Gltimas duas décadas
(VALDES LOPEZ; VELILLA; URCUQUI-INCHIMA, 2019).

No Brasil, as transmissdes autoctones dos ZIKV e CHIKYV iniciaram nos anos de
2014-2015, atingindo o maior numero de casos confirmados no ano de 2016,
principalmente na regido nordeste do pais (NUNES et al., 2015; MINISTERIO DA
SAUDE, 2018). Houve um declinio no nimero de casos, contudo, é sabido que as
epidemias ocasionadas por esses virus sdo caracterizadas por surtos remotos intercalados
com periodos de siléncio epidemiolégico (SILVA JR. et al., 2018).

Os sinais e sintomas clinicos apresentados nos estagios iniciais das doengas causadas
pelos ZIKV e CHIKV sdo muito semelhantes. Entretanto, os desfechos das infecc¢oes
variam desde infeccOes assintomaticas (60-80% dos individuos infectados com ZIKV ou
em 25% para individuos infectados com CHIKYV), ou infec¢bes com sintomas comuns
como febre, artralgia, exantema, dor reto-orbitaria, podendo evoluir para a cronificacao
dos sintomas articulares e o desenvolvimento de complica¢des neurolégicas como nos
casos da Sindrome Congénita do ZIKV, Sindrome de Guillain-Barré, além de encefalites
e neuropatias periféricas. Estas condic@es clinicas tornam os individuos acometidos pelas
infeccbes arbovirais impossibilitados de desenvolverem suas atividades cotidianas,
gerando assim, grave impacto socioeconémico além de sobrecarregar o sistema de satde
publico ( COUTURIER et al., 2012; WEAVER et al., 2016; KEESEN et al., 2017;
GUANCHE GARCELL et al., 2019).

Sabe-se que as manifestacdes clinicas presentes durante uma infeccdo viral sdo
resultadas das interacdes entre fatores virais e do hospedeiro que podem ser decorrentes
dando ativacdo ou da ativacdo excessiva do sistema imunologico por meio da producéo
de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-
OLIVEIRA; DA POIAN, 2013). Acredita-se, que o dano articular causado pelo CHIKV
é devido a resposta imunolégica desenvolvida pelo hospedeiro mediada por macréfagos,
células T, anticorpos e por uma possivel persisténcia viral (AMDEKAR; PARASHAR,;
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ALAGARASU, 2017). Ademais, tanto o ZIKV quanto o CHIKV antagonizam as
respostas dos interferons tipo | que sdo conhecidos por promover um estado antiviral nas
células, contribuindo assim, para uma eliminacao ineficiente dovirus (FROSet al., 2010;
GRANT et al., 2016).

Ainda, vérios casos confirmados de coinfeccbes com os ZIKV e CHIKYV foram
descritos na literatura (NAYAR et al., 2007; PHOMMANIVONG et al.,, 2016;
WAGGONER et al., 2016; PRATA-BARBOSA et al., 2018; ELIGIO-GARCIA etal.,
2020) e ha evidéncias de alteracdo da resposta imunoldgica durante coinfec¢bes (RUIZ
SILVAetal., 2017; BADOLATO-CORREA et al., 2018). Apesar disso, permanecem as
lacunas no conhecimento sobre como as coinfec¢fes por arbovirus afetam as condigdes
clinicas e os impactos na progressao das doencas coexistentes.

Portanto, dado 0 aumento no numero de casos relatados por infecgdes pelos arbovirus
(ZIKV/CHIKV) no Brasil, principalmente na regido nordeste do pais e a possibilidade de
coinfeccdo, este trabalho busca quais os aspectos da resposta imune podem contribuir
para a evolugéo das infec¢bes ZIKV/CHIKV. Cabe, ressaltar que ha lacunas na literatura
relacionadas as concentracfes de citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias e fatores
de crescimento com os quadros clinicos desencadeados em monoinfec¢bes (ZIKV ou
CHIKYV), coinfecgdes por ZIKV/CHIKYV e em casos cronicos de CHIKV.
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2. REVISAODA LITERATURA
2.1 Arbovirus/arboviroses

Os arbovirus sdo virus transmitidos por artropodes hematdfagos aos hospedeiros
vertebrados e sdo uma causa significativa de morbidade e mortalidade humana em todo o
mundo, especialmente, em regides tropicais e subtropicais onde os artropodes tendem a
ser abundantes devido as condicdes climaticas favoraveis a sua proliferacdo (BARZON,
2018).

De acordo com o Catalogo de Arbovirus do Centro de Controle e Prevencao de
Doencas, existem mais de 600 espécies dearbovirus descritas das quais aproximadamente
150 espécies sdo responsaveis por causar infec¢bes em seres humanos. Esse nimero pode
representar menos de 1% de todos os arbovirus existentes, uma vez que, a maioria das
infeccBes ocorrem entre hospedeiros ndo humanos. Contudo, as principais espécies
causadoras de doenca nos humanos estdo classificadas nas familias: Togaviridae,
Flaviviridae e Bunyaviridae (CONWAY et al., 2014; BARZON, 2018).

Nas ultimas décadas houve o ressurgimento de varios arbovirus e a capacidade
deles de se adaptarem a novos vetores pode ter um grande impacto na expanséo
geografica desses virus. Além disso, outros fatores como mudancas genéticas
(TSETSARKIN et al., 2014), mudancas climéaticas (GOULD; HIGGS, 2009), aumento
da urbanizacdo e falta de controle eficaz dos vetores também podem contribuir para o
reaparecimento dos arbovirus (WEAVER; REISEN, 2010; DIDIER MUSSO ET. AL,
2016).

Estimativas apontam que as doengas arbovirais (arboviroses) mais prevalentes no
mundo sdo as causadas pelos virus Dengue (DENV) com cerca de 96 milhdes de
casos/ano, CHIKYV com aproximadamente 693 mil casos/ano (Américas), ZIKV com
cerca de 500 mil casos/ano (Ameéricas) e virus causador da febre amarela com previsao
de 130 mil casos/ano (Africa)(FRANKLINOS et al., 2019).

No Brasil, essas arboviroses ganharam destaque especialmente a partir dos anos
90 com a epidemia de Dengue e mais recentemente, nos anos 2014-2015 com o advento
dos primeiros casos confirmados de ZIKV e CHIKYV no nordeste do pais (TEIXEIRA et
al., 2015; ZANLUCA et al., 2015), especialmente, devido as complica¢des clinicas
desencadeadas pelos individuos infectados. Com isso, estabeleceu-se um estado de
emergéncia determinado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2016),

implicando em a¢6es de monitoramento epidemioldgico, incentivo ao desenvolvimento e
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aperfeicoamento de exames diagnosticos em tempo &gil, especificos, bem como, em
estimulos para as pesquisas cientificas visando melhorar o entendimento sobre os
mecanismos patoldgicos na tentativade combater a expansao desses virus (DONALISIO;
FREITAS; ZUBEN, 2017).

2.2 Agentes Etioldgicos
2.2.1 Virus Zika (ZIKV)

O ZIKV éum virus pertencente a familia Flaviviridae, ao género Flavivirus e era
considerado um agente causador de doencas brandas até o surto originado na Polinésia
Francesa, em 2013. Possui seu material genético composto por uma fita simples de RNA
com polaridade positiva apresentando 10,8 kpb, que codifica trés proteinas estruturais
(capsideo - C, membrana - M, envelope - E) e sete proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (WANG et al., 2017).

A partir da andlise filogenética, as cepas do ZIKV foram agrupadas em trés
linhagens: a do leste africano, a do oeste africano e a asiatica e identificou-se um total de
75 substituicdes de aminoacidos entre as linhagens africanas e asiaticas, tendo a proteina
de membrana como a regido de maior variabilidade. Entretanto, as sequéncias gerais do
ZIKV apresentam mais 88,9% de similaridade. As cepas responsaveis pelo surto de
ZIKV no Brasil se assemelham com as cepas da linhagem asiatica e apresentaram
mutacdes de 14-18 aminoacidos quando comparadas com outras da linhagem asiatica
isoladas de humanos (WANG et al., 2016).

A transmissdo ocorre através de dois ciclos ja bem estabelecidos: o ciclo silvestre
— que ocorre entre primatas ndo humanos e mosquitos, principalmente, mosquitos do
género Aedes e o ciclo urbano —que ocorre entre mosquitos e humanos (WEAVER et al.,
2016). Ainda, sabe-se que a transmissdo pode ocorrer através do contato sexual com a
confirmacdo da presenga do RNA viral no sémen por varios meses, de forma vertical,
entre 20% a 30% das gestantes infectadas, também consistente com a deteccdo do RNA
viral pela transcricdo reversa da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em liquido
amniotico de gestantes (MERCADO et al., 2020) e por transfuséo sanguinea (MOREIRA
et al., 2017; PIELNAA et al., 2020).

2.2.2  Virus Chikungunya (CHIKV)
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O CHIKYV éum virus artritogénico pertencente a familia Togaviridae e ao género
Alphavirus. Seu genoma consiste em uma unica fitade RNA com sentido positivo de 11,8
kpb que origina quatro proteinas ndo-estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), cinco
proteinas estruturais (capsideo, E1, E2, E3 e 6K). A particula viral é esférica, com
aproximadamente 70 nm de diametro, formada por 240 cOpias da proteina do capsideo e
envolta por um envelope composto por uma bicamada lipidica. Inseridos no envelope
estdo 80 trimeros formados pelas glicoproteinas E1 e E2 (JOSE; KUHN, 2009; CUNHA;
TRINTA, 2017).

Foram identificados quatro genétipos para o CHIKV de acordo com a sua
distribuicio geogréafica: o da Africa Oriental, Central e do Sul — ECSA, da Africa
Ocidental, da Asia e do Oceano indico - IOL. As linhagens ECSA (Feira de Santana —
BA) e asiaticas (Oiapoque - AM) foram as responsaveis pelos primeiros casos relatados
no Brasil (NUNES et al., 2015).

A transmissao ocorre de forma semelhante ao ZIKV ja mencionada anteriormente,
com ciclos de transmissdo urbano e silvestre (Figura 1), tendo a principal forma de
manutengdo do ciclo silvestre em regides africanas e em areas densamente povoadas
prevalece o ciclo urbano com humanos atuando como hospedeiros e mosquitos Aedes

aegypti e Aedes albopictus como principais vetores (SINGH; UNNI, 2011).

Figura 1. Ciclos de transmissdo dos virus Zika e Chikungunya

A

Ciclo urbano Ciclo silvestre
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(Adaptado de SINGH; UNNI, 2011)
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2.3 Vetoresdo ZIKV e CHIKV

Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo conhecidos como principais
vetores dos ZIKV e CHIKV (KAMAL et al., 2018). O Aedes aegypiti foi descrito pela
primeira vez em 1862 nas florestas africanas, enquanto que o Aedes albopictus foi
relatado em 1894 nas florestas do sudeste asiatico (SMITH, 1956) e por muito tempo
esses vetores permaneceram restritos a essas regides. Contudo, o Aedes aegypiti
substituiu amplamente o Aedes albopictus em regides do sudeste da Asia na primeira
metade do século XX e o Aedes albopictus foi introduzido nas Americas ap6s uma
diminuicdo do numero de Aedes aegypiti na década de 1980. Hoje, sdo comumente
encontrados em regibes periurbanas, rurais e florestais nos cinco continentes
(FORATTINI, 1986; MEDLOCK et al., 2012; BRAKS et al., 2004).

As taxas de infecdo, disseminacao e transmissdo desses vetores variam de acordo
com a localizagdo geografica dos mosquitos testados. Em locais onde Aedes aegypiti e
Aedes albopictus coexistiam, o Aedes albopictus foi considerado vetor secundario desses
arbovirus (ZIKV/CHIKV) por muito tempo. No entanto, a sua relevancia como vetor se
deu a partir de um surto de CHIKV ocorrido na Ilha da Reunido em 2006, onde foi
detectada a mutacdo no aminoédcido 226 da proteina E1 (E1-A226V) do virus que
possibilitou o aumento da infectividade e da transmissibilidade do virus em Aedes
albopictus (TSETSARKIN et al., 2007). Atualmente, o Aedes albopictus é reconhecido
pela sua capacidade de transmitir mais de 20 arbovirus, incluindo 0 ZIKV (PAUPY etal.,
2009; GUO et al., 2020).

Os mosquitos Aedes pdem ovos em areas de alta umidade ocorrendo a
transformacéo de larvas para pupas chegando a fase adulta de maturagéo. Esse ciclo leva
aproximadamente de uma semana e meia a trés semanas para ser finalizado. Quando
atinge a fase adulta, as fémeas sdo capazes de produzir de 100 a 200 ovos por prole
atingindo até 5 proles durante sua vida (HUSSAIN et al., 2018).

A infecgdo desses mosquitos ocorre no momento da alimentagdo por hematofagia
de um hospedeiro virémico. Com isso, 0s virus se replicam no intestino médio, em
seguida, entram na hemocele antes da disseminacdo para as glandulas salivares (DONG
et al., 2017). O periodo de incubacdo é de 2-5 dias, demonstrando que mesmo em
populacdes de mosquitos com vida curta, é possivel que haja a transmissdo de maneira

eficaz através de fémeas com saliva infectada para um outro hospedeiro (WEAVER;
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CHEN; DIALLO, 2019). Além disso, é possivel a ocorréncia datransmissdo de mais de

um arbovirus simultaneamente pelo mesmo vetor (RUCKERT et al., 2017).

2.4 Infeccdes simultaneas por arbovirus (Coinfeccdes)

Com a confirmacdo de que o Aedes aegypti pode se infectar/ transmitir varios
arbovirus ao mesmo tempo e a introducdo dos ZIKV e CHIKV nas Américas
recentemente, aumentaram-se as chances de um mesmo individuo se infectar por mais de
um arbovirus simultaneamente. Contudo, ainda ndo se sabe quais 0s reais impactos
clinicos e epidemioldgicos causados pelo aumento da frequéncia de coinfeccgdes
arbovirais, pois os estudos realizados com humanos sao limitados e concentrados apenas
na descrigdo dos casos (RUCKERT et al., 2017; MERCADO-REYES et al., 2019).

Embora seja complexo compreender as interacbes que ocorrem durante uma
coinfeccdo viral, existem hipdteses a respeito dos potenciais mecanismos envolvidos
nesse cenario: como o aumento de ambos os virus, a inibicdo de ambos os virus, a
competicdo entre os virus e nenhum efeito em nenhum virus (VOGELS et al., 2019).

Os virus ZIKV e CHIKV sdo conhecidos por inibir os transdutores de sinal e
ativadores da transcricdo 1 e 2 (STAT1 e STAT2) que sdo dois transdutores de sinais
envolvidos na producdo de interferons tipo I, estes sdo componentes importantes
relacionados a resposta imune inata e a resposta antiviral, com isso, pode haver a
facilitacdo da replicacdo de ambos os virus (HOLLIDGE; WEISS; SOLDAN, 2011;
GRANT et al., 2016).

Mesmo que a coinfecgédo néo influencie no aumento da replicagéo viral, ela ainda
pode contribuir para o agravamento da doenca devido as alteracBes da resposta
imunoldgica, ja que ha relatos que confirmam casos graves com comprometimento
neuroldgico, por exemplo, ap6s infeccbes por multiplos arbovirus (BRITO et al., 2017;
BADOLATO-CORREA et al., 2018). Entretanto, pode também existir a possibilidade do
desenvolvimento potencializado de um estado antiviral, ndo patogénico, que reduza a
gravidade das doencas.

Outra alternativa de mecanismo atuanteduranteas coinfeccgdes seria a competicéo
entre os arbovirus envolvidos resultando na apresentacao clinica idénticaa monoinfec¢do
do virus com maior taxa de replicacdo como ja demonstrado, uma vez que, 0s ZIKV e

CHIKYV utilizam os mesmos tipos celulares para replicacdo (SARDI et al., 2016), ou



23

ainda, que os virus tenham a capacidade de atuarem como se 0 outro ndo existisse, ndo
havendo impactos na replicacdo viral e nem na gravidade das doencas desencadeadas,
pois a maioria dos casos relatados de coinfeccdo, a apresentacdo clinica nao diferiu da
apresentacao clinica de uma monoinfeccdo. Portanto, fica evidente que varias questdes
ainda precisam ser respondidas no contexto das coinfecg¢fes pelos arbovirus ZIKV e
CHIKV (VOGELS et al., 2019).

2.5 Epidemiologia
2.5.1 Virus Zika (ZIKV) no mundo e no Brasil

O ZIKV foiisolado pela primeira vez em 1947 de um macaco Rhesus na floresta
Zika em Uganda e posteriormente identificado em mosquitos Aedes africanus na mesma
floresta (DICK G, 1952). Em 1954 foi constatado o primeiro caso de infeccdo em
humanos na Nigéria (MACNAMARA, 1954). Até 2007, quando ocorreu 0 primeiro
grande surto de infecgdes pelo ZIKV nallhade Yap (Micronésia), poucos foram 0s casos
relatados fora da Africa e da Asia (LANCIOTTI et al., 2008).

Nesse surto ocorrido na llha de Yap foi estimado que aproximadamente 73% dos
6.892 habitantes com idade maior ou igual a 3 anos foram infectados pelo ZIKV e através
do sequenciamento viral foi possivel sugerir que a introducdo do ZIKV na ilha foi
originada de cepas circulantes no sudeste da Asia (LANCIOTTI et al., 2008; DUFFY et
al., 2009).

No inicio da década 2010, casos mais frequentes de infeccdo pelo ZIKV
aconteceram em paises do sul da Asia como no Camboja (HEANG et al., 2012), na
Tailandia (BUATHONG et al., 2015), na Maléasia (TAPPE et al., 2015) e na Indonésia
(KWONG; DRUCE; LEDER, 2013). Ainda, o surto ocorrido na Polinésia Francesa
(2013-2014) atingiu cerca de 11% da populacéo total com a observagdo da incidéncia
cerca de vinte vezes maior do comprometimento neuroldgico nos individuos infectados
quando comparado aos surtos anteriores (CAO-LORMEAU et al., 2016a).

No Brasil, os primeiros casos de transmissfes autdctones foram detectados na
regido nordeste, no estadodo Rio Grandedo Norte, no inicio de 2015 e ao final deste ano,
18 estados ja haviam confirmados laboratorialmente a transmissdo de ZIKV no pais
(ZANLUCA et al., 2015; MINISTERIO DA SAUDE, 2015). Em 2016, até a semana
epidemioldgica 50, o Brasil apresentou 215.795 casos provaveis de infeccdo por ZIKV,

com uma taxa de incidéncia de 104,7 casos/ 100 mil habitantes. A analise da taxa de
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incidéncia por regides, demonstrou que a regido Centro-Oeste obteve a maior taxa de
incidéncia: 217,7 casos/ 100 mil habitantes, destacando-se o estado do Mato Grosso com
taxa de incidéncia de 653,6 casos/ 100 mil habitantes e a regido Nordeste com a segunda
maior taxa de incidéncia: 136,1 casos/ 100 mil habitantes (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

Nesse mesmo ano, o estado de Sergipe compartilhou a mesma situacdo dos demais
estados do pais apresentando 221 casos confirmados e uma taxa de incidéncia de 9,6
casos/100 mil habitantes. De acordo com a analise da taxa de incidéncia por regides de
saude do estado (Aracaju, Estancia, Itabaiana, Lagarto, Nossa Senhora da Gloria, Nossa
Senhora do Socorro e Propria), a regido de salde de Itabaiana apresentou maior taxa de
incidéncia: 38,71 casos/ 100 mil habitantes. Além disso, 27 municipios do estado
apresentaram casos notificado para o virus; destes, apenas 1 (Sdo Miguel do Aleixo)
demonstrou alta incidéncia (mais de 300 casos/ 100 mil habitantes), 2 apresentaram média
incidéncia (100-300 casos/ 100 mil habitantes) e 24 apresentaram baixa incidéncia
(menos de 100 casos/ 100 mil habitantes) (SERGIPE, 2017).

Nos anos seguintes houve um declinio no nimero de casos notificados, em 2020,
até a semana epidemioldgica 51, o nimero de casos notificados ndo ultrapassou a marca
dos 7.387 casos provaveis em todo o pais com a taxa de incidéncia de 3,5 casos/ 100 mil
habitantes. A regido Nordeste liderou a taxa de incidéncia (9,2 casos/ 100 mil habitantes)
e 0 estado da Bahia concentrou 47,9% dos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2021b).
Para Sergipe houve a confirmacdo de 152 casos distribuidos nos seguintes municipios:
Aracaju, Aquidabd, Barra dos Coqueiros, Cristindpolis, Estancia, Itabaiana, Itabaianinha,
Lagarto, Nedpolis, Nossa Senhora do Socorro, Sdo Cristovao e Simdo Dias (SERGIPE,
2020).

Até as semanas epidemiologicas 45 de 2021 e 2022 ocorreram 312 casos

confirmados e 119 casos confirmados, respectivamente, em Sergipe (SERGIPE, 2022).

2.5.2  Virus Chikungunya no mundo e no Brasil

O primeiro relato do CHIKYV ocorreu durante um surto no planalto Makonde, no
sul da Tanzénia, na fronteira com Mogambique em 1952 e no ano seguinte foi isolado em
mosquitos Aedes aegypti 0 que possibilitou sua classificacdo com arbovirus (MASON,;
HADDOW, 1957). Em 1958, foi descrito o primeiro surto asiatico em Bangkok na
Tailandia e depois em diversas partes da India (1963-1965). Ja nos anos 1999-2000 outra
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epidemia foi documentada na Republica Democratica do Congo, que atingiu cerca de
50.000 pessoas (PASTORINO et al., 2004). Em anos posteriores, uma nova epidemia foi
relatada na Indonésia (2001-2003) (LARAS et al., 2005) e ap6s de 32 anos sem registros
de casos, a doenca ressurgiu na India afetando cerca de 1,3 milhdes de individuos em 13
estados diferentes (2004) (RAVI, 2006; DEEBA et al., 2015).

Entre os anos de 2005 e 2006 um relevante surto varreu as ilhas do Oceano indico,
com destaque para o ocorrido na Ilha da Reunido, onde a maioria das infeccdes eram
sintomaticas, com a estimativa de aproximadamente 266 mil casos e uma taxa de
prevaléncia de 34,3% (GERARDIN et al., 2008). Observou-se também nesse surto a
caracterizacdo de uma linhagem derivadada ECSA: a linhagem do Oceano Indico e que
teve como principal vetor o Aedes albopictus (ROSSINI; LANDINI; SAMBRI, 2016).
Com isso, houve um impacto significativo na propagacdo do CHIKV, uma vez que, é
extensa a distribuicdo geografica desse vetor, especialmente em areas temperadas
(PAUPY et al., 2009).

A partir dai, a epidemia espalhou-se ainda mais com o surgimento de pequenos
surtos no norte da Italia (2007) (REZZA et al.,, 2007), no sul da Franca (2010)
(GRANDADAM et al., 2011) e os primeiros casos de transmissdo autéctone no
hemisfério ocidental aconteceram na Ilha de San Martin em outubro de 2013 com
posterior disseminagdo para outras ilhas do Caribe. O genoétipo asiatico foi associado ao
surto ocorrido no Caribe, de onde foi difundido para Flérida, norte do México, América
Central e América do Sul (ROSSINI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

No Brasil, a transmissdo autoctone foi apresentada pela primeira vez relacionada
ao gendtipo asiatico, no Oiapogue, estado do Amapa, em 2014. No mesmo ano, foi
identificado o genétipo ECSA, em Feira de Santana, na Bahia, com estudos sugerindo
que o gendtipo ECSA foi introduzido no pais por um viajante virémico oriundo de Angola
(TEIXEIRA et al., 2015). Ao total, no ano de 2014 foram notificados 3657 casos
autdctones suspeitos de infeccdo por CHIKV emoito municipios pertencentes aos estados
da Bahia, Amapa, Roraima, Mato Grosso do Sul e ao Distrito Federal (MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).

Em 2015, nacionalmente, foram notificados 20.661 casos suspeitos da febre de
Chikungunya com registro de 3 6bitos, sendo 2 no estado da Bahia e 1 no estado de
Sergipe. O estado de Sergipe apresentou alta taxa de incidéncia para a regido de satde de
Nossa Senhora do Socorro (331,88 casos/ 100 mil habitantes) e média incidéncia para a

regido de saude de Itabaiana (176,15 casos/ 100 mil habitantes). No ano seguinte, foram
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registrados 277.882 casos provaveis no pais com a taxa de incidéncia de 134,3 casos/ 100
mil habitantes. Em Sergipe, foram relatados 9.242 casos provaveis de infec¢do com taxa
de incidéncia de 407,9 casos/ 100 mil habitantes, destacando-se as regifes de salde de
Estancia e Aracaju com altas taxas de incidéncia e que 71 municipios notificaram casos
de Chikungunya (MINISTERIO DA SAUDE, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017;
SERGIPE, 2017).

De maneira semelhante como ocorrido com os casos de ZIKV, houve uma reducéo
no numero de casos provaveis de infeccdo por CHIKV nos anos de 2017, 2018 e 2019.
Segundo o boletim epidemiol6gico das semanas epidemioldgicas de 03 janeiro de 2021 a
24 de julho de 2021, ocorreram 63.713 casos provaveis com taxa de incidéncia de 30,1
casos/ 100 mil habitantes, correspondendo a uma reducdo de 3,6% dos casos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Entretanto, no ano de 2022 até a semana epidemioldgica 45, foram confirmados
3470 casos de Chikungunya no estado de Sergipe, 3 6bitos, com predominancia de casos
na faixa etaria de 35-49 anos (26,1%) e pessoas do sexo feminino (60,4%) (SERGIPE,
2022).

2.6 Manifestaces clinicas

2.6.1 ManifestacOes clinicas ocasionadas pelo ZIKV

Geralmente, as infeccdes causadas pelo ZIKV sdo assintomaticas (75%-80%) ou
desencadeiam sintomatologia inespecifica como febre baixa, artralgia, mialgia, exantema,
conjuntivite, com doenca branda e autolimitada ap6s um periodo de incubacdo que varia
entre 3 a 14 dias. Entretanto, em alguns casos ocorrem o desenvolvimento de
complicacBes neuroldgicas como a Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ) ou como a
Sindrome de Guillain-Barré (SGB) devido ao neurotropismo ja associado ao ZIKV
(MASMEJAN et al., 2020).

A SCZ é caracterizada por mal formacGes em fetos expostos ao ZIKV durante o
periodo gestacional, com taxas de ocorréncia variando entre 4% a 9%. Essas mal
formac0es resultam em anomalias neuroldgicas graves que incluem anomalias cerebrais
estruturais, hidropisia fetal, artrogripose (10%-29%), anomalias oculares (25%),
microcefalia (33%-64%), hipertonia, distdrbios da degluticdo (POMAR et al., 2019) e
com isso, o desenvolvimento de criangas com SCZ foi prejudicado em quase 100% dos

casos analisados em durante uma média de idade de 30 meses (WHEELER et al., 2020).
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Além disso, mesmo em criancas que ndo foram constatadas anormalidades no
nascimento, mas foram expostas ao ZIKV, seus scores de desenvolvimento foram
inferiores quando comparados aos de criangas ndo expostas ao virus, sugerindo assim que
mesmo sem sintomas evidentes da SCZ a pré-exposicdo ao virus pode ocasionar
consequéncias graves ao desenvolvimento infantil (MASMEJAN et al., 2020).

A SGB foi associada as infeccdes pelo ZIKV a partir do surto ocorrido na
Polinésia Francesa. Essa patologia é uma polirradiculoneuropatia aguda imunomediada
que surge apos infeccdes virais ou bacterianas, na qual a fungdo motora é comprometida
iniciando-se pelas extremidades de forma ascendente e que pode ter uma duragdo de até
4 semanas (VAN DEN BERG et al., 2014).

O risco do desenvolvimento da SGB aumenta com a idade e individuos do sexo
masculino sdo mais afetados. Ela é a principal causa de paralisia ndao traumatica no mundo
com incidéncia global de 1-4 casos a cada 100 mil pessoas por ano (MCGROGAN et al.,
2009). Todavia, os mecanismos moleculares envolvidos nos desfechos dos casos
permanecem pouco compreendidos. No entanto, sabe-se que anticorpos IgG anti-
antiglicolpideos sdo direcionados gangliosideos, particularmente, em casos axonais da
doenca (CAO-LORMEAU et al., 2016b).

2.6.2 Manifestacdes clinicas ocasionadas pelo CHIKV

Apobs a infeccdo pelo CHIKYV, demora-se um periodo de 1 a 12 dias para o
aparecimento dossintomas. Esses sintomas incluem febre alta deinicio subito, exantema,
cefaleia, mialgia, nauseas e o que pode diferir de outras arboviroses sdo as fortes dores
nas articulagbes. As taxas de infec¢Bes sintomaticas estdo em torno dos 70% e, ainda que,
os sintomas agudos tenham a tendéncia de desaparecer por volta de duas semanas, a
artralgia pode perdurar por meses ou até mesmo anos. Comisso, o curso clinico dadoenca
esta dividido em trés fases: fase aguda, fase subaguda e fase crénica (PINHEIRO et al.,
2016).

A fase aguda ou febril da doenca é conhecida por apresentar febre alta continua,
poliartralgia intensa e/ ou artrite e exantema. S80 mais intensas nos primeiros 3 dias
podendo persistir até o sétimo dia. A poliartralgia € descrita em mais de 90% dos casos
de pacientes adultos com padrdo simétrico, acometendo principalmente as articulacdes
das maos, do punho, dos ombros, dos joelhos, dos tornozelos e pés acompanhada de

edema. O exantema € maculopapular e acomete cerca de 50% dos doentes, do segundo
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ao quinto dia ap6s o inicio da febre, atingindo o tronco e as extremidades do corpo. A
presenca de prurido ocorre em cerca de 25% dos casos. Outros sinais e sintomas descritos
na fase aguda s&o dor retro-ocular, calafrios, conjuntivite sem secrecdo e manifestacoes
do trato gastrointestinal que sdo mais frequentes em criancas (KRUTIKOV; MANSON,
2016; MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2017).

Durante a fase subaguda, entre 45%-75% dos pacientes persistem com
sintomatologia até 3 meses. Normalmente, nessa fase a febre desaparece, mas pode haver
piora dossintomas articulares associados a rigidez matinal. Também foi relatado sintomas
como astenia, surgimento de lesGes purpuricas, vesiculares e bolhosas, depressdo e
alopecia (DE BRITO et al., 2020).

Quando os sintomas persistem por mais de 3 meses € estabelecido a fase cronica
da doenca. Nesta fase, a dor articular, musculoesquelética e neuropética séo frequentes,
intensas e incapacitantes. A dor neuropatica alcanca cerca de 20% dos pacientes e em um
estudo realizado sobre o impacto da doenca na vida dos individuos infectados pelo
CHIKYV apos 36 meses, foi confirmado que 62,9% dos pacientes relataram dificuldades
para se levantar a partir da posi¢édo sentada, 54,8% tinham dificuldades para andar, 54,8%
dos individuos tinham dificuldades para pegar objetos e 37,1% tinham dificuldades para
tomar banho. Demonstrou-se ainda, que a doenga ndo contribuiu apenas para limitagdes
fisicas, também afetou o estado emocional dos pacientes onde 56,4% deles apresentaram
distarbios do sono, 50% apresentaram depressdo e 43,5% relataram disturbios de
memoria e concentracdo (SCHILTE et al., 2013).

Em uma outra avaliagdo oriunda da llha da Reunido, pode-se verificar que 112
dos 159 pacientes analisados na fase cronica da doenca desenvolveram doenca reumatica
cronica, sendo que 40 deles atendiam aos critérios clinicos e radioldgicos para artrite
reumatoide, 33 para espondiloartrite e 21 para poliartralgia indiferenciada, todos sem
historico prévio de doenca reumatica (JAVELLE et al., 2015).

Além disso, podem ocorrer as manifestacdes clinicas atipicas (Quadro 1). Estas
manifestacdes podem acontecer devido ao efeito direto do proprio virus, a resposta
imunoldgica desencadeada ou pela toxicidade a medicamentos e s@o associadas ao maior
risco de evolucéo para 6bitos.

Varios fatores tém sido discutidos como preditores do curso clinico das doencas
causadas pelo CHIKV, entre eles estdo: ser do sexo feminino, ter mais de 45 anos,
comprometimento reumatico grave, niveis de proteina C elevados na fase inicial da

doenca, persisténcia de IgM positivo, presenca de comorbidades como diabetes, asma,
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insuficiéncia cardiacas e doencas reumaticas pré-existentes (GERARDIN et al., 2013;
MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2017).

Quadro 1: Manifestacgdes atipicas relacionadas a infeccéo por CHIKV

Sistema / 6érgao Manifestagoes

Nervoso Meningoencefalite, encefalopatia, convulsao, sindrome
de Guillain-Barré, Sindrome cerebelar, paresias, paralisias
e neuropatias.

Olho Neurite Optica, iridociclite, episclerite, retinite e uveite.

Cardiovascular Miocardite, pericardite, insuficiéncia cardiaca, arritmia, instabilidade
hemodinamica.

Pele Hiperpigmentagao por fotossensibilidade, dermatoses
vesiculobolhosas, ulceracoes aftosa-like.

Rins Nefrite e insuficiéncia renal aguda.

QOutros Discrasia sanguinea, pneumonia, insuficiéncia respiratéria, hepatite,
pancreatite, sindrome da secre¢do inapropriada do horménio
antidiurético, insuficiéncia adrenal.

(Ministério da Saude, 2015)

2.7 Aspectos imunolodgicos das infeccdes por arbovirus

2.7.1 Aspectos imunoldgicos associados ao ZIKV

A resposta imunoldgica antiviral humana desempenha um papel critico na defesa
do hospedeiro contra as infec¢des virais. Sua ativacdo ocorre em duas etapas: processos
inatos inespecificos com duracdo entre 0s 5 a 7 primeiros dias da infeccéo e 0s processos
adaptativos especificos mediados por linfécitos B e T (CORNISH et al., 2020).

Durante a infeccdo por virus de RNA de fita simples como o ZIKV, a replicacao
viral ocorre no interior celular e os virus comecam a ser detectados pelos receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs) como os receptores do gene | induzido pelo &cido
retindico (RI1G-I) e do antigeno de diferenciacdo associado ao melanoma 5 (MDAD).
Apds esse reconhecimento, a proteina adaptadora de sinalizacdo antiviral mitocondrial
(MAVS) desencadeia a ativacdo de quinases para ativar os fatores de transcricdo
reguladores de interferons (IRFs) e o NF-kB para induzir a producao de interferons do
tipo I (IFN-o/ IFN-B) (ZEVINI;OLAGNIER; HISCOTT, 2017). Uma vez secretados por

células infectadas por virus, eles agem de forma paracrina induzindo a expressao dos
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genes estimulados por interferons (ISGs) em células vizinhas promovendo um estado
antiviral no ambiente circundante. Os interferons do tipo I quando se ligam ao receptor
deinterferon do tipo | (IFNAR), que é um heterodimero composto pelas cadeias IFNAR1
e IFNAR2, levam a ativacdo das proteinas quinases Janus quinase | (JAK-1) e da tirosina
quinase 2 (TYK-2) associadas ao receptor. Estas por sua vez, fosforilam e ativam os
fatores de transcricdo STAT-1 e STAT-2 que se associam ao IRF-9 para a formacéo do
complexo ISGF-3, o qual dispara elementos estimuladores da resposta por IFNs (IRSES)
(Figura 2). Os ISGs obtidos atuam em diversos processos celulares incluindo o
processamento do RNA, a estabilidade de proteinas e viabilidade celular, afetando
diretamente as etapas do ciclo de vida viral, além de fornecer sinais para ativacdo da
resposta imune adaptativa (ELONG NGONO; SHRESTA, 2018).

Figura 2: Via de producéo e sinalizacdo dos interferons tipo | a partir de infeccao
por virus de RNA. Apés infeccdo viral, o RNA viral é detectado pelo receptor de reconhecimento
padrdo (RIG-1)que induz varios fatores de transcri¢do para a producdode interferon. O interferon secretado
se liga ao receptor de interferon tipo | para ativara via (JAK-STAT) para promover a expressao de genes
estimuladoresde interferon (ISGs). ER: reticulo endoplasmatico, IRF: fatorregulador de interferon, ISGF:
fator de gene estimulador de interferon, ISRE: elemento de resposta estimulada por interferon, MAVS:
proteina de sinalizagdo antiviral mitocondrial, sSRNA: RNA de fita simples. (Adaptado de ELONG
NGONO; SHRESTA, 2018).
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Diversos estudos tém demonstrado que a replicagdo do ZIKV ¢ inibida por
interferons do tipo | em varios tipos de células humanas e em modelos animais (HAMEL
et al., 2015). Contudo, 0 ZIKV € capaz de neutralizar essa resposta antiviral evitando a
fosforilacdo de STAT1 e induzindo a degradacdo de JAK-1 e STAT2 por meio de sua
interagdo com as proteases NS2B-NS3 e NS5 constituindo assim, um dos principais
mecanismos de evasdo da reposta imunoldgica (GRANT et al., 2016; BOWEN et al.,
2017; XIA et al., 2018).

A infeccdo por ZIKV também induz respostas robustas de células T CD4*, com
perfil Thl caracterizadas pela producéo de IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF-a) e IL-
2, enquanto que as células T CD8* contribuem para a protecao através de seu mecanismo
citotoxico especifico e da superregulacdo de IFN-y e TNF-a (WEN; SHRESTA, 2017).

Outro aspecto relevante em relacdo a resposta imunoldgica ocasionada pelo ZIKV
é 0 aumento da viremia ou gravidade da doenca devido ao aumento dependente de
anticorpo (ADE). Este fendmeno consiste na produgdo de anticorpos com reatividade
cruzada e ndo neutralizantes, por exposi¢do prévia a outro Flavivirus, devido ao
favorecimento da infeccdo nas células pelo receptor da por¢do Fc (FcR) das
imunoglobulinas (PAUL et al., 2016).

Na fase aguda da doenca foram relatados aumentos significativos das
concentragdes de algumas citocinas e quimiocinas em pacientes infectados pelo ZIKV
quando comparados a controles saudaveis (IP-10, IL-9, IL-5, IL-4, IL-1RA, IFN-y) com
a associacdo das citocinas IL-5 e IP-10 a quadros clinicos com exantema e cefaleia,
respectivamente, e IL-1RA a presenca de artralgia. Além disso, quando foram
comparadas as concentracfes de citocinas entre a fase aguda e a fase de recuperacdo da
doenca, observou-se diminui¢do das concentragdes de IP-10, RANTES, IFN-y, IL-9, IL-
7, IL-1RA e IL-5 na fase de recuperacdo com o aumento de IL-12p70 (BARROS et al.,
2018).

Em pacientes gravidas que carregavam fetos com anormalidades no
desenvolvimento fetal foi demonstrado niveis muito altos de 12 mediadores (IL-8, IL-4,
IL-18, IL-22, IL-23, IL-27, MCP-1, TNF-a, IP-10, eotaxina, FGF-2), sendo que IL-22,
MCP-1, IP-10 e TFN-a apresentaram niveis diferenciais em comparacdo a mulheres
gravidas que carregam fetos normais parecendo servir como marcadores de progndstico
para bebés de gestantes infectadas pelo ZIKV (KAM et al., 2017). Altas concentracfes
de TNF-a e MCP-1 foram encontradas em células cerebrais fetais humanas infectadas
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com ZIKV, o que implica em seu papel na neuroinflamagdo (LUM et al., 2017). A
auséncia de IL-22 em camundongos conferiu uma reducdo na ativacdo da microglia e de
astrocitos do cortex cerebral e favoreceu a montagem da resposta T CD8" especifica
contra ZIKV contribuindo para o controle mais eficaz da infeccdo no cérebro (LIANG et
al., 2020).

2.7.2 Aspectos imunoldgicos associados ao CHIKV

Os mecanismos moleculares que acompanham as patologias observadas na
infeccdo por CHIKV ndo sdo completamente compreendidos e ainda ndo se sabe se a
forte artralgia desenvolvida é consequéncia daacdo diretado virus. No entanto, como as
caracteristicas clinicas sdo semelhantes as dos pacientes com artrite reumatoide (AR),
acredita-se que 0s mecanismos imunes sejam compartilhados nas duas patologias
(AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017).

A resposta inata a infeccdo por CHIKV é principalmente regulada pelos
interferons do tipo I (WAUQUIER et al., 2011). Em animais com a via do interferon
inibida, foi possivel observar que a gravidade da doenca estabelecida se correlacionava
com areplicacéo viral, com o tropismo e disseminagéo tecidual (COUDERC etal., 2008).
Além daresposta antiviral via interferons I, a fase inicial dainfeccéo esta associadaa uma
significativa liberacdo de citocinas inflamatorias nos tecidos-alvo. As citocinas (IL-1, IL-
6, IL-8, 1L-16), quimiocinas (CCL-2, CCL-4 e CXCL-10), citocinas regulatérias (IL-
1RA, IL-10, IL-13) e fatores de crescimento (G-SCF, GM-SCF, VEGF) apresentaram-se
mais elevados no plasma de pacientes infectados com CHIKV do que em controles
saudaveis (TENG et al., 2015).

Alguns biomarcadores imunoldgicos ja foram descritos como caracteristicos de
gravidade na infecgéo pelo CHIKYV, entre eles, 0 aumento de IL-1B, IL-6 e diminui¢éo de
RANTES (NGet al., 2009). Também, niveis baixos de TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-13 durante
a fase aguda foram sugeridos como preditores de doencas cronicas nas articulacdes assim
como, a IL-17A e a IL-27 foram correlacionados com o numero de articulagdes
acometidas (GUALBERTO CAVALCANTI et al., 2019; CHIRATHAWORN;
CHANSAENROJ; POOVORAWAN, 2020).

Além disso, as celulas B sdo essenciais para a eliminacdo do virus e as células T
CD4* foram demonstradas como significativas para a doenca artritica pelo CHIKV em
animais e em pacientes (NAKAYA et al., 2012; OH et al., 2015). As células Treg que
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interagem com células dendriticas foram capazes de regular negativamente essas células
quanto a sinalizacdo coestimulatéria, reduzindoa expansao de células T CD4* especificas
ao CHIKYV promovendo a redugéo do inchago em articulagbes de camundongos (LEE et
al., 2015).

Um questionamento importante sobre a artrite crénica ocasionada pela infeccéo
do CHIKYV ése a infeccdo persistente é responsavel pelos sintomas reumaticos cronicos,

visto que, os estudos realizados até 0 momento apresentam resultados controversos.

2.8 Diagnosticos diferenciais

E desafiador diferenciar os sinais e sintomas clinicos das infecgdes pelos ZIKV e
CHIKYV de outros arbovirus, especialmente quando ha a cocirculagdo na mesma regido
geografica. Os individuos apresentam sintomas semelhantes sendo dificil diferenciar a
frequéncia e a intensidade desses sintomas (Quadro 2). Entdo, se faz necessario a

utilizacdo de testes diagnosticos laboratoriais especificos para confirmacéo da infeccéo.

Quadro 2: Diagnéstico clinico diferencial Dengue x Zika x Chikungunya. * Pode
ocorrer risco de morte nos casos neurolégicos como a SGB decorrente de Zika ou para
criancas com malformagfes congeénitas graves.

Sinais/Sintomas Dengue Zika Chikungunya

Febre >38°C Sem febre ou subfebril  Febre alta >38°C
(=38°0)

Duragéo 4 a7 dias 1-2 dias subfebril 2-3 dias

Rash Surge a partir Surge no primeiro ou Surge 2-5 dias

do quarto dia segundo dia
Frequéncia 30% a 50% 90% a 100% 50% dos casos
dos casos dos casos

Milagia (Frequéncia) +++ ++ +

Artralgia (frequéncia) + ++ +++

Intensidade da Leve Leve/Moderada Moderada/Intensa

dor articular

Edema da articulagao Raro Frequente e Frequente e de
leve intensidade moderada a intenso

Conjuntivite Raro 50% a 90% 30%
dos casos

Cefaleia +++ ++ ++

Hipertrofia ganglionar  + +++ ++

Discrasia hemorragica ++ Ausente +

Risco de morte +++ +* ++

Acometimento + +++ ++

Neurologico

Leucopenia +++ +++ +++

Linfopenia Incomum Incomum Frequente

Trombocitopenia +4++ Ausente (raro) ++

(Ministério da saude, 2015.)
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Os testes laboratoriais séo baseados no isolamento viral, na detecgdo do material
genético e na deteccdo de anticorpos (testes soroldgicos) (JOHNSON; RUSSELL;
GOODMAN, 2016). Apesar de ndo ser comum na rotina diagndstica, o isolamento viral
pode ser realizado a partir de amostras de soros até 7 dias ap6s o inicio dos sintomas e
inoculados em células de linhagens de mosquitos ou mamiferos, nas quais os efeitos
citopaticos podem aparecer entre um a trés dias ap0s a inoculagédo (LI et al., 2012).

Os testes moleculares como a transcricdo reversa da reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) em tempo real sdo testes mais sensiveis, rapidos e permitem a
deteccdo do RNA viral de todasas linhagens com alta especificidade, normalmente, em
amostras até o sétimo dia ap0s o inicio dossintomas sendo o maior periodo maior viremia
ocorre entre o primeiro e o quinto dia de sintomas (LANCIOTTI et al., 2007).

Em estagios mais avancados da doenga, sdo utilizados os métodos
imunoenzimaticos como o ELISA (Enzyme-Linked Assay) para a determinacdo de
anticorpos IgM/ 1gG em fase aguda ou convalescente da doenca. O IgM pode ser
detectado de 3 dias (D3) a trés meses (M3) apos o inicio da doenca enquanto o 1gG,
geralmente, por ser detectado apartir do décimo quarto dia (D14) por varios anos (SILVA
JR. et al., 2018) (Figura 3).

Figura 3: Métodos diagnosticos e producéo de anticorpos. DO: dia zero da infeccao,
D15: dia 15 ap0s a infec¢do, M3: 3 meses apoés a infeccdo.
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(Adaptado de LEVI, VIGUNUZZI, 2019).

2.9 Prevencao e tratamento
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As arboviroses causadas pelo ZIKV e CHIKYV tornaram-se um grave problema de
salide mundial com seus ressurgimentos. Embora suas taxas de mortalidade sejam baixas,
a natureza debilitante e cronicas das doengas acarretam problemas sociais e econdmicos
para o desenvolvimento de um tratamento especifico. Até o momento, ndo existem
tratamentos ou vacinas especificas aprovadas contra esses virus e a prevengdo ao vetor
das doencas ainda tem sido a melhor estratégia de combate dasdoencas. O tratamento é
baseado nos cuidados paliativos dos sintomas com drogas analgésicas, antipiréticas e
antinflamatdrios ndo esteroidais (SILVA; DERMODY, 2017).

Atualmente, vérias vacinas estdo em desenvolvimento contra 0 ZIKVeo CHIKV
envolvendo uma grande variedade de plataformas tecnoldgicas: inativacdo viral,
atenuacdo viral, particulas semelhantes a virus, vetores virais e vacinas a base de acidos
nucleicos (CASTANHA; MARQUES, 2020; SCHMIDT; SCHNIERLE, 2022) .

Um dosestudos mais avangados contrao CHIKV ocorre com a candidataa vacina
VLA1553com a parceria entre o Instituto Butantane a empresa Valneva que demonstrou
imunogenicidade por pelo menos 6 meses com manutencdo da producdo de anticorpos
durante esse periodo em 96,3% dos individuos avaliados. Este estudo clinico de fase IlI
foi realizado nos Estados Unidos e mais recentemente, um estudo foi iniciado com 750
adolescentes brasileiros das cidades de Ribeirdo Preto, S&o Paulo, Salvador, Fortaleza,
Belo Horizonte e Aracaju com duracdo estimada de 15 meses para avaliar a eficacia do
imunizante em regido endémica (ROQUES et al., 2022). Para vacinas contra o ZIKV, os

estudos clinicos de fase I e fase Il permanecem em andamento.
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OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento relacionados as

infeccdes causadas pelos virus Zika e Chikungunya.

Justificativa: Os produtos analisados da resposta imune poderdo servir como

biomarcadores de infeccao, coinfecgdes e cronicidade das doengas.

3.2 Objetivos especificos

1. Verificar a presenca de biomarcadores séricos relacionados a resposta imune

(ZIKV e CHIKYV) e associar a apresentacdo clinica e complicacdes das doencas.

2. Avaliar a resposta imune gerada em coinfeccgdes entre 0s ZIKV/CHIKYV e seus

efeitos no desfecho das doencas

3. Caracterizar a resposta imunoldgica apresentada em pacientes infectados com

CHIKYV nas fases aguda e cronica da doenca.



4  DESENHO DO ESTUDO (Série de casos com grupo controle)

Casos suspeitos de Controles expostos
arboviroses nao infectados

Amostra de sangue periférico/
informagoes clinicas

Plasma

|
Diagnostico molecular RT-

PCR (CT< 38)
|

ZIKV, CHIKV agudo, CHIKV
cronico, Coinfectados

(ZIKV/CHIKYV)

|

Soro

Biomarcadores imunologicos:
LUMINEX
(Objetivos 1,2 e 3)
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5 METODOLOGIA

5.1 Populacéo estudada

Foram recrutados os pacientes adultos e criangas com suspeita de infecgdes pelos
ZIKV e CHIKYV, por busca ativa em municipios do estado de Sergipe, no ano de 2016,
além dos que se apresentaram por demanda esponténea e de maneira ndo consecutiva nos
ambulatorios de doencas infecciosas, clinicas médicas, reumatologia ou de outros
servicos do Hospital Universitario da Universidade Federal de Sergipe. Os casos clinicos
suspeitos de arboviroses foram classificados de acordo com a sintomatologia apresentada
pelos pacientes (febre, dores musculares, dores articulares, cefaleia, nduseas, e exantema
maculo-papular) (Apéndice A). Esse hospital ¢ a unidade de referéncia para o
atendimento, tratamento e reabilitacdo dos casos de microcefalia de todos os municipios
do estado de Sergipe. Além disso, existe o ambulatério de infectologia e outro de
reumatologia para atendimento de casos dedor articular secundéria as infeccBes causadas
por esses Virus.

Os individuos participantes do estudo foram escolhidos aleatoriamente e divididos
de acordo com o resultado da RT-PCR em tempo real nos seguintes grupos:

e Individuos com ZIKV (n= 14): pacientes com ZIKV detectavel (ZIKV+) por
RT-PCR em tempo real.

e Individuos com CHIKYV néo cronicos — fase aguda (n=20): pacientes com
CHIKV (CHIKV+) detectavel por RT-PCR em tempo real que nao
desenvolveram cronicidade dos sintomas.

e Individuos com CHIKV crénicos — fase cronica (n=20): pacientes com
CHIKYV detectavel por RT-PCR em tempo real que desenvolveram cronicidade
dos sintomas, ou seja, foi considerado artrite crbnica 0s pacientes que
apresentaram dor articular associada ou ndo a edema articular ou periarticular de
inicio ou piora significativa (nos casos dedoenca articular prévia) apos trés meses
da sindrome febril aguda.

e Individuos com ZIKV e CHIKV (Coinfectados) — fase aguda (n=12):
pacientes com ZIKV e CHIKV detectaveis por RT-PCR em tempo real

concomitantemente.
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e Individuos saudaveis (controles) (n=13): individuos sadios, que nao
apresentaram sintomatologia relacionada aos arbovirus e com sorologias anti-
ZIKV (IgM), antiCHIKYV (IgM) e anti-DENV (IgM) negativas.

5.2 Diagnostico das infecgbes por arbovirus

Os diagndsticos das infecgcdes (ZIKV e CHIKV) foram realizados a partir da
coleta de 5 mL de sangue em tubo contendo EDTA de individuos com suspeita das
infeccdes, em seguida ocorreu a centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. O plasma
obtido foi armazenado a -80°C para posterior realizacdo da extracdo do RNA viral e da
RT-PCR em tempo real no Laborat6rio de Imunologia e Biologia Molecular do HU-SE e

em parceria com o Laboratorio Central do Estado de Sergipe (LACEN/SE).

5.2.1 Extracdo do RNA viral

Os RNAsvirais das amostras foram extraidos a partir de 140 pL do plasma obtido,
utilizando o QlAamp Viral RNA Mini kit (QIAGEN; Hilden, Germany) de acordo com

as instrucdes do fabricante.

5.2.2 RT-PCR em tempo real

A RT-PCR em tempo real foi realizada a partir de 5 uL do RNA viral extraido e
utilizando o kit da Invitrogen o SuperScript® Il Platinum® (One-Step qRT-PCR
System) de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram utilizadas sequéncias
especificas de primers e sondas para a deteccdo dos virus: VCHIK NS4 6856F
(TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA), VCHIK NS4 6981R
(TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC), VCHIK NS4 6919p (FAM-
AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG) para o virus Chikungunya e VZIK NS5 9271F
(AARTACACATACCARAACAAAGTGGT), VZIK NS5 9373R
(TCCRCTCCCYCTYTGG), VZIK NS5 9304p (LNA) FAM-
CTYAGACCA+G+C+T+GAAR) para o virus Zika. As condi¢des de ciclagem térmica
para a transcricdo reversa (RT) foram de 1 ciclo a 50°C durante 15 minutos, para a

inativacdo da RT e ativacdo da Taq® Polimerase 1 ciclo a 95°C por 2 minutos, a
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desnaturagéo ocorreu em 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos e 40 ciclos a 60°C por 30
segundos para anelamento/ extensdo. A amplificacdo foi realizada utilizando o aparelho
ABI 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Amostras com um numero de
limiar — Cycle Threshold (CT) < 38 foram consideradas detectaveis para infeccoes
causadas pelos ZIKV e CHIKV.

5.2.3 Diagnostico soroldgico (ELISA)

Para os diagndsticos soroldgicos, utilizamos o anti-Chikungunya Virus ELISA
(IgM/ 1gG), anti-Zika Virus ELISA (IgM/ 1gG) e anti-Dengue Virus ELISA (IgM)
Euroimmun, Medizinische Labordiagnostika AG, de acordo com as instrugcdes do
fabricante. As amostras de soro dos pacientes foram diluidas1: 101 em tampdao de amostra
e incubadas a 37 ° C durante 1 hora. Os pogos das placas foram lavados 3 vezes com
tampdo de lavagem. Apds o ciclo de lavagem, o 1gG anti-humano secundéario conjugado
com peroxidase foi adicionado aos pocos e incubado novamente por 30 minutos.
Realizou-se novo ciclo de lavagem, adicionou-se solu¢do cromogeno / substrato em cada
poco da placa e incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente. A reagdo foi
interrompida pela adicdo de 100 pL de solugdo de parada. A leitura da densidade optica
foi medida a 450 nm com um leitor de placas (Biotek). Os resultados foram avaliados
semiquantitativamente calculando uma raz&o dovalor deextin¢éo do controle ou amostra
do paciente sobre o valor de extin¢do do calibrador 2. As amostras foram categorizadas
como negativas (razao < 0,8), limitrofes (razdo > 0,8 a < 1,1) ou positivas (propor¢ao >

1,1).

5.3 Dosagem das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (LUMINEX)

Foram coletados de 5 mL de sangue, em tubo seco, de individuos com suspeita
das infecgdes, em seguida ocorreu a centrifugacdo a 3000 rpm por 10 minutos. O soro
obtido foi armazenado a -80°C. As concentragdes de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento (BDNF; Eotaxina/CCL11; EGF; FGF-2; GM-CSF; GROa/CXCL1; HGF;
NGFB; LIF; IFN-a; IFN-y; IL-1B; IL-1a; IL-1RA; IL-2; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7; IL-
8/CXCLS; IL-9; IL-10; IL-12 p70; IL-13; IL-15; IL-17A;1L-18; IL-21; IL-22; IL-23; IL-
27; 1L-31; IP-10/CXCL10; MCP-1/CCL2; MIP-10/CCL3; MIP-1B/CCL4;
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RANTES/CCLS5; SDF-1a/CXCL12; TNF-a; TNF-B/LTA; PDGF-BB; PLGF; SCF;
VEGF-A; VEGF-D) foram quantificadas (pg/mL) utilizando o kit Cytokine/Chemokine/
growth/Factor 45-Plex Human ProcartaPlex ™ deacordo com as instrucoes do fabricante,
no equipamento LUMINEX e analisadas no software MILLIPLEX Analist 5.1 (Merck
Millipore, Billerica, USA).

5.4 Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram descritas como média e erro padrdo da média
atendendo o pressuposto de normalidade ou mediana, primeiro quartil e terceiro quartil,
qguando tal pressuposto ndo foi atendido. Para as varidveis categdricas utilizou-se
frequéncias simples e frequéncias percentuais e intervalo de confianca para 95% quando
pertinente. Utilizou-se o teste de D’Agostino & Pearson para avaliar o pressuposto de
normalidade. Para diferencas entre dois grupos com dados ndo paramétricos foi utilizado
o teste Mann- Whitney. Para as analises de correlacdo foi utilizada a correlacdo de
Spearman. Todos os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. As andlises foram realizadas nos softwares Graph Pad Prism versdo 6.0 e
software STATA 16.

5.4.1 Modelo de regressao linear multipla

A fim de analisar como as concentracdes de citocinas reagem a fase e ao estado
de infecco por ZIKV e CHIKYV, estimou-se um modelo de regresséo linear com base na
relagdo funcional:

citoj = f(chikv,, zikv,, coinfec,, gen,idade, chikv, X gen, chikv, x
idade, zikv, X gen, zikv, X idade, coinfec, X gen, coinfec, X idade) + ej, Q)
em que cito; € a concentragcdo de uma determinada citocina j quantificada no estudo,
chikv, , zikv, e coinfec, (coinfeccdo) referem ao estadoe afase dainfeccéo, k ={agudo,
crénico}, gen € o género do individuo, idade € a faixa etaria e e; representa as
caracteristicas ndo observaveis. Assume-se também efeitos de interacdo entre género,

idade, e a fase e estado da infeccéo.



42

O modelo (1) ¢ estimado via Minimos Quadrados Ordinarios (MQQO) com erros-
padréo robustos! para cada um dos 45 mediadores imunoldgicos, admitindo-se a seguinte
especificacao linear:
cito;; = aj + 61chikv;qguao + 62ChikV cronico + 032ZikV; gguao + 84c0infec; gguao + Brgen; +

+ :82 idadei + 41 (Chikvi,agudo X geni) + Y2 (Chikvi,crénico X geni) + Y3 (Zikvi,agudo X
geni) + +)/4 (COinfeCi,agudo X geni) + P1 (Chikvi,agudo X idadei) + %) (Chikvi,crénico X
idadei) + + @5 (zikvi,agudo X idadei) + @, (coinfeci,agudo X idadei) + e, 2)

em que o subscrito i indexa os 79 individuos da amostra e j a citocina avaliada.

chikv;

i,agudo’

1 se o individuo i apresentou o diagnostico da infecg¢do no respectivo estado e fase, e zero

Chikv; cronicor ZLkV;

i e coinfec; 44,4, S0 variaveis dummy iguais a

,agudo
caso contrario. A variavel de género também ¢ dicotdmica, igual a 1 se homem e zero
caso contrario. As hipdteses deste estudo podem ser testadas a partir da estimativa do
efeito marginal médio (AME) de cadaestado e fase de infec¢édo sobre a concentracéo das
citocinas selecionadas. O grupo de controle € o nivel base de infecgdo (ndo infecgdo) no
modelo (2), porém é possivel se comparar o AME entre qualquer estado e fase de

infeccao.

5.5 Aspectos éticos

Esse projeto incluiu seres humanos e seguiu as recomendacdes da resolugédo
466/12 do Conselho Nacional de Saude que se refere a pesquisa clinica envolvendo seres
humanos. Este faz parte de um projeto mais amplo aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sergipe intitulado “Estudo epidemioldgico, clinico e
imunoldgico nas infeccdes pelos virus Zika, Chikungunya e Dengue na patogénese de
anomalias fetais e em doencas de individuos adultos”, com numero do parecer:
1.486.302. Todos os individuos maiores de 18 anos ou responsaveis pelos menores de 18
anos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A),
apos leitura do termo e informacdes verbais dos pesquisadores sobre os procedimentos
da pesquisa. A autonomia dos participantes foi garantida por meio da administracao
cuidadosa do termo de consentimento informado e a participacéo foi voluntéaria. Ainda, o
estudo trouxe beneficios diretos aos participantes ja que os sintomas e sinais agudos ou

cronicos das viroses estudadas foram tratados.

1 Foi utilizado o software STATA 16.
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6 RESULTADOS

6.1 Dados clinicos e epidemioldgicos dos participantes

Foram incluidos neste estudo um total de 79 individuos, desses, 13 individuos
compondo o grupo controle e 66 pacientes compondo 0s grupos de infeccdes por
arboviroses (ZIKV,CHIKV ouZIKV/CHIKYV). Todos os pacientes tiveram o diagndstico
da infeccdo confirmado pelo exame molecular RT-PCR em tempo real, as informagoes
clinicas e epidemioldgica estdo resumidas na Tabela 1. Apos o diagndstico molecular, os
pacientes foram separados em 4 grupos: individuos infectados pelo ZIKV, individuos
infectados pelo CHIKYV na fase aguda da doenca, individuos infectados pelo CHIKV na
fase cronica da doenca e individuos coinfectados pelos ZIKV e CHIKV.

Em todos os grupos houve a predominancia do sexo feminino (78,79% dos
infectados e 69,23% dos participantes do grupo controle). Os individuos infectados pelo
ZIKV possuiam média de idade 48,43 + 3,37 anos, com Ct médio de 37,74 £ 0,24 e 0s
sintomas mais relatados por esses pacientes foram artralgia e mialgia. Para os infectados
com o CHIKV na fase aguda (n=20), a média de idade foi de 34 + 13,37 anos,
apresentaram media de Ct de 22,16 + 1,23, o tempo medio de inicio dos sintomas ate a
datadecoleta foram de 4,31 + 1,59 dias, sendo febre e artralgia os sintomas mais descritos
por esses participantes. Os pacientes infectados com CHIKYV na fase cronica com idade
média de 49,58 + 2,69 anos, exibiram uma caracteristica peculiar ao apresentarem
resultados de RT-PCR positivo, com Ct médio de 26,27+ 1,69 e com um tempo médio de
166 + 18,6 dias do inicio dos sintomas até a data da coleta amostra, ainda, sete dos 20
individuos desse grupo apresentaram IgM e IgG simultaneamente para CHIKV. A
artralgia foi o sintoma relatado por todosos individuos desse grupo. Para os coinfectados,
a idade media foi de 41,17 £ 5,05 anos, com Ct médio para o ZIKV de 36,88 + 0,88 e
para o CHIKV o Ct médio foi de 28,64 + 2,83, sendo febre e artralgia os sintomas mais
relatados.

Embora a RT-PCR em tempo real para diagnostico dos arbovirus acima
mencionados tenha sido realizada qualitativamente, a partir dos valores dos Cts pode-se
inferir que a carga viral para os infectados com o ZIKV é menor do que a carga viral
apresentada nas amostras dos pacientes infectados com o CHIKV, uma vez que quanto
maior o valor do Ct, menor sera a carga viral. Quando comparados os Cts dos grupos
monoinfectados (fase aguda) com os Cts do grupo coinfectados, apenas houve diferenga

entre os Cts relacionados ao CHIKV (p=0,02) onde os pacientes monoinfectados



44

apresentaram Ct menor, sugerindo assim, uma carga viral maior para esse virus. N&o
houve diferenca entre os Ctsdos grupos infectadoscom CHIKYV nasfases aguda e cronica
dadoenca. Além disso, ndo houve diferenca significativa entre as idades dos pacientes
infectados em relacdo ao grupo controle, entretanto, as idades dos pacientes na fase
cronica da infecgdo pelo CHIKYV foram maiores do que as idades dos pacientes na fase
aguda da infeccédo pelo CHIKV (p=0,02).

Tabela 1: Dados clinicos e epidemioldgicos dos individuos participantes do estudo.

Controles ZIKV CHIKV CHIKV Coinfectados
Saudaveis (n=14) Agudo Cronico (ZIKVICHIKV)
(n=13) (n=20) (n=20) (n=12)
Sexo n(%b)
Feminino 9 (69,23) 11 (78,57) 15 (75) 17 (85) 9 (75)
Masculino 4 (30,77) 3(21,43) 5 (25) 3(15) 3(25)
Idade (anos)l 3955+3,26 48,43 +3,37 34+299 49,58 + 2,69 41,17 £5,05
Sintomas n(%b)

Febre - 9 (64,29) 19 (95) 18 (90) 11 (91,67)
Artralgia - 13 (92,85) 19 (95) 20 (100) 11 (91,67)
Exantema - 8 (57,14) 9 (45) 16 (80) 9 (75)

Conjuntivite - 2 (14,29) 8 (40) 4 (20) 2 (16,67)
Mialgia - 13 (92,85) 16 (80) 19 (95) 8 (66,67)
Dor retro-orbitaria - 6 (42,85) 13 (65) 5 (25) 4 (33,33)
Linfadenopatia - 1(7,14) 3 (15) 3 (15) 5(41,67)
Tempo de inicio
dos sintomas - - 4,31+1,59 166 + 18,6 -
(dias)*
Cycle Threshold

(Ct) - 37,74+0,24 2216%+1,23 26.27+1,69 36,88+0,38/28,64+2,83

RT-PCR’

1 Valores expressos como média + desvio erro da média. Demais valores expressos como frequéncia
simples (n) e frequéncia percentual (%).

6.2 Avaliacdo de mediadores imunologicos em individuos infectados pelos ZIKV e
CHIKV

6.2.1 Concentrac0es de citocinas/ quimiocinas/ fatores de crescimento circulantes em
individuos infectados pelos ZIKV e CHIKV em comparacdo com controles

saudaveis

Foram quantificadas as concentracdes dos 45 mediadores imunologicos presentes
nos soros dos pacientes infectados pelos ZIKV e CHIKV (Tabela 2). Observamos a
elevacdo das concentragcdes das quimiocinas IP-10 e RANTES em todos os individuos
infectados independentemente do tipo de virus (ZIKV ou CHIKV), da fase da doenca

(aguda ou cronica) ou do estado da infeccdo (monoinfeccdo ou coinfeccdo).
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Surpreendentemente, apenas as quimiocinas IP-10 e RANTES apresentaram diferenca
significativa entre os pacientes infectados pelo ZIKV quando comparado com o grupo
controle. Para os pacientes infectados com CHIKYV na fase aguda da doenca houve o
aumento das concentracdes de 16 mediadores imunolégicos (IFN-a, 1L-6, 1L-7, IL-8,
TNF-B, IFN-y, IL-23, IL-1RA, IL-10, IP-10, RANTES, MIP-18, EGF, GROaq, SDF-1a e
VEGF-D) quando comparadas as concentracfes do grupo controle. Em relacdo aos
pacientes infectados CHIKV na fase cronica da doenca, foi demonstrado aumento
significativo de 29 mediadores imunolégicos (IFN-a, IL-1a, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-
12p70, IL-15, TNF-B, IFN-y, IL-17A,IL-18, IL-21, IL-22, IL-23, IL-27,1L-31, IL-4,IL-
10, IL-1RA, GM-CSF, MCP-1, RANTES, MIP-1B, IP-10, GROa, SDF-1a, PDGF-BB e
VEGF-D) em relagdo aos controles saudaveis. J& para o grupo de coinfectados
(ZIKV/CHIKYV), observamos concentragdes elevadas para os seguintes mediadores: IFN-
a, IFN-y, IL-8, IL-21, IL-23, TNF-B, IL-1RA, IL-10, IP-10, MCP-1, RANTES, EGF e

GROa em relacdo aos controles.
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Tabela 2: Medianas e intervalos interquartis das concentracbes dos mediadores
imunoldgicos analisados por grupo.

Controle saudavel (n=13) ZIKV (n=14) CHIKV Agudo (n=20) CHIKYV Cronico (n=20) Coinfectados (n=12)
Mediana  Q1; Q3 Mediana  Q1; Q3 Mediana  Q1; Q3 Mediana  Q1; Q3 Mediana  Q1; Q3
IFN-¢ 0 0;0 ° 0;0 3151%°  0;94,83 1,3¢ 0;3,90 000°  0;945
IL-1a 0 0;0 0 0;0,20 0,00 0;0,46 1,26%¢ 02,56 0,00 00,83
IL-1p 083 003188 004 0,03;059 039 004164 2,7 0,39; 4,41 046  0,03;590
IL-6 0,01 0,01; 018 002 0,01;42,84 2,985"  0,01;55,64 17,53 0,09;68,55 652 0,01;78,36
IL-12p70 0 0,00; 0,05 0,00  0,00;0,08 0,00  0,00;0,13 0,64*°  0,00;1,47 007  0,00;1,34
IFN-y 053 001,245 274 001,923 7,83 1451410 751 1,70;14,.20 589  0,01;6,09
TNF-a 960  4,24:13,03 424 1,63:9,05 383 027,747 757  485,12,66 562° 1,03;22,15
TNF-p 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00;0,01 0,01*  0,00;0,01 11,1%° 0,00;30,37 0,01*  0,00;0,02
IL-7 000  0,00;0,18 0,00  0,00;0,03 067*  0,00;827 342°  048;6,26 0,00  0,00;9,30
IL-8 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00; 24,86 554°  0,00;22,89 16,89°  0,00;28,87 17,38 0,00;36,08
IL-9 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00;0,00 0,77*°  0,00;16,96 0,00  0,00;0,63
IL-15 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00:0,00 21,33*°  0,00; 45,03 0,00  0,00; 28,08
IL-18 294 0,07;9,03 153  0,06;11,76 644 1392581 1393°  6,39;19,53 846 0,78;3743
IL-17A 009  0,00;0,20 0,09  0,00;049 001  0,00;0,75 0,88*°  0,08;2,90 033  0,00;741
IL-21 0,00  0,00;0,00 0,00 0,00;4,03 0,00  0,00;0,00 12,53 0,00;37,33 052* 0,00;10,56
IL-22 003  0,01;0,06 0,06  0,03;23,40 005  0,03;30,83 34,72 0,03;6887 135  0,02; 42,17
IL-23 004  0,04;007 0,08 0,05 1152 0,08  0,05;4,80 11,12 0,05;31,58 358" 0,06; 47,27
IL-27 001  0,01;0,01 001  0,01;002 001 001,002 459*°  0,01;1875 459 001;18,75
IL-31 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00;0,00 0,00  0,00;0,01 9,22%°  0,00;27,40 0,00  0,00;2,60
IL-IRA 072 046,139 1,16 0,69;32,28 9108*°  44,83; 16202 1695 971;7508  352,3° 0,92; 2513
IL-2 154 021,722 138 028,270 241 036,371 3,99 2,27,6,72 415  1,24;1520
IL-4 005  0,030,11 0,06  0,05;0,09 007 004,012 15,06  0,05;39,83 009  0,05;683
IL-5 58,00  0,16;2,66 028  0,00;148 058  0,00;198 2,48 0,83;393 064 008;1317
IL-10 0,00  0,00;0,00 0,00°  0,00; 0,00 0,00  0,00;0,55 0,98  0,00;345 040*  0,00;1,84
IL-13 002  0,01;0,01 001 001,035 002 001,003 2,49 0,01; 3,66 002 001425
IP-10 2011  950;2747  8538*" 23,01;1543 488,2°  3558;1047 102,6*°  57,22;2441  342,00° 148,7;6155
EOTAXINA 5592 47839458 66,63 50,16;1324 112,40 49,36; 1654 13400 70,96;2525 77,06 38,77;112,4
RANTES 3854 1641:5231  70.25° 51.24;101 103,2°  72,27:127,8 9434° 7619;146,10 87,02 51.27;121,1
MCP-1 5977 4297;1022 7473 3688;1342  63330° 94,72;9111 1232%° 5997,2038 1274 4195;3134
MIP-1p 39,05 30,91;47,28 46,82 36,80;93,71 67,1° 38,12;138,2 67,77°  4803;106,1 46,03 29,75;62,17
MIP-1a 1,35 0,00;15,69 350 0,37;12,42 18,98  0,84;29,35 880  396;2244 491 014;1347
GM-CSF 020  0,08;2,76 018 013,024 015 012,028 9,08*°  0,16;14,55 015  0,09; 23,32
VEGF-A 26890 7228;4851 180,60 5381;373:8 402,50 119,4;624,9 21480 1189;6006 23510 4897;330,7
VEGF-D 003 002,004 003 002006 0,05*  0,03;0,06 891%°  0,03;22,05 004 003989
PDGF-BB 37330 1924;539,3 352,70 174;713 452,20 269,1;592,1 656,6°° 4458;9859 594,20 340,8;705,2
PIGF-1 6873 55031030 8881 52,58;134,7 70,75 50,53;112,5 7290 45531104 7464 5207;114,3
HGF 58,37 31,651102 67,23 36,84;146,8 87,68 54,37;46338 10480 71,99;1319 50,96 28,68;121,4
EGF 246 4,02;2973 18,04  0,00;85,75 36,47 24,21;79,98 2738 1093;5868  7573" 26,07;139,0
BDNF 227,50 1106;511,2 268,80 146,8;1032 525,50 247,8;8739 45380 257,1;8333 24850 49,45;466,4
BNGF 019  000;1,9 001  0,00;873 037  0,01:883 734 0,0:26,91 019  0,00;13,26
GROa 1,99 1,5;2,30 410  1,90;1553 8,34° 2454538 26,62°  2,95;47,06 973 2,02;64,68
FGF-2 002  0,01;0,05 004 002005 003 001,005 646  0,02;19,57 004 001,602
SCF 141 080;290 278 152651 131 0,56;2,43 3,59 1,56; 5,05 150  1,04:2,42
LIF 190  0,49;3,67 136  0,01;3,02 233 045,509 5,29 1,11;8,32 1,00  0,31;6,60
SDF-lo. 27330 22910;4015 37860 304;513,1 4633" 370,6;550,7 4341° 356,643 366,20 298,5;542,3

a:p <0,05 em relagdo ao grupo controle saudavel.
b: p <0,05 em relagdo ao grupo coinfectados (ZIKV/CHIKV).

C: p<0,05em relagdo ao grupo CHIKV agudo.
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6.2.2 Concentragdes de citocinas/ quimiocinas/ fatores de crescimento circulantes em
individuos monoinfectados (ZIKV ou CHIKYV) em comparacdo com individuos
coinfectados (ZIKV/CHIKYV)

Para avaliar se existiu diferenca entre o perfil imunolégico apresentado entre
pacientes monoinfectados ou coinfectados, 0s 45 mediadores foram avaliados para 0s trés
grupos: pacientes infectados apenas com 0 ZIKV (n=13), pacientes infectadoscom ZIKV
e CHIKV (n=12) simultaneamente e pacientes infectados apenas com CHIKV. Apds a
analise estatistica, observamos que o0s pacientes infectados somente com o ZIKV
apresentaram menores concentracdes de IFN-a, IL-1RA, IL-10 e IP-10 e que 0s pacientes

infectados somente com o CHIKYV apresentaram maiores concentracfes de IFN-a, IL-
1RA e MCP-1 quando comparados aqueles com coinfeccdo (ZIKV/CHIKV) (Tabela 2 e
Figura 4).

Figura 4: Concentracfes de citocinas em pacientes coinfectados (ZIKV/CHIKV).
Quantificagdo das concentracdes (pg/mL) das citocinas Interferon a (IFN -a), antagonista do receptor de
IL-1 (IL-1RA), interleucina 10 (IL-10), proteina 10 induzida por interferon y (IP-10) e proteina 1
quimioatraente de mondocitos (MCP-1) a partir dos soros de pacientes infectados com ZIKV, CHIKV na
faseaguda e Coinfectados (ZIKV/CHIKYV). Cada ponto no grafico representa um doador. Diferencas entre
dois grupos foram analisadas pelo teste de Mann-Whitney. As barras representam a medianae os intervalos
interquartis (Q1; Q3). Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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6.2.3 Concentragdes de citocinas/ quimiocinas/ fatores de crescimento circulantes em
individuos infectados pelo CHIKV: comparacdo entre a fase aguda e a fase cronica

da doenca

Os pacientes na fase cronica da doenca ocasionada pelo CHIKYV deste estudo
demonstraram uma caracteristica inusitada, mesmo com uma média de 166 dias de inicio
dos sintomas apresentaram RT-PCR detectavel para o CHIKV. A partir deste achado,
comparamos as amostras de soro desses individuos (n=20) com amostras de soros de
individuos também infectados pelo CHIKV na fase aguda da doenca (n=20).

Verificamos que houve uma diminuicdo significativa nas concentracdes das
citocinas IFN-q, IL-1RA, IP-10, MCP-1, & medida que houve um aumento significativo
nas concentragdes de TNF-B, IL-1a, IL-9, IL-12p70, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-23, IL-27,
IL-31, IL-4, IL-10, GM-CSF, PDGF-BB e VEGF-D nas amostras dos individuos com
sintomatologia crénica em comparacdo aos individuos na fase aguda da doenca. Cabe
ressaltar que as concentracdes delL-1a, IL-9, IL-12p70, IL-17A, 1L-21,1L-22, IL-27, IL-
31, IL-4, GM-CSF e PDGF-BB s6 apresentaram diferencas para o grupo de individuos
infectados pelo CHIKYV cronicos quando comparado aos infectados por CHIKYV na fase
aguda dadoenca. Embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa entre os grupos das
fases aguda e cronica da doenca, a concentragdes de IL-6 foi elevada para os grupos com
infeccdo pelo CHIKV (Figura 5).
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Figura 5: Concentragbes de citocinas em pacientes infectados com CHIKV nas fases

aguda e cronica da doenga.
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Quantificagdo de citocinas (pg/mL) em pacientes infectados por CHIKV nas fases aguda e crbnica da
doenca.Cada ponto no grafico representa um doador. Diferencas entre dois grupos foram analisadas pelo
teste de Mann-Whitney. As barras representam a mediana e os intervalos interquartis (Q1; Q3). Valores de

p <0,05 foram considerados significativos.

6.3 Correlacdo de citocinas/ quimiocinas/ fatores de crescimento com os Cycle
Threshold (Cts)

Baseados nos valores dos Cts obtidos por RT-PCR em tempo real de cada grupo
(ZIKV, ZIKVICHIKYV, CHIKV agudo, CHIKYV cronico) e na andlise da correlagdo R de
Spearmean, verificamos uma forte correlacdo negativa dos Cts do grupo de pacientes
infectados somente com o ZIKV com as citocinas IL-7 (R=-0,694; p= 0,04), IL-17A (R=
-0,746; p=0,02) e os fatores de crescimento LIF (R=-0,707; p=0,03), GM-CSF (R=-0,817;
p=0,01) e VEGF-D (R=-0,736; p=0,02). Para o grupo dos pacientes coinfectados, so
houve correlacdo entre os Cts para 0 CHIKV com as citocinas IFN-y (R=-0,867; p=0,01),
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IL-7 (R=-0,802; p=0,03), IL-31 (R=-0,802; p=0,03), TNF-a (R=-0,757; p=0,04), I1L-15
(R=-0,802; p=0,03). Para os Cts do grupo de pacientes infectados com CHIKYV na fase
aguda da doenca houve correlacdo significativa com as citocinas I1L-8 (R=-0,602;
p=0,005) e IL-18 (R=-0,65; p=0,002). N&o houve correlacdo entre os Cts e as citocinas
do grupo CHIKYV crénico (FIGURA 6).

Figura 6: Correlacdes entre mediadores imunolégicos e os Cts (Cycle threshold).
CorrelacGes entre as concentragdes (pg/mL) de quimiocina/ citocinas/ fatores de crescimento e Cycles
Thresholds (Cts) obtidos por RT-PCR em tempo real. Os coeficientes de Spearman (R) e os valores de p
sdo mostrados. A Correlacdo entre os Cts de ZIKV e as concentragdes de IL-7, IL-17A, LIF, GM-CSF e
VEGF-D em pacientes com ZIKV. B Correlagédo entre os Cts de CHIKYV e as concentrac¢des de IL-7, IL-
31, GM-CSF, TNF-a, IFN-y e IL-18 em pacientes coinfectadoscom ZIKV e CHIKV. C Correlagéo entre

0s Cts de CHIKV e as concentragdesde IL-8 e IL-18 em pacientescom CHIKV na fase aguda da doenga.
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6.4 Andlise preditiva das concentrac¢fes dos mediadores imunoldgicos de acordo com

os status das infeccgdes

Baseados nos dados obtidos a partir da dosagem dos mediadores imunolégicos
(citocinas/ quimiocinas/ fatores de crescimento) e das caracteristicas apresentada pelos
individuos participantes deste estudo, foram estimados os diferenciais das concentracdes
em termos percentuais para uma populacdo geral, de acordo com o padrao da infeccéo
(monoinfec¢do ou coinfeccdo), do estado clinico durante a infeccdo (fase aguda ou
cronica) e da idade pelo modelo descrito no item 5.4 deste documento.

Os resultados significantes dessa analise preditiva estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3: Andlise preditiva para a populacdo em geral infectada pelos virus ZIKV

e CHIKV.
Base de referéncia: Individuos saudaveis
Mediador imunolégico  Taxa de incremento (%) Intervalo de confianca 95%  p-valor
IFN-y 131,78 0,075 a 2,560 0.038
IL-8 188,53 0,338 23,432 0,018
> IL-22 158,1 0,058 a 3,103 0,042
X IL-23 150,14 0,150 a 2,852 0,03
N IP-10 127,5 0,461 a 2,088 0,03
RANTES 53,33 0,134 a 0,932 0,01
GRO-a 90,19 0,003 a 1,800 0,049
IFN-a 136,95 0,147 a 2,591 0,029
IL-6 197,66 0,157 a 3,795 0,034
IFN-y 176,02 0,556 a 2,963 0,005
. IL-8 241,8 1,092 23,743 0,001
8 g IL-18 136,13 0,007 a 2,715 0,049
B = IL-22 187,22 0,089 a 3,654 0,04
8 g IL-23 239,71 0,777 a4,017 0,004
% IL-1RA 442,30 2,121 26,724 0,000
O N IL-10 114,46 0,122 a 2,167 0,029
IP-10 252,63 1,638 a 3,414 0,000
RANTES 75,08 0,390a1,111 0
EGF 151,10 0,421 a 2,600 0,007
GRO-a 156,31 0,365 a 2,760 0,011
IFN-a 398,38 2,517 a 5,450 0,000
IL-6 151,34 0.116 a2.910 0.034
IFN-y 139,17 0,529 a 2,254 0,002
S IL-7 129,19 0,262 a 2,321 0,015
=2 IL-8 191,34 0,772 a 3,054 0,001
; IL-23 89,57 0,172a 1,618 0,016
X IL-1RA 745,23 5,545 a 9,359 0,000
5 IP-10 342,56 2,812 a 4,039 0,000
MCP-1 187,94 0,788 a 2,970 0,001
EGF 124,27 0,344 a 2,140 0,008
GRO-a 152,73 0,547 a 2,507 0,003
SDF-a 42,53 0,121 a 0,729 0,007
Base de referéncia: Individuos coinfectados (ZIKV/CHIKV)
Mediador imunolégico  Taxa de incremento (%) Intervalo de confianca 95%  p-valor
IFN-a -136,95 [-2,591 a-0,147] 0,029
§ IL-7 -107,56 [-2,110 a -0,040] 0,042
N IL-1RA -318,26 [-5,819 a -0,546] 0,019
IP-10 -125,13 [-2,255 a -0,247] 0,015
S IFN-a 261,42 0,705 a 4,522 0,008
% IL-1RA 302,92 0,064 a 5,994 0,045
; IP-10 89,92 0,048 a 1,749 0,039
N4 MCP-1 136,85 0,133 a 2,603 0,03
6 GM-CSF -140,26 [-2,792 a-0,123] 0,048
BDNF 111,31 0,216 a 2,010 0,016
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Base de referéncia: Individuos infectados com CHIKYV na fase aguda da doenca

Mediador imunolégico  Taxa de incremento (%) Intervalo de confianca 95%  p-valor

IFN-o 254,27 [-4,300 a -0,785] 0,005

IL-16 80,97 0,723 a 1,547 0,032

TNF-q 102,18 0,236 a 1,807 0,012

TNF-B 228,35 1,015 a 3,552 0,001

IL-9 146,61 0,267 a 2,664 0,017

IL-17 85,61 0,316 a 1,395 0,002

IL-21 243,96 1,067 2 3,812 0,001

IL-22 242,87 0,510 a 4,346 0,014

. IL-23 169,43 0,294 a 3,094 0,018
e IL-27 180,81 0,566 a 3,050 0,005
S IL-31 220,04 1,002 a 3,398 0,001
> IL-2 92,9 0,1905 a 1,667 0,015
% IL-4 221,09 0,846 a 3,574 0,002
o IL-5 101,77 0,408 a 1,626 0,001
IL-13 112,39 0,350 a 1,897 0,005

IL-1RA 261,75 [-5,083 a - 0,151] 0,038

IL-10 82,81 0,145 a 1,510 0,018

IP-10 -164,45 [-2,431 a-0,857] 0,000

MCP-1 -123,39 [-2,393 a -0,745] 0,037

GM-CSF 177,44 0,723 22,824 0,001

VEGF-D 191,3 0,627 a 3,198 0,004

FGF-2 196,87 1,025 22,912 0,000

LIF 94,47 0,124 a 1,764 0,025

Além disso, como ja e conhecido que a idade pode ser um fator de risco para a
inducdo artralgia cronica em pacientes infectados com o CHIKYV, também foram
considerados os diferenciais de concentracbes dos mediadores imunologicos entre
pacientes na fase aguda ou cronica da doenca pela faixa etaria dos individuos. Dados
significantes (p<0,05) e com intervalos de confianca de 95% obtidos na analise preditiva

estdo demonstrados na tabela 4.
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Tabela 4: Analise preditiva dos diferenciais de concentracdes dos mediadores
imunoldgicos de individuos infectados pelo CHIKV nas fases aguda e crbnica por

faixa etaria.

Base de referéncia: Individuos infectados com CHIKV na fase aguda

Mediador Imunolégico | Taxa de incremento (%) por faixa etéria (anos)

CHIKYV Cronico

IL-1a
IL-12p70
IFN-y
IFN-a
IL-9
IL-17A
IL-21
IL-22
IL-23
IL-27
IL-31
TNF-B
IL-4
IL-1RA
IL-10
IP-10
MCP-1
GM-CSF
VEGF-A
VEGF-D
PDGF-BB
PIGF-1
FGF-2
LIF
SDF-a

18a29 30a39 Acima de 40
291,33 ns 98,14
ns ns 83,89
-155,74 ns ns
ns 172,21 ns
ns ns 163,79
ns ns 744,79
411,32 ns 268,43
392,1 ns 237,55
ns ns 161,14
ns ns 195,37
ns ns 230,83
ns ns 219,04
ns ns 238,68
ns -618,02 ns
ns ns 87,99
-142,59 -247,99 -161,26
ns -169,46 ns
ns ns 175,02
178,27 ns ns
355,51 ns ns
168,47 ns ns
140,6 ns ns
ns ns 189,98
120,55 ns 103,44
70,6 ns ns

ns: ndo significativo.

Como demonstrado na tabela 4, para os individuos mais jovens infectados pelo

CHIKYV nafase cronica dadoenca ha a probabilidade de uma maior producédo de fatores
de crescimento associados ao remodelamento tecidual (VEGF-A, VEGF-D, PDGF-BB,
PIGF-1, LIF, SDF-a) do que em individuos infectados com CHIKYV na fase aguda da

doenca, assim como, para os individuos com mais de 40 anos, que estdo infectados na

fase cronica hé a probabilidade de exibirem uma resposta imunoldgica inflamatdria

exacerbada com respostas via perfil celulares Thl, Th2, Th9, Th17, Th22.
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7 DISCUSSAO

As doencas infecciosas apresentam certas peculiaridades que as diferenciam de
outras doengas, como o seu carater imprevisivel e explosivo de disseminacdo global. As
arboviroses causadas pelos ZIKV e CHIKV, que sdo objeto de interesse deste estudo,
além disso, também geram fortes impactos nos &mbitos sociais, econdmicos e na
qualidade de vida dos individuos afetados por essas doencas. Assim, esse estudo é
relevante, pois descreve componentes importantes da resposta imunolégica de individuos
com caracteristicas particulares, de uma area endémica, com achados ainda nao descritos
até o momento.

Quandoeste estudo foi iniciado, no ano de 2016, o Brasil estava passando por uma
epidemia de infecgdes pelos ZIKV e CHIKV, especialmente na regido nordeste do pais.
Nesse periodo, de acordo com os boletins epidemioldgicos emitidos pela secretaria de
estado da saude, o estado de Sergipe registrou mais casos suspeitos de infeccbes pelo
CHIKV do que pelo ZIKV, fato que refletiu diretamente no numero de individuos
participantes por grupo em nosso estudo.

Os pacientes na fase cronica dainfec¢do por CHIKYV deste estudo apresentaram
uma caracteristica, que até o presente momento foi pouco descrita na literatura, a detecgéo
domaterial genético viral em sangue periférico tantotempo depoisdo inicio dossintomas,
além dealguns pacientes apresentarem IgM e 1gG simultaneamente. E esperadoe relatado
na maioria dos estudos que a carga viral seja detectada por RT-PCR em tempo real até no
maximo sete dias apds o inicio dos sintomas (fase aguda) e deteccdo do IgM até o décimo
quarto dia apds o inicio dos sintomas. Em estudo realizado por Hoarau e colaboradores
foi demonstrado que em quatro pacientes infectados pelo CHIKYV persistiram com IgM
positivo e deteccdo da expressdo de RNA mensageiro (mMRNA) de IFN-a em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC), 12 meses ap0s a infeccdo. Também
descreveram o CHIKV em macrofagos sinoviais perivasculares de um paciente crénico
18 meses ap0s a infec¢do, sugerindo assim uma persisténcia viral (HOARAU et al., 2010).
Recentemente, foi relatado o acompanhamento de 69 pacientes indianos, dos quais 21
apresentaram persisténcia de IgM anti-chikungunya por no minimo 10 meses e a
persisténcia daartralgia em um periodo que variou de 4 a 12 meses (CHELLUBOINA et
al., 2019). Por questdes logisticas, ndo foi possivel a realizacdo seriada da RT-PCR em
tempo real para acompanhar a eliminacéo viral circulantes em nossos pacientes infectados
por CHIKYV cronicos.
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Embora atualmente ndo seja possivel falar em suscetibilidade as infecgdes pelos
ZIKV e CHIKYV por género, nossos resultados estdo de acordo com varios estudos em
que demonstram uma maior propor¢édo de casos entre mulheres do que entre homens. Essa
diferenca na apresentacdo da infeccdo em mulheres pode ocorrer como resultado das
préaticas socioculturais que levam as mulheres a procurarem mais pelos servicos de
atendimentos clinico-ambulatoriais ou ainda que esteja relacionada aos comportamentos
mais domésticos das mulheres e do vetor Aedes aegypti que favorecem a um maior risco
de exposicéo.

Ja é conhecido que a carga viral detectada em soro ou plasma de pacientes
sintomaticos infectados com ZIKV é baixa o que corrobora com 0 nosso achado. 1sso
pode ser explicado devido a suavidade dos sintomas apresentados durante a infeccdo, ja
gue na maioria dos casos, a febre é branda e ndo é a principal causa da procura por
atendimento clinico, gerando um atraso nesse atendimento. No surto ocorrido na
Polinésia Francesa, os pacientes geralmente procuravam atendimento médico mediante a
apresentacao de erupcao cutanea. Em nosso estudo, foi observado que os sintomas mais
frequentes pelos pacientes infectados pelo ZIKV foram artralgia e mialgia. Também ja
foi descrito que as cargas virais de ZIKV foram significativamente aumentadas em
pacientes pré-sintomaticos em comparagdo com pacientes sintomaticos, sugerindo assim,
que as amostras dos individuos sintomaticos foram provavelmente coletadas durante a
fase de resolucgdo da viremia (MUSSO et al., 2017).

Kam e colaboradores (2017) analisaram os perfis imunoldgicos de 95 pacientes
infectados com o ZIKV comparando-os com 13 individuos. Foi destacado o aumento de
19 mediadores imunologicos em pacientes infectados, entre eles: citocinas pro-
inflamatérias (1L-18, IL-8, IL-6 e IL-7, TNF-0, IFN- y ¢ GRO-a), citocinas anti-
inflamatorias (IL-10, IL-1RA e IL-4), quimiocinas (IP-10, MCP-1, MIP-1p, eotaxina e
SDF-1a), fatores de crescimento (HGF, BDNF, LIF e SCF), em comparagdo com
individuos saudaveis (KAM et al., 2017). Em contraste, nds s6 verificamos aumento das
concentragdes das quimiocinas 1P-10 e RANTES em pacientes infectados com ZIKV
guando comparados aos controles saudaveis. Em estudo desenvolvido com pacientes
infectadospelo ZIKV durantea fase aguda dadoenca e na fase de recuperacao, observou-
se que RANTES estava aumentada na fase aguda da doenca, enquanto a IP-10 estava
particularmente aumentada na fase de recuperacao dos individuos (TAPPE et al., 2016).

Como néo era esperado o acontecimento da epidemia de ZIKV no estado de

Sergipe, muitos dadosclinicos foram coletados de maneira incompleta, inclusive o tempo
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de inicio de sintomas até a data da coleta, o que se tornou um fator limitante para esta
analise, contudo, os Cts elevados e consequentemente a baixa carga viral apresentada
pelos individuos infectados pelo ZIKV associad os aos dados expostos anteriormente, nos
fazem supor que os individuos participantes desse grupo estavam em uma fase resolutiva
da infeccéo.

Em contrapartida, os pacientes infectados com o CHIKYV exibiram uma robusta
resposta imunoldgica. Os pacientes na fase aguda da doenca demonstraram 16
mediadores elevados em relacdo aos controles saudaveis, resultado este que foi
semelhante ao encontrado em uma meta-andlise realizada comparando dados de 14
estudos com pacientes na fase aguda da infeccdo pelo CHIKV que apontou maiores
concentracdes de citocinas pro-inflamatérias (IFN-a, IFN-y, interleucina 2, IL-2R, IL-6,
IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e IL-18), citocinas antinflamatérias (IL-1Ra, IL-4 e IL-10), as
quimiocinas IP-10, MCP-1, MIG, proteina inflamatdria de macroéfagos (MIP) 1a e MIP-1p,
e fator de crescimento de fibroblasto basico FGF-2 nesses pacientes. Aqui, verificamos
também concentracdes elevadas de TNF-B (linfotoxina o), molécula de relato incomum
nos estudos existentes relacionados ao CHIKV. ConcentracGes elevadas de TNF-B foram
encontradas no soro e no tecido sinovial de pacientes com artrite reumatoide quando
comparados com individuos saudaveis ou com pacientes com osteoartrite. Além disso,
em modelo in vitro, essa molécula induziu a proliferacdo de sinoviécitos semelhantes a
fibroblastos e ativou o fator de transcricdo NF-kB contribuindo para a expressao de IL-6,
IL-8 e metaloproteinase de matriz 3 em celulas de individuos com artrite reumatoide
(HIROSE et al., 2018). Como individuos infectados pelo CHIKV compartilham algumas
condicoes clinicas semelhantes a artrite reumatoide, portanto, destaca-se o potencial alvo
terapéutico para essa molécula que podera contribuir com a melhoria do tratamento dos
pacientes infectados com CHIKYV.

Nossos resultados sugerem ainda que os pacientes na fase cronica da doenca
causada pelo CHIKV apresentaram uma deficiéncia na resposta antiviral quando
comparados com os pacientes na fase aguda da doenca devido as menores concentraces
de IFN-a apresentadas. A inducéo rapida da expressao de interferons dotipo | (IFN-a) e
interferons do tipo Il (IFN-y) séo cruciais para estimular uma resposta inata robusta e
promover ainda mais a transicdo entre a resposta imune inata e adaptativa,
respectivamente, visando a eliminagdo viral (COOK et al., 2019). Associado a isso,
observamos também que esses pacientes apresentaram maiores concentracdes de IL-10,

uma citocina antinflamatéria. Em modelo animal, foi demonstrado que a infec¢do por
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outro arbovirus (West Nile) é diminuida em camundongos deficientes de IL-10 (IL-10
) e que o blogueio dessa citocina aumenta a sobrevivéncia desses animais infectados.
Ademais, foi descrito que a resposta antiviral (IFN-a e IFN-B) ¢ mais eficiente em
camundongos IL-10 -, destacando assim que a sinalizacdo via I1L-10 desempenha um
papel negativo na resposta antiviral desenvolvida pelo virus West Nile (BAl et al., 2009).

Neste estudo, ndo observamos diferenca significativa da citocina IL-1 8 entre os
grupos infectados pelo CHIKV. Entretanto, verificamos aumento da concentracédo de IL -
la em pacientes na fase cronica. A citocina IL-1B¢ elevada em individuos na fase cronica
da infeccdo por CHIKV e é associada a gravidade da doenca (NG et al., 2009). Esta
citocina ao ligar-se ao seu receptor pode desencadear um processo inflamatorio
sustentado levando a um dano tecidual extenso (PAOLO; SHAYAKHMETOV, 2017). O
antagonista humano do receptor de IL-1 (IL-1RA), Anakinra, foi testado em
camundongos infectados com os alfavirus Ross River e CHIKV, onde foi demonstrado
uma reducdo da perda éssea e da osteoclastogénese dos animais tratados (WOLF et al.,
2019). Aqui ndo avaliamos a perda 6ssea dos individuos participantes, contudo, 0s
pacientes na fase crénica da infecgéo apresentaram menores concentragdes doIL-1RA do
que os pacientes na fase aguda, gerando um déficit na resposta antinflamatoria desses
pacientes que pode estar contribuindo para a persisténcia dos sintomas articulares.

Além disso, algumas citocinas foram caracteristicas da fase cronica da infeccao
por CHIKV (IL-1a, IL-4, IL-9, IL-12p70, IL-17A, IL-21, 1L27, IL-31). O desequilibrio
doeixo IL-23—1L17 também perturba a homeostase 6ssea induzindo a osteoclastogénese,
com consequente erosdo 0Ossea, através da estimulacdo de metaloproteinases e citocinas
pré-inflamatérias (BUNTE; BEIKLER, 2019). Aqui estamos relatando o aumento da
concentracdo de IL-17A e a diminuicdo da concentracdo de IFN-a em soro de seres
humanos com processo inflamatorio cronico apés infeccdo pelo CHIKV. Associado a
esse fato, recentemente, Neupane e colaboradores relataram a facilitagdo da infecgéo por
CHIKV pelalL-17A ao inibir a expressdo de IFN-a em modelo animal. Neste estudo, foi
verificado que a infecgdo por CHIKV em camundongos deficientes de IL-17A resultou
em niveis mais alto de IFN-a, viremia reduzida e inchago de pata mais suave do que 0s
animais selvagens. Curiosamente, a 1L-17A bloqueou seletivamente IFN- a induzida
durante a infecgdo por CHIKV, mas ndo durante as infeccdes pelos virus West Nile e
ZIKV (NEUPANE et al., 2020). Este fato, até 0 momento da escrita deste documento, sO

foi observado em modelo experimental com animais. Em conjunto, nossos dadossugerem
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uma possivel persisténcia viral imunomediada apds a infec¢do pelo virus CHIKV em
individuos na fase cronica da doenca.

Quandoanalisamos as citocinas por faixa etéria e deacordo com a faseda infecgdo
por CHIKV (aguda ou crbnica), observamos o desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica inflamatdria mais acentuada juntamente com uma baixa producéo de fatores
de crescimento relacionados ao remodelamento tecidual em individuos acima de 40 com
sintomatologia cronica. A idade e o género do paciente sdo fatores de risco associado ao
desenvolvimento de artralgia severa para os infectados com o CHIKV (DELGADO-
ENCISOetal., 2018). Em uma revisao sistemética foram avaliados 37 estudose concluiu-
se que sexo feminino, idade avancada, niveis elevados de IL-6, agravidade da fase aguda
e outras comorbidades estavam associadas a artralgia persistente (VAN AALST et al.,
2017). Assim, acreditamos que o desequilibrio inflamatério esteja contribuindo para a
persisténcia dos sintomas nesses individuos.

A deteccdo de casos de coinfecgbes (ZIKV/CHIKV) era escassa, pois, nao
existiam dados na literatura que suportavam esse achado. Em 2016, Waggoner e
colaboradores descreveram gque menos de 5% (16 amostras) de um total de 346 amostras
analisadas na Nicardgua por RT-PCR apresentaram coinfeccdo pelos ZIKV e CHIKV
(WAGGONERetal., 2016). Nomesmo ano, no estado da Bahia, que é um estado vizinho
a Sergipe, foram confirmados 2 casos de coinfeccfes pelos ZIKV e CHIKYV a partir de
15 amostras analisadas (SARDI et al., 2016). Devido a baixa frequéncia dos casos e da
caracterizacdo dos mesmos, aqui, relatamos dados clinicos, epidemioldgicos e a anélise
da resposta imunoldgica de 12 individuos coinfectados.

Embora nossa analise tenha sido limitada quanto a resposta imunoldgica
desencadeada durante a coinfeccdo (ZIKV/CHIKV) quando comparada as
monoinfeccdes devido a baixa resposta imune demonstrada pela infeccdo por ZIKV,
verificamos poucas citocinas diferenciadas entre os monoinfectados e os coinfectados,
fato que refletiu na sintomatologia apresentada pelos coinfectadosonde ndo apresentaram
nenhum sintoma mais grave. Entretanto, as citocinas IFN-a, IL-1RA e MCP-1 foram
aumentadas nos individuos monoinfectados com CHIKYV em relagdo aos coinfectados.
Isso levanta o questionamento se ndo ha interferéncia negativa entre os dois virus
estudados. Observamos também que houve fortes correlagdes negativas entre algumas

citocinas (IL-7, 1L-31, GM-CSF, TNF-a, IFN-a, IL-15) e os Ctsdo CHIKV nas amostras

coinfectadas. Cabe ressaltar, que mesmo com as limitacfes de anélises e o conhecimento
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da necessidade de mais estudos, este & o primeiro relato realizado para andlise de um

painel tdo grande de citocinas em individuos coinfectados com 0s ZIKV e CHIKV.
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CONCLUSOES

Foi descrito pela primeira vez a resposta imunoldgica de individuos infectados
simultaneamente pelos ZIKV e CHIKYV a partir daanalise de diversos mediadores
imunoldgicos e foram observadas maiores concentragdes de IFN-a, IL-1RA e
MCP-1 nos individuos infectados apenas com CHIKYV e menores concentragdes
de IFN-o, IL-1RA, IL-10 e IP-10 nos individuos infectados com ZIKV quando
comparados aqueles com coinfec¢do. Entretanto, serdo necessarios mais estudos
para melhor caracterizacdo da resposta imunoldgica durante coinfeccdes
(ZIKVICHIKV) principalmente em relagdo & monoinfeccéo por ZIKV.

A positividade da RT-PCR para o0 CHIKV, que constata a presenca o material
genetico do virus nas amostras biologicas analisadas, ndo apenas em amostras de
pacientes da fase aguda mas também nas amostras de pacientes na fase cronica da
doenca em associagdo com a diminuigdo das concentracdes de IFN-a, IL-1RA,
que configura uma diminuicdo na resposta antiviral, e 0 aumento das
concentracdes de IL-10 e das citocinas do eixo IL-17A/IL-23 podem estar
contribuindo para a persisténcia viral e dos sintomas desses individuos na fase
cronica da infeccao.

A estimativa realizada pela andlise preditiva péde inferir que individuos mais
jovens infectados com CHIKYV na fase cronica da doenca podem apresentar
maiores concentracdes de fatores de crescimento associados ao remodelamento
tecidual (VEGF-A, VEGF-D, PDGF-BB, PIGF-1, LIF, SDF-a), enquanto os
individuos com mais de 40 anos podem apresentar resposta inflamatoria
exacerbada via perfis celulares Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22 quando comparados

com individuos nas mesmas faixas etarias durante a fase aguda da infeccao.
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9 PERSPECTIVAS

Realizar um estudo com células dos participantes desse estudo que serdo expostas
a antigenos do ZIKV (ensaio in vitro) para caracterizar a imunofenotipagem, bem

como, avaliar as células T funcionais desses pacientes.

Em um possivel novo surto de arboviroses, coletar informacfes mais precisas
sobre o quadro clinico e duracdo dos sintomas para melhor associacdo com a

gravidade dos sintomas.
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Apéndice A

Questionario Arboviroses

DATA: / /

Nome do paciente:

Data de nascimento: / / Idade: Sexo:

Endereco:

Municipio:

Telefone:

Cartio do SUS:

Sintomatologia:

76

Sintomas Presente Ausente Duracéio dos sintomas (dias)

Febre

Artralgia

Exantema

Conjuntivite

Mialgia

Dor retro-orbitaria

Linfadenopatia

Se usa ou usou algum medicamento?

Sim( ) Nao( )

Foram especificos para os sintomas da doenca?

Sim( ) Nao( )

Quais medicamentos:

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

Se outros, especificar:

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

Qutros () Se outros, especificar:

Tem alergia a medicamentos?
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ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do Projeto: Estudo epidemioldgico, clinico e imunoldgico nas infec¢des pelos virus Zika,

Chikungunya e Dengue na patogénese de anomalias fetais e em doengas de individuos adultos.

DADOS DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DO RESPONSAVEL

1. NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2: SEXO: MO FO

DATA NASCIMENTO (dd/mm/aaaa)

ENDERECO: .N¢

BAIRRO: CIDADE

CEP TEL: ()

Instituicéo:
Data de preenchimento: (dd/mm/aaaa)

Assinatura do pesquisador responsavel

Investigador Principal: Roque Pacheco de Almeida, Hospital Universitario da UFS, Aracaju-Sergipe-

Brasil.

Convite e Objetivo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo cujo objetivo € identificar pessoas
que tem infeccdo por zika virus ou febre chikungunya, as doencas e suas complicacdes,
como a microcefalia. Apos 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 seré solicitado
a assinar este consentimento. Aproximadamente 500 pessoas participardo deste estudo.

Participa¢ao voluntaria:
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Sua participagao é voluntaria. Vocé pode serecusar a participar ou pode desistir da participa¢do no
estudo a qualquer momento. Sua recusa em participar ou desistir de participar do estudo ndo afetara
de modo algum qualquer tratamento que vocé estiver recebendo.

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

Procedimentos: Caso vocé aceite participar do estudo, um questionario sera feito para saber onde
vocé mora, sua ocupacgdo e seus habitos. Um médico o examinara para ver as caracteristicas de sua
doenca. Vocé realizard os exames que ja sdo utilizados de rotina para o diagndstico da doenga, como
exame de sangue (PCR). Além disso, seu sangue serad utilizado para avaliar aresposta imune frente a

antigenos do parasita. Também sequenciar RNA/DNA de suas células a fim de identificar possiveis
marcadores genéticos que sdo responsaveis pelo surgimento da doenca.

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

Confidencialidade: Qualguer 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 havera na
apresentacgdo 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 de zika, chikungunya ou dengue, os quais vocé faria mesmo se ndo participasse do
estudo, exceto o sangue obtido ao mesmo momento que sera utilizado para os estudos da resposta
imune, porém ndo trara novos riscos para vocé como os previstos para retirada de sangue em rotina
normal. A retirada de sangue pode causar dor no local da pun¢do com a agulha e raramente pode
ocorrer sangramento ou forma¢ao de hematoma. Porém, ocorrendo complicagbes, os médicos do
projeto e do Hospital cuidardo de vocé. Apds o diagndstico da doenga, vocé serd tratado com
medicac¢Oes para reduzir os sintomas das doengas. Ndo 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 doenga, assim como de fatores
genéticos de coagulacdo que interferem na clinica da doenga.

Custos: Vocé ndo terd custos com a participacdo no estudo e, caso necessite de tratamento, a
medicacdo Ihe serd fornecida gratuitamente. Vocé ndo recebera nenhum pagamento para participar
desta pesquisa. Poderemos apenas contribuir com o seu transporte para comparecer as visitas no
ambulatério apds a alta do hospital.

Esclarecimentos: Caso tenha alguma pergunta ou apresente alguma complicacdo relacionada aos
procedimentos realizados na pesquisa, vocé pode ligar para Dr. Roque Pacheco de Almeida (Tel.:
(79)98115-9688). Caso vocé queira saber alguma coisa sobre os seus direitos ou de seu filho, como
paciente, vocé pode procurar o Comité de Etica do Hospital Universitario, cujo endereco consta no
inicio deste consentimento.
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Consentimento: Se vocé leu o consentimento informado ou este Ihe foi explicado e vocé concorda
em participar do estudo, favor assinar o nome abaixo. Uma cdpia deste consentimento lhe sera
entregue. Favor assinalar um dos quadros abaixo para indicar se deseja ou ndo ter o parasito que

causa esta doenga armazenado para estudos futuros aprovados sobre arboviroses.
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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ABSTRACT Alphaviral arthritides caused by mosquito-borne arboviruses such as
chikungunya virus (CHIKV) can persist for months after the initial acute disease. Here,
we investigated the contribution of interleukin-17 (IL-17), a cytokine involved in
chronic autoimmune arthropathies such as rheumatoid arthritis, to the development
of alphaviral arthropathy. Sera from CHIKV-infected patients who displayed both
acute and chronic disease showed high levels of IL-17, IL-6, IL-21, IL-22, and IL-23,
especially during the chronic phase of disease. We sought to validate these findings
using a mouse model of CHIKV infection and disease using wild-type and IL-17A-de-
ficient mice. Mice were infected with CHIKV, and joint and muscle tissues were har-
vested at designated time points. Tissue infiltrates were examined by immunohisto-
chemistry, and tissue mRNA and protein expression of cytokines was assessed. Joint
and muscle pathology was assessed using histology. CHIKV-infected mice lacking IL-
17A showed reduced tissue inflammation and neutrophil infiltration, compared to
wild-type mice. These investigations showed a role for IL-17 in the acute phase of
CHIKV infection and also during the postacute disease resolution phase.

IMPORTANCE CHIKV has been prevalent in Africa, Asia, and the Indian Ocean Islands
for decades. There are currently no clinically approved vaccines or specific antiviral
drugs targeting CHIKV. The upregulation of IL-17 detected in CHIKV disease patients
and the reduced disease seen in IL-17-deficient mice suggest a correlation between
IL-17 signaling pathways and CHIKV-induced arthritic inflammation. With an estab-
lished role in contributing to the pathogenesis of immune-mediated diseases, such
as psoriatic arthritis and rheumatoid arthritis, IL-17 signaling plays an important role
in alphavirus arthritides.

KEYWORDS alphavirus, chikungunya, interleukin-17

osquito-borne viruses, or arboviruses, are a group of pathogens of major public

health concern in light of several recent outbreaks. Reemerging arboviruses com-
prise two major families of RNA viruses, i.e., flaviviruses (e.g., Zika virus [ZIKV]) and
alphaviruses (e.g., chikungunya virus [CHIKV], Ross River virus [RRV], and Mayaro virus
[MAYV]), each with specific geographic distribution, mosquito vector specificity, and
disease etiology (1, 2). Arthritogenic alphaviruses, including CHIKV, RRV, MAYV, and
o’nyong’nyong virus (ONNV), are primarily associated with rheumatic disease, which is
characterized by acute fever and rash, and classically acute and chronic polyarthritis/
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ANEXO C

Parecer do comité de ética

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
ARACAJU/ UNIVERSIDADE W““‘
FEDERAL DE SERGIPE/ HU-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo epidemioldgico, clinico e imunolégico nas infec¢des pelos virus Zika,
Chikungunya e Dengue na patogénese de anomalias fetais e em doengas de
individuos adultos

Pesquisador: Roque Pacheco de Aimeida

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 54835916.2.0000.5546

Instituicdo Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.486.302

Apresentacao do Projeto:

Os pesquisadores pretendem avaliar a cepa de Zika virus circulante no estado de Sergipe, possiveis
mecanismos imunologicos e genéticos envolvidos na fisiopatologia das doengas associadas com a infecgao.
Para isso irdo estabelecer algumas estratégias. Objetivo 1:Detectar, isolar e analisar Zika virus e variantes
deste em populagéo de Aracaju e de SergipePacientes adultos e criangas com suspeita de infecgbes pelo
virus Zika, 10 ml de sangue serao coletados e para pesquisa do virus por metodologia de PCR em tempo
real, metodologia que ja esta disponibilizada no Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Universitario.
2.Desenvolver métodos diagnodsticos especificos para Zika virusSoros dos pacientes com pCR + serdo
guardados a -70°C para posterior estudo de sensibilidade e especificidade, utilizando novos kits
diagnésticos que surgirdo no mercado. Objetivo 3:Avaliar Co-infecgdes entre Zika, Chikungunya e Dengue e
seus efeitos no desfechodestas doengas. Plasma dos pacientes com suspeita clinica de arboviroses seréo
coletados e submetidos a reagéo de PCR em tempo real para amplificagdo de sequéncia de DNA especifica
para cada virus, Zika, chikungunya ou dengue. Objetivo 4:Avaliar a relagdo causal entre Zika virus e
microcefalia e Guillain-BarréSerao avaliados por PCR, ou sorologia quando estiver disponivel, a

Endereco: Rua Claudio Batista s/n°®

Bairro: Sanatério CEP: 49.060-110
UF: SE Municipio: ARACAJU
Telefone: (79)2105-1805 E-mail: cephu@ufs.br
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presenga de zika virus em mulheres gravidas que apresentem sintomatologia clinica. Para esta finalidade,
10 ml de sangue serdo coletados de cada individuo para realizagdo do PCR. Todas as gravidas serao
acompanhadas para os exames de pré-natal no ambulatério de obstetricia do Hospital Universitario, assim
como seus filhos, caso apresentem microcefalia.Objetivo 5Realizar estudos para avaliar a resposta
imunolégica humoral e celular contra os arbovirus circulantes em Sergipe e implicagbes na fisiopatologia das
doengas a eles associadas e isolamento de RNA para analisar a expressao de citocinas pelas células.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a cepa de Zika virus circulante no estado de Sergipe, possiveis mecanismos imunolégicos e
genéticos envolvidos na fisiopatologia das doencas associadas com a infecgéo.

Objetivo Secundario:

1. Detectar, isolar e analisar Zika virus e variantes deste em populagdo de Aracaju e de Sergipe2.
Desenvolver métodos diagnodsticos especificos para Zika virus3. Avaliar Coinfecgbes entre Zika,
Chikungunya e Dengue e seus efeitos no desfecho destas doencas.4. Avaliar a relagdo causal entre Zika
virus e microcefalia e Guillain-Barré. 5. Realizar estudos para avaliar a resposta imunolégica humoral e
celular contra os arbovirus circulantes em Sergipe e implicacdes na fisiopatologia das doengas a eles
associadas e isolamento de RNA para analisar a expressado de citocinas pelas células. 6. Avaliar
polimorfismo genéticos de citocinas de maes e filhos que tiveram ou ndo manifestagées clinicas da infecgao
puerperal pelo Zika virus.7. Elucidar a relagéo causal do virus Zika e sindromes tromboticas / hemorragicas;
Analisar potenciais biomarcadores para a pratica clinica.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Risco: sdo sera realizada intervengao, somente coleta de sangue.
Beneficios: entender a fisiopatologia da doenga e tratar de forma adequada os pacientes. Diagnosticar

precocemente as criangas com microcefalia e encaminha-las para tratamento precoce, como recomendado
pelo ministério da saude.ldentificar teste sorolégico com boa especificidade e sensibilidade.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa extremamente relevante, inclusive para o momento atual em que ja estabeleceu uma
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Continuagao do Parecer: 1.486.302

epidemia causada pelo virus Zika no Brasil

Considerag6es sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Termos de apresentagéo obrigatoria adequados
Recomendagées:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Aprovagao

Consideragodes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/04/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 692063.pdf 10:50:24
Folha de Rosto FolhadeRosto_Zika.pdf 05/04/2016 |Roque Pacheco de Aceito

10:49:20 | Almeida
Projeto Detalhado / |Projeto_Zika_virus.pdf 05/04/2016 |Roque Pacheco de Aceito
Brochura 00:13:44 | Almeida
Investigador
TCLE / Termos de | TCLE_Zika.pdf 05/04/2016 |Roque Pacheco de Aceito
Assentimento / 00:10:51 |Almeida
Justificativa de
Auséncia

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
ARACAJU, 07 de Abril de 2016

Assinado por:
Anita Herminia Oliveira Souza

(Coordenador)
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