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RESUMO

Os sintomas de chikungunya (CHIK) incluem manifestagdes agudas, entre as quais febre e
dores fortes nas articulagdes e misculos sao proeminentes. No entanto, existe uma preocupagao
crescente com as manifestagdes de longa duracdo, muitas vezes associadas aos efeitos
incapacitantes da doenca, com interferéncia direta na satde geral e qualidade de vida do
paciente. O objetivo deste trabalho foi determinar os mediadores inflamatérios
(biomarcadores), presentes no soro de pacientes que apresentam a fase aguda e subaguda de
CHIK. O locus da pesquisa foi a Unidade de Pronto Atendimento Beira Mar, localizada no
municipio de Duque de Caxias (RJ), no qual foram investigados 175 pacientes com suspeita
clinica de arboviroses (dengue, zika e CHIK). Critérios clinicos estabelecidos pelo Ministério
da Saitde deram suporte a analise dos prontudrios. Testes de biologia molecular (RT-qPCR) e
imunodiagnostico (ELISA) foram realizados para selecao das amostras de fase aguda (n = 17)
e subaguda (n = 08). Ensaios em Luminex® foram realizados para determinagio de 27
biomarcadores, nos referidos grupos experimentais, e os resultados obtidos foram confrontados
com os do grupo controle (n = 13). Os resultados revelaram que os pacientes suspeitos de CHIK
apresentarem quadro de artralgia, variando de moderada a intensa (91/94; 96,8%), e de artrite
(77/94; 81,9%), verificados como sintomas claramente mais frequentes. O aumento
significativo da expressao dos mediadores inflamatorios CXCL10/IP-10 e IL6, em pacientes de
fase aguda, foram associados a uma carga viral elevada e a evolucdo da gravidade da doenca,
se mostrando importantes biomarcadores de fase aguda e subaguda de CHIK. J4 a expressdo,
também significativamente elevada, da IL-15 e da quimiocina MCP-1 em amostras de fase
aguda foi associada exclusivamente, a pacientes com inflamacao artritica, em fase inicial da
doenca. Para além disso, a expressao elevada de IL-1 (B e ra), TNF-a, INF-x, [L-17a, IL-4 ¢
IL-5, em uma amostra de fase subaguda, indicou uma transi¢do a cronicidade, que foi

corroborada com o tempo de evolugdo e sintomas de CHIK, apresentados pelo paciente.

Palavras-chave: arboviroses, biomarcadores, mediadores inflamatorios, diagnostico

laboratorial, chikungunya



ABSTRACT

The symptoms of chikungunya (CHIK) include acute manifestations, among which fever and
severe pain in the joints and muscles are prominent. However, there is a growing concern about
long-term manifestations, often associated with the disabling effects of the disease, with direct
interference with the patient's general health and quality of life. The objective of this work was
to determine the inflammatory mediators (biomarkers), present in the serum of patients who
present the acute and subacute phase of CHIK. The research locus was the Beira Mar
Emergency Care Unit, located in the municipality of Duque de Caxias (RJ), in which 175
patients with clinical suspicion of arboviruses (dengue, zika and CHIK) were investigated.
Clinical criteria established by the Ministry of Health supported the analysis of medical records.
Molecular biology (RT-qPCR) and immunodiagnostic (ELISA) tests were performed to select
acute (n = 17) and subacute (n = 08) samples. Luminex® assays were performed to determine
27 biomarkers, in the aforementioned experimental groups, and the results obtained were
compared with those of the control group (n = 13). The results revealed that patients suspected
of CHIK present with arthralgia, ranging from moderate to severe (91/94; 96.8%), and arthritis
(77/94; 81.9%), verified as clearly more frequent symptoms. The significant increase in the
expression of inflammatory mediators CXCL10 / IP-10 and IL6, in acute phase patients, were
associated with a high viral load and the evolution of the severity of the disease, proving to be
important biomarkers of the acute and subacute phase of CHIK. The expression, also
significantly elevated, of IL-15 and chemokine MCP-1 in acute phase samples was associated
exclusively with patients with arthritic inflammation, in the initial phase of the disease. In
addition, the elevated expression of IL-1 (B and ra), TNF-a, INF-x, IL-17a, IL-4 and IL-5, in a
subacute phase sample, indicated a transition to chronicity, which was corroborated with the

time of evolution and symptoms of CHIK, presented by the patient.

Keywords: arboviroses, biomarkers, inflammatory mediators, laboratory diagnosis,

chikungunya
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sao um grupo de doengas virais caracterizada por sua transmissao por
vetores artropodes (arthropode-borne virus). Na ultima década, as arboviroses t€m sido o ponto
central das organizacdes e instituicdes de satide publica devido a quantidade de surtos
observados desde 2006, acometendo principalmente o Caribe, India, Sudeste asiatico e América
do Sul (ZAID et al., 2018).

Os arbovirus que apresentam maior circulagdo no Brasil s3o os da dengue (DENV), o
chikungunya (CHIKV) e o zika (ZIKV) (BRASIL, 2015; BRASIL, 2020). DENV ¢ ZIKV
pertencem a familia Flaviviridae e CHIKV a familia Togaviridae. Os sintomas relacionados
com as arboviroses dengue (DEN), zika (ZIK) e chikungunya (CHIK) s3o bastante parecidos,
0 que acaba interferindo no diagnostico clinico preciso dessas doencas (RODRIGUEZ-
MORALES, 2015). Além disso, estudos ainda ndo forneceram dados sobre os desdobramentos
da associacdo desses arbovirus em um mesmo paciente, fato possivel de ocorrer
concomitantemente devido a estes virus circularem na mesma regido geografica e serem
transmitidos pelos mesmos vetores (CHAHAR et al., 2009; ARTAL & ARAUIJO, 2020).

Em 2013, o CHIKYV foi evidenciado nas Américas, dispersando-se pela América do Sul,
chegando a cerca de 1 milhdo de casos notificados (ZAID et al., 2018). Isso se deve ao clima
propicio, incluindo periodos chuvosos em areas urbanas onde muitas vezes a vigilancia
epidemioldgica de vetores € precaria e por um conjunto de populagdes ndo imunizadas. Estes
sd0 os principais aspectos para o risco da disseminagao de arboviroses (ZAID et al., 2018).

Em 2014 foram notificados no Brasil epidemias de CHIK com transmissdo autdctone
em municipios de Feira de Santana e Oiapoque, nas regides nordeste e norte do pais
respectivamente. A doenca se manifestou de forma significante em Feira de Santana, onde
pessoas adoeceram de forma grave, registrando-se durante a epidemia 1.319 casos de CHIK
(BRASIL, 2014; RIOS et al., 2018) e 856 casos em Oiapoque (BRASIL, 2014). Nos anos
seguintes (2015, 2016, 2017), devido a dispersdo e adaptacao vetorial, houve um espraiamento
do CHIKYV para as demais regides do pais.

Em 2018, o Ministério da Satde notificou por meio de boletins epidemiologicos que a
regido Sudeste apresentou o maior numero de pessoas infectadas pelo CHIKV no pais,
chegando a 51.094 casos (60%), seguido das regides Centro-Oeste, 13.818 casos e Nordeste
com 11.801 casos notificados. O Estado do Rio de Janeiro apresentou nesse periodo 223.4
casos/100 mil habitantes (BRASIL, 2018).

Em 2019, de acordo com o Ministério da Saude, a regido Sudeste demonstrou
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estatisticamente o maior numero de casos provaveis da CHIK em relacdo ao total do pais, cerca
de 92.414 casos ja foram notificados na regido. Destes casos, a maior parte sdo do Rio de
Janeiro, com uma incidéncia de 499.6 casos/100 mil hab., com 66 6bitos no estado, dados
descritos até a semanas epidemioldgicas 1 a 52 (BRASIL, 2020).

A semelhancga sintomatica da DEN, CHIK e ZIK, aliadas as ferramentas laboratoriais
inconclusivas disponiveis no servigo publico de saude para o diagnostico diferencial destas
arboviroses, ¢ somado ao estagio cronico caracterizado pela persisténcia das condigdes
artriticas associadas a sequelas de longo prazo, apontam a necessidade de determinar
marcadores como os mediadores inflamatorios presentes em pacientes com diagnostico de
CHIK. O diagnostico da CHIK ¢ tipicamente baseado nas manifestacdes clinicas e ha poucos
estudos baseados em biomarcadores para detecgdo da infeccdo pelo CHIKV. Estes estudos se
concentram principalmente no papel das citocinas e quimiocinas como IL-6, IL-1 B, IL-8,
CCL2, CXCL9, CXCLIO, MIFI e RANTES, no entanto, ha uma auséncia de validacao (NG et
al., 2009; SHARMA & JAIN, 2018).

Presentes no corpo, especialmente em tecidos corporais, sangue, urina e outros fluidos,
os biomarcadores, compostos imunoativos, indicam ou identificam anormalidades e até riscos
de doengas futuras (CORREIA et al., 2018). Tais estudos podem se constituir como ferramentas
importantes na supervisdo, conhecimento e na conduta da satde publica, podendo gerar o
desenvolvimento de imunomoduladores capazes de levar a um decréscimo da gravidade e da
progressao da doenca (NG et al., 2009).

Neste sentido, as analises dos biomarcadores inflamatdrios de fase aguda e subaguda de
pacientes diagnosticados com CHIK podem vir a contribuir para o estabelecimento de
mecanismos que viabilizem terapias minimizadoras dos sintomas em pacientes portadores

dessa arbovirose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. VIRUS CHIKUNGUNYA: AGENTE ETIOLOGICO E PERFIL HISTORICO

O CHIKYV ¢ um membro da familia Togaviridae e do género Alphavirus (JOHNSTON
& PETERS, 1996), ¢ envelopado e apresenta RNA de fita simples (Figura 1). O género
Alphavirus engloba um conjunto de virus transmitidos por artropodes (GRIFFIN, 2007).
Dividem-se em dois subgrupos: os encefalogénicos, onde se incluem os virus da encefalite
equina venezuelana (EEV), que infectam neurdnios; e os artritogénicos, como o CHIKYV, que
estdo relacionados com uma maior intensidade algica de manisfestagdes reumatoldgicas e
erupcdes cutineas (DEEBA et al., 2016). Apesar da transmissao vetorial ser a principal fonte
de disseminagdo do virus, a transmissao vertical foi identificada em estudo realizado na Ilha
Reunion no continente africano. O estudo verificou que das 7.509 gestantes, sabidamente
positivas pelo método de reagcdo em cadeia de polimerase (PCR) ou por imunodiagndstico (IgM
positiva), 39 gestantes com viremia, infectaram 49% dos seus recém-nascidos (CUNHA &

TRINTA, 2017).

Figura 1. Estrutura fisica e genética do virus chikungunya.

Estrutra do virus Estruturas
pontiagudas

Legenda: O capsideo e duas glicoproteinas do envelope, E1 e E2, que formam picos na superficie do
virion.

Fonte: Modificado de WEAVER & LECUIT (2015).

A procedéncia do nome chikungunya tem relagdo direta com o idioma Makonde, onde

a dor e a incapacidade eram representadas clinicamente pelo “andar curvado”, significado de

chikungunya (HONORIO et al., 2015; CASTRO et al., 2016). Foi descrito, pela primeira vez,
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em 1952, durante um surto supostamente provocado pelo DENV, na Tanzania, Newala, no leste
africano (ROBINSON, 1955; CASTRO et al., 2016).

Existem quatro genotipos circulantes desse virus: oeste-africano (WA); leste e centro
sul africano (ECSA); asiatico e oceano indico (IOL). Tendo como vetor os mosquitos do género
Aedes, eles sdo encontrados tanto em ciclos silvestres, atingindo hospedeiros mamiferos
primatas, quanto causando epidemias urbanas, atingindo hospedeiros humanos (WEAVER,
2014; BURT et al., 2017).

Por estudos filogenéticos, foi possivel estudar com maior profundidade sobre a origem
do virus, surgindo o conceito de que se deu na Africa Central/Oriental e, posteriormente,
dispersou-se para a Asia (GOMEZ & ISAZA, 2016). O virus circulante nas Américas esta
relacionado com os virus originarios da Indonésia e Filipinas que, dentre outras alteragdes, ¢
resultado de uma delec¢io do gene NSP3 (GOMEZ & ISAZA, 2016). Outra mutago importante
na proteina de envelope El1 foi relacionada a epidemiologia da transmissdo viral pelos
mosquitos. Com essa mutacdo, mais tarde verificou-se um aumento maior que 90% para a
progressdo das epidemias de CHIK pelos paises afetados (VERMA et al., 2018).

Entre as décadas de 1960 e 1990, houve um crescente numero de surtos da CHIK em
paises da Africa Central e do Sul, que se iniciaram ap6s periodos de grande pluviosidade e
relacionados ao mosquito Ae. albopictus. Diferentemente, os surtos que ocorreram em grandes
cidades, como as do sudeste asiatico, tinham relagdo com o mosquito Ae. aegypti que, para sua
reproducdo, exigem quantidades menores de agua parada, proliferando-se em ambientes
urbanos com maior facilidade (VU et al., 2017).

A circulagdo do genotipo WA ¢€ enzodtica, relacionada basicamente com reservatorios
animais, o que resulta em pequenas quantidades de focos humanos. Ja o genétipo ECSA ocorre
em grande quantidade de surtos humanos, e tem se expandindo cada vez mais. Em 2004, teve
inicio no Quénia, espalhando-se para ilhas no oceano Indico e para a india, onde na ilha Reunion
cerca de 266.000 pessoas foram infectadas (HUA & COMBE, 2017; DIAS et al., 2018).

Na Italia, o primeiro caso autdctone da doenca foi confirmada em 2007 (REZZA et al.,
2007) e, na Franca, em 2009 (GRANDADAM et al., 2011). Uma mutacao na proteina E1 do
envelope, que expandiu a propriedade do mosquito Ae. albopictus de transmitir o virus aos seres
humanos, possibilitou uma maior e mais intensa dispersio do CHIKV (DONALISIO &
FREITAS, 2015; VU et al., 2017). Outra expansao deste virus ocorreu em funcdo das viagens
adreas internacionais, onde passageiros portadores facilitavam o inicio de surtos locais, como
os relatados na Italia, Franga e Américas a partir de 2013. Atualmente o virus esta presente em

cinco continentes, espalhando-se continuamente (HUA & COMBE, 2017).
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O virus tem um genoma de 12 kb, ¢ de RNA de fita simples em sentido positivo, sendo
sete kb que codificam as quatro proteinas ndo estruturais (NSP1 a NSP4), necessérias para a
transcri¢do e a replicacdo do RNA viral e quatro kb codificam as cinco proteinas estruturais do
virus C, E3, E2, 6K ¢ El (Figura 2), que a partir do RNA subgendmico sdo sintetizadas por
células infectadas (GOMEZ & ISAZA, 2016; BURT et al., 2017). O CHIKV tem a aptiddo de
infectar diferentes tipos celulares, entre eles macrofagos, fibroblastos, células epiteliais e
endoteliais, penetrando na célula por meio de endocitose mediada por um receptor (CUNHA &
TRINTA, 2017).

A E1 ¢ a glicoproteina responsavel pela realizagdo da fusdo do envelope com a
membrana do endossomo para assim liberar o nucleocapsideo no citosol, que as vezes consegue
driblar a resposta imune (LESCAR et al., 2001; SILVA & DERMODY, 2017), a glicoproteina
E2 ¢ responsavel pela ligagao da particula viral com a célula hospedeira (SMITH et al., 1995,
ZHANG et al., 2005; SILVA & DERMODY, 2017) por onde o virus entra na célula via
endocitose mediada por clatrinas (SOLIGNAT et al., 2009; SILVA & DERMODY, 2017).

Na membrana das células infectadas se inicia a montagem dos virides do CHIKV por
meio das interagdes entre a proteina do capsideo nuclear ¢ o RNA gendmico
(TELLINGHUISEN et al., 1999; TELLINGHUISEN & KUHN, 2000, LINGER et al., 2004;
BURT et al., 2017). A formagao do envelope viral se da por meio do transporte dessas proteinas
para a membrana da célula hospedeira, onde o virus é liberado da célula por meio de um

processo de brotamento (CUNHA & TRINTA, 2017).

Figura 2. Estrutura genomica do CHIKV
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Legenda: RNA de fita tnica de sentido positivo de aproximadamente 12 kb de comprimento que codifica

quatro proteinas ndo estruturais e cinco proteinas estruturais principais do CHIKV.

Fonte: Modificado de VERMA et al., 2018.
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2.2. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS NO BRASIL

O CHIKYV ¢ transmitido pelo Ae. aegypti, de habitat urbano em areas tropicais, € pelo
Ae. albopictus, presente principalmente em areas rurais. Mas, este ultimo, tem sido cada vez
mais encontrado em areas urbanas e periurbanas (CUNHA & TRINTA, 2017).

Os primeiros casos autoctones do CHIKV no Brasil foram notificados em setembro de
2014, na cidade do Oiapoque (AP) (HONORIO et al., 2015; PAHO, 2017). Supostamente, essa
introdugdo do CHIKYV se sucedeu a epidemia que ocorreu no Caribe em 2013. No mesmo
periodo, outras epidemias atingiram areas onde o virus é visto como endémico (Africa e Asia)
(WEAVER & LECUIT, 2015). Estudos de genotipagem demonstraram que a cepa do CHIKV
introduzida no Brasil, na cidade de Oiapoque, foi a asiatica. No mesmo periodo, outro surto
ocorreu em Feira de Santana (BA) e foi causado pelo gendtipo ECSA. No final do ano de 2014,
jé& tinham sido notificados 3.657 casos autoctones de CHIK pelo Ministério da Saude (CUNHA
& TRINTA, 2017).

Dados do Ministério da Saide mostraram que, em 2015, até a SE 48, foram confirmados
17.765 casos autdctones (BRASIL, 2015). Destes, 735 no Amapa (genotipo asiatico) e 778 na
Bahia, de gendtipo africano (TEIXEIRA et al., 2015; BRASIL, 2015). Assim, observou-se que,
em regides proximas, dois tipos de genotipo estavam circulando. Uma vez caracterizada a
transmissao sustentada da CHIK em uma determinada area, com a confirmagao laboratorial dos
primeiros casos, o Ministério da Saude recomendou que os demais casos passassem a ser
confirmados por critério clinico-epidemiologico (BRASIL, 2015).

No decorrer do ano de 2016, houve 263.598 casos suspeitos. Desses, 145.059 casos
foram confirmados como CHIK, distribuidos em varios estados no Brasil: Amapa (1.785),
Bahia (64.704), Distrito Federal (17.801), Mato Grosso do Sul (42.896), Roraima (351),
Tocantins (7.800), Amazonas (8.024), Ceara (49.845), Maranhdo (23.692), Minas Gerais
(527.022), Parana (64.853), Santa Catarina (5.139), Rio grande do Norte (57.567), Alagoas
(17.080), Sergipe (3.382), Pernambuco (66.331), Sao Paulo (205.091) e Rio de Janeiro (82.552)
(BRASIL, 2016).

De acordo com dados do Boletim Epidemiologico de 2017, foram registrados 185.583
casos provaveis de CHIK. J4 em 2018, foram registrados 87.687 casos provaveis da CHIK no
pais, com uma incidéncia de 42.1 casos/100 mil hab. Destes, 68.962 (78.6 %) foram
confirmados. A regido Sudeste apresentou o maior nimero de casos provaveis da CHIK (52.966
casos; 60.4%) em relagdo ao total do pais. Em seguida, aparecem as regides Centro-este,

(13.862 casos; 15.8 %), Nordeste (11.287 casos; 12.9 %), Norte (9.315 casos; 10.6 %) e Sul
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(257 casos; 0.3 %) (BRASIL, 2019).

Segundo os dados do Boletim Epidemiolédgico de 2019, 132.205 casos provaveis foram
notificados, com uma incidéncia de 62.9 casos/100 mil habitantes, como mostrado na Figura 3
e na tabela 1. A regido sudeste e nordeste notificaram o maior nimero de casos provaveis no
pais. O Rio de Janeiro foi o estado com maior nimero de pacientes infectados com CHIK, com
uma incidéncia de 499.6 casos/100 mil hab. H4 66 6bitos confirmados, dos quais, no mesmo
periodo em 2018, 10 6bitos haviam sido confirmados para a regido sudeste, sendo quatro no
Rio de Janeiro. Na tabela 2 verifica-se que no municipio do Rio de janeiro houve um niimero
de 38.044 casos provaveis da CHIK e uma incidéncia de 568.8 casos/100 mil habitantes em
2019; ja no municipio de Duque de Caxias, nesse mesmo periodo, foram registrados 1.959 casos

provaveis, com uma incidéncia de 214.2 casos/100 mil habitantes (SES, 2019).

Figura 3. Incidéncia de casos provaveis de CHIK no Brasil.

Incidéndia SE 52

] Sem casos

[ 0,01-50,00
B 50,01 - 100,00
I 100,01 - 300,00
I 300,01 - 3156,00

N

A
¥ 4

250 0 250 500km

Legenda: Taxa de incidéncia de casos provaveis de chikungunya, por semana epidemioldgica 01 a 52,
Brasil, 2019.
Fonte: SVS, 2019.
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Tabela 1. Numero de casos provaveis e incidéncia de chikungunya (/100mil hab.), até¢ a Semana
Epidemiologica 52 e Semana Epidemioldgica 22, por regido e Unidade da Federagdo, Brasil, 2019 e
2020.

Semanas Epidemioldgicas 1 a 52 (2019) e 1 a 22 (2020)

Regido/Unidade
Federacio Incidéncia Incidéncia

Casos Casos (casos/100 (casos/100

(n) (n) mil hab.) mil hab.)

2019 2020 2019 2020 pop.est.IBGE
NORTE 4.347 907 23.6 4.9 18.182.253
Ronddnia 111 129 6.2 7.3 1.757.589
Acre 71 15 8.1 1.7 869.265
Amazonas 105 13 2.5 0.3 4.080.611
Roraima 51 11 8.4 1.8 576.568
Para 3.655 639 42.4 7.4 8.513.497
Amapa 37 8 4.4 0.9 829.944
Tocantins 317 92 20.2 5.8 1.555.229
NORDESTE 33.901 18.586 59.4 32.6 56.760.780
Maranhio 752 138 10.6 2.0 7.035.055
Piaui 898 69 27.4 2.1 3.264.531
Ceara 1.410 648 15.4 7.1 9.075.649
Rio Grande do Norte 13.713 1.863 391.0 53.1 3.479.010
Paraiba 1.449 310 36.1 7.7 3.996.496
Pernambuco 3.035 800 31.8 8.4 9.496.294
Alagoas 1.920 58 57.5 1.7 3.322.820
Sergipe 300 89 13.1 3.9 2.278.308
Bahia 10.424 14.611 70.1 98.2 14.812.617
SUDESTE 92.414 16.715 104.6 18.9 87.711.946
Minas Gerais 2.834 1.608 13.4 7.6 21.040.662
Espirito Santo 1.786 11.392 44 .4 283.5 3.972.388
Rio de Janeiro 86.264 3.213 499.6 18.6 17.159.960
Sio Paulo 1.530 502 3.3 1.1 45.538.936
SUL 479 541 1.6 1.8 29.754.036
Parana 242 412 2.1 3.6 11.348.937
Santa Catarina 140 77 2.0 1.1 7.075.494
Rio Grande do Sul 97 52 0,9 0.5 11.329.605
CENTRO-OESTE 1.064 638 6.5 3.9 16.085.85
Mato Grosso do Sul 177 187 6.4 6.7 2.748.023
Mato Grosso 539 272 15.5 7.8 3.441.998
Goias 129 59 1.8 0.8 6.921.161
Distrito Federal 219 120 7.3 4.0 2.974.703
BRASIL 132.205 37.387 62.9 17.8 208.494.900

Fonte: SVS, 2019, 2020.
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Tabela 2. Municipios do Estado do Rio de Janeiro com as maiores incidéncias de casos provaveis de
CHIKY, por estrato populacional, Semana Epidemioldgica 1 a 49, Brasil, 2019.

Municipio/UF Casos provaveis 2019 2018
2019 Incidéncia (/100 mil hab.) Incidéncia (/100 mil hab.)
Duque de Caxias 1.959 214.2 36.4
Nova Iguacu 2.798 341.7 11.0
Queimados 1.388 929.9 65.7
Sdo Gongalo/RJ 1.732 160.7 584.7
Rio de Janeiro/RJ 38.044 568.8 145.1
Campos dos Goytacazes/RJ 7.720 1533.5 1458.2
Itaperuna/RJ 6.379 6215.8 2543
Bom Jesus de Itabapoana 1.881 5085.8 73.0
Magé 1.022 419.4 15.6
Belford Roxo 1.040 204.5 35.0
Cabo Frio 1.111 499.3 37.7

Fonte: SES/RJ, 2019.

2.3. MANIFESTACOES CLINICAS

Em regides endémicas das arboviroses DEN e CHIK, hd uma grande dificuldade de
diagnostico do paciente, uma vez que os sintomas iniciais das duas doengas sdo muito
semelhantes (DEEBA et al., 2016). Apesar das semelhancas entre os sintomas que atingem as
articulagdes periféricas, na CHIK os sintomas podem persistir de meses a anos, sendo esse um
importante diferencial em compara¢dao a DEN (SILVA & DERMODY, 2017).

Logo apo6s o periodo de incubagdo, que gira em torno de 4 a 7 dias, inicia-se a fase aguda
da CHIK, que dura cerca de 5 a 14 dias (ZAID et al., 2018). Pode ser assintomatica em 3 a 5%
dos casos (AZEVEDO et al., 2015), podendo chegar a 28%, o que pode facilitar que a infecgdo
se propague com maior facilidade (GOMEZ & ISAZA, 2016), sendo raramente fatal
(MORCERFT et al., 2015). Em casos mais graves, a faléncia multipla de 6rgdos, a encefalite e
encefalopatia, miocardite, hepatite e infeccio grave podem se manifestar com a viremia (BURT
et al., 2017). Convulsodes, estado mental alterado, paralisia flacida e até morte, ocorrem com
pouca frequéncia em razao da neuroinvasao do virus (BURT et al., 2017).

A fase aguda da doenca tem inicio sibito, com sintomas de febre alta, exantema e
artralgia, atingindo as pequenas e grandes articulagdes. A erup¢do maculopapular eritematosa
pode se estender por até 90% da pele, podendo variar de leve a grave. Sinovite e edema
periarticular sdo observados em individuos infectados com o CHIKV (BURT et al., 2017). As
artralgias acometem pequenas articulacdes como maos e pés, e atingem também as grandes
articulagdes, como membros inferiores e superiores, podendo gerar tenossinovite e sintomas

reumatoides como poliartralgia e poliartrite. Essa alianga entre os sintomas durante a fase
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aguda, que englobam dor, inflamagdo e sensibilidade, somados a rigidez articular, contribuem
para uma incapacidade desses pacientes para lidar com a doenca (RAAD et al., 2016).

A fase aguda, com duracdo de até 14 dias, pode progredir para fase subaguda,
caracterizada pelo agravamento das artralgias, com duragdo de 15 dias a 3 meses, € a remissao
da febre (BRASIL, 2018).

A fase crbnica, apds trés meses de sintomas persistente, ¢ descrita por apirexia,
poliartralgia/artrite € em menor incidéncia mialgia, prurido, fadiga, linfadenopatia e anorexia.
A dor articular se encontra mais frequente, simétrica e aditiva e acomete as articulagdes grandes
e menores nos bragos (como punhos, falanges, ombros e cotovelos) e pernas (joelhos, pés e
quadris), causando rigidez e inchaco que indicam sinovite, observados em tornozelos, falanges,
punhos e, em alguns casos, em grandes musculos. Existe uma grande possibilidade de pacientes
acometidos pela CHIK apresentarem recidivas inflamatdrias e exacerbacdo precoce com
reumatismo de duragdo prolongada (ZAID et al., 2018).

Em alguns casos, o acometimento articular ¢ persistente ou recidivante e afeta as
mesmas articulagdes atingidas na fase aguda. As articulagdes ficam dolorosas, podendo ou nao
apresentar edema, tem limitagdo de movimento e deformidade. O acometimento ¢ poliarticular
e simétrico. Em alguns pacientes, esses problemas podem evoluir para artropatia destrutiva,
semelhante a artrite reumatoide (SHARMA & JAIN, 2018).

A apresentagao clinica da CHIK em criangas, idosos e em pacientes com comorbidades
pode levar a casos mais graves e ocasionalmente a Obitos (BROECKEL et al., 2015).
Manifestagdes consideradas atipicas t€ém sido relatadas com maior frequéncia e incluem
alteragdes cardiacas, renais, oculares e neurologicas (AZEVEDO et al., 2015). A infecgdo
durante o parto ndo esta relacionada a teratogenicidade e ha raros relatos de abortamento. Nos
ultimos anos a incidéncia de formas graves vem aumentando, envolvendo casos de
comprometimento neuroldgico, hepatite fulminante e encefalite (BURT et al., 2017). Contudo,
encefalite estd relatada com maior frequéncia em recém-nascidos de maes com infecgdo recente
com a CHIK, no periodo intraparto (BRASIL, 2015).

A infecgdo, devido a seus impactos clinicos de complicacdes cronicas de médio a longo
prazo, interfere na produtividade da pessoa infectada e consequentemente gera reflexos na
economia (HUA & COMBE, 2017). A redugdo da produtividade e da qualidade de vida do
individuo sdo consequéncia da CHIK em razdo da elevada taxa de morbidade associada a
artralgia persistente. Em relacdo ao restante do continente americano, o Brasil apresenta um
numero bastante elevado de infec¢des por CHIKV (BRASIL, 2017).

Pesquisas que visam o estudo da coexisténcia de infec¢do pelo CHIKV e doencas
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reumadticas oferecem novos horizontes para o conhecimento e compreensdo da patogénese de
ambas as condicdes, e possivelmente respostas aos mecanismos de certas doengas autoimunes,
bem como novas expectativas sobre a atividade imunolodgica de pacientes que se recuperam
completamente da infec¢ao por CHIK e aqueles que progridem para cronicidade (RAAD et al.,

2016).

2.4. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DIFERENCIAL

Os achados laboratoriais mais comuns na pessoa infectada com CHIK sao leucopenia e
trombocitopenia, com a elevagdo por vezes das enzimas hepaticas, velocidade de
hemossedimentagio e da proteina C reativa (GOMEZ & ISAZA, 2016).

Ha diferentes metodologias para o diagnostico da infec¢@o pelo CHIKV. No inicio do
periodo febril ocorre uma maior concentragao de carga viral correlacionada a infec¢do aguda,
que dura, aproximadamente cinco dias (Figura 4). Neste periodo, o diagnostico pode ser
realizado pela reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-qPCR), por
métodos de amplificagdo isotérmica ou, ainda, por meio de isolamento do virus, RNA viral ou
antigeno viral. As trés metodologias envolvem as etapas de extragdo, amplificacdo e detecgdo
do produto amplificado e apresentam melhores valores de sensibilidade quando comparado ao
isolamento viral (MARDEKIAN & ROBERTS, 2015).

Para a deteccdo de imunoglobulinas IgM e IgG anti-CHIKYV, métodos sorologicos como
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI),
neutralizacdo e inibicdo de hemaglutinac¢do sao empregados. Os anticorpos IgM aparecem entre
dois e cinco dias, e podendo persistir por varias semanas e até trés meses (MOHAN et al., 2010).
Ja os anticorpos da classe IgG, mostram-se presentes a partir de duas semanas apos o inicio dos
sintomas (Figura 4). Na sorologia, pode existir uma reacao cruzada do CHIKV com outros
Alphavirus com complexos antigénicos semelhantes, como o virus Ross River, o'nyong-nyong

e o virus Mayaro (SHARMA & JAIN, 2018).
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Figura 4. Evolugao clinica do CHIKV.
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Legenda: Periodo de incubagdo, fase aguda, subaguda e cronica da CHIK.

Fonte: Modificado de HUA & COMBE (2017).

Em contraste com os ensaios sorologicos convencionais, Faye et al. (2013), observaram
que o RT-qPCR em tempo real apresenta muitos ganhos, dentre os quais incluem facilidade de
padronizacao, rapidez, avaliagdo quantitativa, especificidade, baixa taxa de contaminagao e, em
locais onde estes arbovirus co-circulam, permitem a otimizagdo do diagnostico diferencial das
infecgdes arbovirais. No entanto, os autores advertem que os testes de biologia molecular se
limitam ao diagnostico na curta fase de viremia dessas arboviroses, e sdo ainda métodos de alto
custo e ndo se encontram amplamente disponiveis na rede publica (MATOS et al., 2020).

Segundo Tanabe et al. (2018), qualquer que seja o tipo de método utilizado para a
detec¢do da presenca do CHIKYV, este estara submetido ao tempo em que foi coletada a amostra,
assim como a existéncia de particulas virais na corrente sanguinea.

Por recomendac¢do do Ministério da Saude, em situagdes epidémicas, a sorologia para o
CHIKYV deve ser realizada na fase aguda somente em situacdes clinicas complicadas, podendo
ser solicitada no quinto dia ap0s inicio de sintomas. Para resultados mais apurados, indica-se a
realizacdo dos testes apds sete a 10 dias para os anticorpos IgM e 10 a 14 dias para os IgG,
assim seguindo as orientagdes do fluxograma para diagnoéstico de arboviroses como mostrado
na Figura 5 (BRASIL, 2015). Assim, os testes moleculares sdo considerados mais sensiveis e
sao utilizados comumente para confirmar casos suspeitos de fase aguda (CAMPOS et al., 2015;

MLAKAR et al., 2016). Em paralelo, alguns pesquisadores também utilizam o isolamento viral
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C6/36 ou VERO como metodologia para o diagnodstico. Porém, ¢ um procedimento que
demanda tempo, sendo mais utilizado para estudos epidemiologicos e pesquisa, € s6 deve ser

realizado em laboratdrio com nivel de seguranca bioldgico 3 (SHARMA & JAIN, 2018).
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Figura 5. Fluxograma para diagnostico das arboviroses DEN, CHIK e ZIK.
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1 endémicas para ambas arboviroses. R&...pa&nonuoaotnlﬂ:u.
Negativo Positivo " ma..oum.m-..cu‘m or ol ol B L S SO .
Descartar Confirma ZIKA

Legenda: Conduta para o diagnostico diferencial utilizado para as arboviroses DEN, CHIK e ZIK no Brasil.
Fonte: Modificado de RODRIGUEZ — MORALES (2015).
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2.5. BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

Na infec¢do aguda, o CHIKV esté relacionado a uma intensa resposta do interferon
(IFN) I, em até 21 dias apds o inicio da infeccdo, e encontrado também em plasma niveis
superiores de multiplos mediadores inflamatérios, incluindo citocinas € quimiocinas como:
CCL2, inibidores de macrofagoimigra¢ao, CCL4, CXCLI10, IL-6, IL-8, , IL-16, citocinas anti-
inflamatoérias (IL-1A, IL-10, e IL-13), fatores de crescimento como o fator estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF) e fator de crescimento de colonias de macrofagos (GM-CSF)
e outros mediadores como [FNc, IL-4, IL-7 e CXCL9 (ZAID et al., 2018).

Em 2011, Chow et al. realizaram um estudo com os mediadores IFN-y, IL-2, IL-5, IL-
10, IL-13, TNF-0, VEGF, IFN-a, IL-1Ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15, IL-4, Eotaxin, HGF,
FGF-basic, MIG, MIP-1a, RANTES, EGF, IL-17, IP-10, MCP-1, GM-CSF em Singapura
envolvendo plasma de 30 pacientes sabidamente positivos para CHIKYV, confirmados por PCR,
de onde foram coletadas amostras em quatro periodos de infec¢do, do inicio dos sintomas até 2
a 3 meses apods. Nele, os pacientes ainda foram divididos em CHIK grave, que possuiam febre
> 38.5°C acompanhada de batimentos > 100 / minuto ou contagem de plaquetas < 100 x
10° células/L. Nos resultados foram encontrados niveis de IFN-a, IL-1ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
12 e IL-15, significativamente aumentados durante a fase aguda, quando comparados ao grupo
controle, atingindo seu pico no 10° dia apds o inicio da doenga. Encontraram, ainda, uma relagdo
dos niveis aumentados de IL-6 e GM-CSF em pacientes que apresentavam artralgia persistente
na fase cronica.

No mesmo ano, na India, outro estudo elaborado por Chaaithanya et al. (2008), aferiu
os niveis de mediadores inflamatdrios em 30 amostras de pacientes, sabidamente positivos para
CHIK, por imunodiagndstico (IgM). Nele, os niveis das citocinas prd inflamatorias IL-1 e IL-
6 aumentaram durante a fase aguda, juntamente com a IL-10, podendo ser um efeito anti-
inflamatério nesses pacientes. Na fase cronica, os mediadores inflamatérios elevados foram
MCP-1, IL-6, IL-8, MIP-1a ¢ MIP-1f; marcadores esses ja relacionados a outros processos
artriticos, como na artrite reumatoide (AR) e nas artrites causadas por outros Alfavirus, como a
do virus Ross River (RRV).

Lohachanakul et al. (2012) realizaram um estudo com plasma de 62 amostras na
Tailandia. Dentre elas, 35 foram positivas para o CHIKYV, tanto em biologia molecular, quanto
em imunodiagnostico por marcador IgM. A equipe de pesquisadores separou as amostras em
grupos CHIK leve e CHIK grave, onde estes ultimos permaneciam com sintomas artritogénicos

por mais de 30 dias. Em sua avaliagdo para mediadores inflamatorios, chegaram a conclusao de
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que a IL-6 e a quimiocina MCP-1 se mantinham com valores elevados em pacientes nos grupos
CHIK leve e CHIK grave. Nao houve alteracdo no grupo controle e a IL-8 se manteve maior
em pacientes sem a presenca do CHIKV. A IL-6, segundo os mesmos autores, pode ser
responsavel pela dor articular prolongada em pacientes infectados com CHIKV.

Nayak et al. (2017) relataram que em macrdéfagos de camundongos, h4d uma elevagao
tanto da IFN quanto da IL-6 na resposta ao processo inflamatorio causado pelo CHIKV. A IL-
6 tem mostrado, em outros trabalhos, ter uma relacdo a gravidade e persisténcia nos sintomas
articulares do CHIKV (SEPULVEDA-DELGADO et al., 2017).

Foram descritas elevagdes na produgdo de interleucinas (IL -1B e IL-6) ¢ TNF-a em
pacientes portadores de CHIKV, com patologia articular grave e associada inflamac¢do com
lesdo tecidual (THANAPATI et al., 2017). Citocinas préoinflamatorias sdo liberadas durante os
periodos de maior intensidade de estresse ou doenga cronica, dentre elas a IL-6. Esta ¢ uma
citocina multifuncional que regula o crescimento e a diferenciacdo de vérios tecidos
(RODRIGUES-MORALES et al., 2017).

Um estudo realizado por Ng et al. (2009) que envolvia pacientes com infeccdo
confirmada por CHIKV em um surto de Singapura entre os meses de janeiro e fevereiro de
2008, demonstrou o perfil de mais de 30 biomarcadores, entre citocinas, quimiocinas e fatores
de crescimento, utilizando o método multiplex-microbead. Essa andlise descreveu um
crescimento significante das citocinas IL-1B, IL-6 ¢ diminuicdo na RANTES, relacionado a
gravidade da doenca e também um diferenciador encontrado com relagdo ao DENYV, ja que a
RANTES se encontra aumentada nessa doenca, sugerindo ser um forte biomarcador de
diferenciagdo. Conseguindo demonstrar a diferenca nesses biomarcadores nas formas mais
leves e mais graves do CHIKYV, um caminho se abriria para uma melhor identificagdo nos
pacientes que poderao adquirir um prognostico ruim e um melhor monitoramento do CHIKV.

No trabalho realizado por Kelvin et al. (2011), foram investigadas as expressdes de 13
mediadores inflamatdrios em amostras de pacientes de um surto em Emilia-Romagna na Italia
no ano de 2007. Nesse trabalho, esses pacientes foram acompanhados no periodo da fase aguda
até 6 a 12 meses apos a infeccdo pela CHIK, encontrando dados significativos sobre o
estabelecimento da doenca e convalescenca, recomendando que as pesquisas com essas
citocinas sejam mais aprofundadas, pois esses mediadores podem ajudar a aprimorar

substancialmente a recuperacao desses pacientes.
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Com base em dados da Organizagdo Mundial da Satde (OMS), J.L. Magalhaes et al.
(2016, p.236) informa que:

80% da populagdo mundial ndo tem acesso aos medicamentos essenciais. Eles vivem
em paises de baixa ou média renda e, portanto, sdo negligenciados. Neste contexto, é
premente novas abordagens translacionais a fim de realizar pesquisas para area a da
satde ndo mais tradicionais. Esta realidade se potencializa com a possibilidade de
aparecimento das doencas endémicas e daquelas que perpetuam as condi¢cdes de
pobreza, como por exemplo, as doengas negligenciadas (DNs), que ndo atraem
investimentos das Big Pharma por ndo gerarem lucro; como exemplo dengue, zika e

chikungunya.

Os estudos com esses biomarcadores devem ser usados para mensurar a gravidade da
doenga, examinando o comportamento desse virus em surtos nos diferentes tipos de populagao.
Tais estudos podem se constituir como ferramentas importantes na supervisao, conhecimento e
na conduta da saude publica, podendo gerar o desenvolvimento de imunomoduladores
estimuladores que podem conduzir a acentuacdo da resposta normal das células

imunocompetentes, capazes de levar a um decréscimo da gravidade e da progressao da doenca

(NG et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar os mediadores inflamatorios (possiveis biomarcadores), no soro de

pacientes que apresentem a fase aguda ou subaguda da infeccao por CHIK.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Confrontar o diagnostico clinico do CHIK com aquele obtido por sorologia (ELISA) e
biologia molecular (RT-qPCR);

* Tragar um perfil epidemiologico, com base nas variaveis género e idade, dos pacientes
diagnosticados com CHIK;

* Analisar os mediadores inflamatdrios (possiveis biomarcadores) de fase aguda e

subaguda da infeccdo por CHIK, confrontando com um grupo controle.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ETICA DA PESQUISA

Esta pesquisa foi submetida e aprovada em adendo ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade do Grande Rio (CEP-UNIGRANRIO) sob o CAAE 70324417.1.0000.5283,
como consta no Anexo 3. Todos os participantes da pesquisa tomaram ciéncia, através da
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), que foi disponibilizado

antes do procedimento de coleta de sangue dos mesmos (Anexo 4).

4.2. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Com base em revisao bibliografica de materiais publicados na literatura académica e em
manuais de dominio publico de 6rgaos governamentais, a fundamentagdo tedrica ocorreu ao
longo de todo o desenvolvimento desta pesquisa. Os termos de indexagdo foram pesquisados
nas principais bases de dados, tais como: Bireme; MEDLINE; LILACS; e Scielo, sustentaram
a pesquisa bibliografica, foram arboviroses, biomarcadores, luminex, diagndstico sorolédgico,

Chikungunya.

4.3. AREA DE ESTUDO

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

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

Os pacientes com suspeita clinica de arboviroses (DEN, ZIK ou CHIK) foram
provenientes da Unidade de Pronto atendimento (UPA) Beira Mar, localizada na mesma area
do Hospital Municipal Dr. Moacyr Rodrigues do Carmo, municipio de Duque de Caxias (RJ).
Tal unidade de satde ¢ responsavel pelo atendimento diario de cerca de 600 pacientes,
funcionando 24 horas.

Ao chegar na UPA Beira Mar, cada paciente foi encaminhado ao enfermeiro de triagem
que tem a responsabilidade de realizar a avaliagdo inicial do paciente, iniciar o diagnéstico e
encaminhar o paciente (dentro do departamento de emergéncia) para a area clinica adequada.
Em seguida, cada paciente foi atendido pelo médico que avaliou em seu prontudrio, os sinais €
sintomas observados e emitia um diagnostico clinico, na maioria das vezes sugestivo para
arbovirose.

A analise desses prontuarios foi realizada para este trabalho, de acordo com os critérios
clinicos estabelecidos pelo Ministério da Satde (BRASIL, 2016), tendo um perfil de estudo
quantitativo e descritivo. Os prontudrios foram fotografados e armazenados em formato JPG e
em seguida salvos em pastas com identificagcdo das iniciais dos pacientes € por numeracao para
serem analisados a posteriori por meio de um formulario estruturado (Anexo 1). Conforme as
informagdes contidas, os prontuarios foram classificados em 5 categorias, DEN, ZIK, CHIK,

DEN/ZIK e DEN/CHIK (quadro 1).

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

CRITERIOS CLINICOS DE AVALIACAO
DEN CHIK ZIK DEN/ZIK DEN/CHIK
Artralgia Hiperemia Dor nos olhos Mal-estar
Discrasia moderada a conjuntival sem
intensa secre¢do ou prurido
Eventos Artrite Exantema Edema Artralgia
sistémicos pruriginoso . moderada/intensa
Artralgia
Mialgia
Cefaleia Exantema
Evento sistémico Mialgia
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Foram utilizados os seguintes critérios de inclusdo e exclusdo para andlise dos

prontuarios médicos obtidos:

* Critérios de inclusdo. pacientes, sem distin¢ao de género e idade, que tenham
diagndstico clinico-epidemioldgico de DEN, CHIK ou ZIK; pacientes que apresentem

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

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

estudo preenchidos corretamente ou ilegiveis.

A coleta de dados dos prontuarios foi realizada com base nas variaveis de caracteriza¢ao

amostral, tais como: idade, género e sintomas.

4.5. COLETA DAS AMOSTRAS SANGUINEAS

As amostras do grupo experimental fazem parte da soroteca do Nucleo de Pesquisa em
Doengas Infecciosas (NPDI) da Unigranrio, a coleta de sangue total foi feita de acordo com as
diretrizes de coleta de sangue da Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS, 2010). As amostras
foram coletadas no periodo de janeiro a junho de 2018, em tubos de ensaio sem anticoagulante
e em seguida centrifugadas para retirada do soro. Os soros foram identificados, aliquotados e
transportados em recipientes com gelo seco para serem transportados para a soroteca do
laboratorio de pesquisa da UNIGRANRIO (LabGen). Uma vez 14, foram armazenados em tubos
plasticos tipo Eppendorf e congelados em freezer a -80°C, até a realiza¢do das andlises

laboratoriais diagndsticas (sorologia e biologia molecular).
4.6. DETECCAO DO CHIKV
4.6.1. Extraciao do RNA viral
De acordo com o protocolo do fabricante, para extragdo do RNA viral, foi utilizado o

kit ReliaPrep® Viral TNA Miniprep, Custom (Promega corporation, USA), para cada amostra

de soro. O sistema incorpora uma etapa de tratamento com DNase diretamente na matriz da
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minicoluna e remove efetivamente substancias que podem inibir os ensaios. A purificacdo ¢
realizada sem o uso de extragdes com fenol cloroférmio ou precipitagdes com etanol,

resultando em RNA puro que ndo requer purificagdo ou concentragao adicional do RNA.

4.6.2. Reacao da transcriptase reversa e da polimerase em cadeia em tempo real (RT-

qPCR)

Cada amostra de RNA obtida pela extragao foi submetida a uma reagao de transcriptase
reversa, seguida de PCR em tempo real (RT-qPCR) para a detec¢do da presenga de acido
nucléico de CHIKV. Para isso, foi utilizado um kit de RT-PCR ZDC Biomanguinhos. O kit ¢
um produto comercial, registrado pela agéncia reguladora brasileira ANVISA e apresenta
reagdes multiplex discriminativas para os trés virus, além de um controle interno (patente da
Fiocruz) que garante a eficiéncia em todas as etapas do procedimento. Foi realizado seguindo
um fluxo metodologico: a adigdo de controles, A, B e controle interno e amostras; amplificagao
com os reagentes: mistura de PCR, Enzima RT, sondas e iniciadores ZC (ZIK e CHIK), sondas
e iniciadores D (DEN1, DEN2, DEN3 e DEN4).

Apos a transcri¢ao do RNA em cDNA, a metodologia se baseia na marcagao de produtos
amplificados com sondas marcadas com fluorescéncia, que ¢ utilizada para determinar a
presenga de ZIKV, CHIKV e DENV em equipamento ABI 7500 Real Time PCR System Fast.
Os valores limites de ciclo (Cicle thresholds [CT]) abaixo de 38.5 foram considerados positivos
seguindo as diretrizes do CDC (LANCIOTII et al. 2008). Todas as reagdes de RT-qPCR foram

realizadas em triplicatas, incluindo controles negativos e positivos do kit.

4.7. IMUNODIAGNOSTICO (ELISA)

Foram submetidas ao imunodiagostico, para detec¢cao de IgM anti-CHIK e IgG anti-
CHIK, as amostras com diagndstico negativo na biologia molecular (grupo experimental e
grupo controle). Isto porque o teste de biologia molecular (RT-qPCR) ¢ considerado “padrao
ouro” para detecgao viral em fase aguda. Apenas kits XGEN (Biometrix, Curitiba, Brasil) foram
empregados para a detec¢do de anticorpos IgM e IgG para CHIK. As reacdes foram realizadas
todas em duplicata e de acordo com as instrugdes do fabricante. Se baseiam em testes de Ensaio
de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), para verificar
as reacdes antigeno-anticorpo, detectaveis através de reagdes enzimaticas. Nesse kit, as placas

sdo revestidas com antigeno sintético relativo a regido ENV do CHIKYV (figura 6).
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Figura 6. Imunoabsorc¢io enzimética (ELISA)

Substrato/cromogenao

e

ELISA indireto

Legenda: Reagao de Imunoabsor¢ao enzimatica ocorrida durante a realizagdo do imunodiagnostico.

Fonte: Bula do kit Biometrix

As placas e reagentes foram previamente deixadas a temperatura ambiente antes do
inicio dos ensaios. Todas as amostras foram inicialmente diluidas 1:101, em tubos tipo
eppendorfs, com o diluente de amostra do kit (1.000 pl do diluente e 10 pl de amostra) e
homogeinizados em vortex. Para a realizacdo do teste IgM foi necessaria a pipetagem de 50 pl
de reagente neutralizante em todos os pogos da placa, com excecao do poco Al. O poco Al da
placa foi utilizado como branco, e em seguida, foram pipetados 100 pl de controles positivos
alto (somente teste IgG) e médio em duplicatas, controle negativo em triplicata e amostras de
estudo e controle, de acordo com as posi¢des do protocolo de trabalho. Terminado, a placa foi
selada e incubada em estufa a 37°C por 60 minutos. Apds esse periodo, as placas foram lavadas
cinco vezes com 350 ul de solugdo de lavagem preparada anteriormente e foram pipetados 100
ul do conjugado nos pogos, com exce¢do do poco branco, € colocadas para nova incubagdo em
estufa a 37°C por mais 60 minutos. Apos esse tempo, realizou-se nova lavagem das placas,
como citado anteriormente, e pipetados 100 pl do cromogénio/substrato em todos os pogos. A
placa, entdo, foi colocada em incubagdo em temperatura ambiente e fora de alcance da luz por
20 minutos. Apos esse momento, adicionados 100 pl da solugdo stop em todos os pogos. Logo
apos esses procedimentos, as placas foram levadas para leitura em leitora de microplacas em
filtro 450 nm e 630 nm de referéncia.

O controle de qualidade prescrito na bula do kit foi realizado, e a leitura dos controles
negativo, positivo e do branco se encontraram dentro dos limites preconizados pelo fabricante

tanto para anticorpos anti-IgM, quanto o anti-IgG.
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Anti IgG:

Poc¢o em branco < 0,100 OD450 nm

Controle Negativo (CN) < 0,100 OD450 nm ap0s blanking
Controle Positivo Alto (CPA) OD450 nm > 1,200

Controle Positivo Médio (CPM) OD450 nm > 0,400

Anti IgM:

Pogo em branco < 0,100 OD450 nm

Controle Negativo (CN) < 0,200 OD450 nm ap6s blanking
Controle Positivo (CP) OD450 nm > 0,500

Se o teste for validado no controle de qualidade do 4it, os resultados das amostras sdo
calculados por meio de cut-off determinado pela média de valor OD450 nm do controle positivo

médio (CPM), utilizando a seguinte férmula:

IgG: IgM:

média CPM = cut-off CN + 0,250 = cut-off
2

Os resultados dos testes sdo interpretados como propor¢ao da amostra OD450 nm (S) e
o valor de corte (Co), ou S/Co, de acordo com as orientagdes do fabricante:
Para IgG: < 0,9 Negativo, 0,91 — 1,0 Indeterminado e > 1,1 Positivo.
Para IgM: < 0,9 Negativo, 0,9 — 1,1 Indeterminado e > 1,1 Positivo.

4.8. AMOSTRAS PARA ENSAIO LUMINEX®

4.8.1. Grupo experimental

O grupo experimental foi composto pelas amostras de fase aguda, ou seja, aquelas que
tiveram diagnéstico molecular (RT-qPCR) positivo com CT<22.01 e que se apresentaram
reagentes apenas para [gM. Além destas, foram consideradas aquelas de fase subaguda, que se
apresentaram negativos na RT-qPCR e reagentes apenas para IgG no imunodiagndstico ou com
resultado de IgG 4 vezes maior que o resultado de IgM. As amostras de fase subaguda tiveram

seus diagnosticos com 15 a 90 dias apds o inicio dos sintomas.
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4.8.2. Grupo controle

Em setembro de 2018 foram coletadas 40 amostras sanguineas de individuos que
informaram, por meio de um questionario (Anexo 2), ndo possuir doencas reumaticas ou
autoimunes e ndo manifestavam sintomatologia de infeccdo aguda ou cronica de CHIK. Todo
o procedimento de obtencao das amostras sanguineas seguiu os mesmos critérios utilizados para
o grupo experimental, sendo as amostras coletadas de funcionarios da UPA Beira Mar.

Tais amostras foram submetidas ao método de velocidade de hemossedimentagdo por
Westergren (VHS), a prova do latex e teste de Proteina C Reativa em latex (PCR) do fabricante
Biolab.

Ap6s a andlise dos resultados dos exames de VHS, PCR e latex nas amostras do grupo
controle, verificou-se que 18 amostras (7.2%) ndo apresentaram alteragdo no exame de
velocidade de hemossedimentagdo, 32 amostras (12.8%) apresentaram resultado negativo para
o fator reumatoide e 22 amostras (8.8%) tiveram resultado negativo para PCR. Dessa avaliagao,
foi possivel selecionar 13 amostras que também se apresentaram negativas na biologia

molecular (RT-qPCR) e imunodiagnoéstico (IgM e IgG) (Tabela 2).

Tabela 3. Dados das amostras classificadas como grupo controle, selecionadas para a dosagem de

biomarcadores inflamatoérios por ensaios Luminex®.

Dosagem de marcadores inflamatorios

ID da Idade Género VHS Latex RT-qPCR Imunodiagnéstico
amostra IgM/IgG
Co1 28 M Normal Negativo Negativo Negativo
Co3 19 F Normal Negativo Negativo Negativo
Co5 25 F Normal Negativo Negativo Negativo
Co6 45 F Normal Negativo Negativo Negativo
C11 20 F Normal Negativo Negativo Negativo
C15 57 M Normal Negativo Negativo Negativo
C18 26 M Normal Negativo Negativo Negativo
C21 35 F Normal Negativo Negativo Negativo
C24 30 M Normal Negativo Negativo Negativo
C27 23 M Normal Negativo Negativo Negativo
C29 30 F Normal Negativo Negativo Negativo
C33 41 F Normal Negativo Negativo Negativo
C40 38 M Normal Negativo Negativo Negativo

Legenda: F — feminino; M — masculino
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4.9. ENSAIO MULTIPLEX EM ESFERAS FLEXIVEIS LUMINEX®

O imunoensaio contém esferas magnéticas (beads) que sdo adicionadas a placa e
diluidas em tampao, as quais contém anticorpos de captura especificos (figura 7). Os alvos
foram delineados através do kit Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex Immunoassay (Bio-
Rad®, EUA). A pesquisa foi feita com as seguintes citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento: FGF basic, Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1p, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1o0,
MIP-1p3, PDGF-BB, RANTES, TNF-a ¢ VEGF.

Figura 7. Ensaio multiplex em esferas flexiveis Luminex®

Biomarker
of Interest

Streptavidin

©~n>- ¥

Magnetic Bead Phycoerythrin
o Fluorescent
Capture Blotlnyla_tted Reporter
Antibody Detection
Antibody

Legenda: Reagdo ocorrida no ensaio multiplex em esferas flexiveis Luminex®

Fonte: Bula do kit Bio-Plex Pré Human Cytokine 27-Plex Immunoassay (Bio-Rad®, EUA)

A técnica foi realizada iniciando-se com a lavagem da placa na Bio-Plex Pro™ Wash
Station, em seguida, as amostras (em duplicata) foram adicionadas, criando uma interligagao
entre esfera-anticorpo de captura-amostra. A incubag¢ado, seguindo o protocolo, foi feita por 12
horas (overnight). Apds este periodo, foram realizadas duas lavagens na estacdo de lavagem,
com posterior aplicacdo de um anticorpo secundario (biotinilado). Apds a agitacdo da
microplaca por uma hora, houve a adigao de solucao de lavagem e incubagdo por 10 minutos.
Seguiu-se para uma nova lavagem na Bio-Plex Pro™ Wash Station. A finalizacdo foi feita com

adi¢do de estreptavidina ficoeritrina, que se liga a biotina e age como um indicador fluorescente.
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Apds uma nova lavagem da microplaca, ¢ realizada a adi¢do da solugdo do kit para
ressuspender as esferas magnéticas presentes no ensaio. A leitura da microplaca ¢ realizada no
sistema Bio-Plex® MAGPIX™ (Bio-Rad®, EUA).

Os valores referenciais utilizados pertencem ao protocolo Bio-Rad® Laboratories de

niveis fisioldgicos normais de citocinas humanas.

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Pelas informagdes obtidas por meio dos prontuarios, foram elaboradas planilhas de
frequéncia e planilhas cruzadas, utilizando o programa computacional Microsoft® Excel. Para
andlise estatistica descritiva qualitativa foi utilizado o programa Minitab v.15®. As diferengas
foram consideradas estatisticamente significativas com p <0,05.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata e os dados obtidos através da leitura da
placa pelo sistema Bio-Plex® MAGPIX™ foram submetidos a andlise estatistica utilizando-se
o software GraphPad Prism. Os dados foram expostos a comparagdes entre grupos através do

teste T de student. Foram considerados os valores de p<0.05; p<0.001 e p<0.001.

4.11. VINCULO DA PESQUISA

Esta pesquisa estd vinculada ao Grupo de Pesquisa (CNPq) intitulado “Biologia e
Patologia de Organismos de Importdncia Médica e Ambiental” e foi desenvolvida nos
Laboratorios de Pesquisa da UNIGRANRIO, com a colaboracdo do Laboratorio de Virologia
Molecular (UFRJ) e Laboratorio de Bioengenharia Tecidual (INMETRO). Teve apoio
financeiro do Programa de Suporte a Pds-Graduacao de Instituicdes de Ensino Particulares

(PROSUP-CAPES).



42

5. RESULTADOS

5.1. ANALISE CLINICA

No periodo de janeiro a junho de 2018 foram coletadas 175 amostras sanguineas de
pacientes atendidos na UPA Beira Mar (Hospital Municipal Dr. Moacyr Rodrigues do Carmo)
com diagndstico clinico de arboviroses (DEN, CHIK e ZIK). Destas amostras, 45 (25.71%)
foram classificadas como DEN, 30 (17.10%) como ZIK e 94 (53.71%) tiveram diagnostico
clinico de CHIK, o que sugeriu um quadro epidémico da CHIK no periodo estudado. Aqueles
pacientes classificados como DENV/ZIKV (4/2.28%) e DENV/CHIKV (2/1.14%)
apresentaram sintomatologia inespecifica para direciond-los a uma das arboviroses.

Na ultima estimativa demografica para a regido estudada (IBGE, 2018), foi observado
um quantitativo total da populagcdo do municipio de Duque de Caxias-RJ de 914.383 habitantes,
sendo 444.445 (49.6%) do género masculino e 469.938 (51.4%) do género feminino.

O célculo da idade mediana dos pacientes do presente estudo foi de 41 anos (intervalo
entre 01 e 73 anos). A maioria dos casos foi do género feminino (88/169; 52.07%) e entre estes,
chama-se atencdo para o quantitativo de casos suspeitos do género feminino de ZIK na faixa
etaria de 20 a 59 anos (11/22; 50%). Na andlise individual das arboviroses, observou-se
diferenga significativa (p=0.0263), entre ambos os géneros, apenas para os casos provaveis de
ZIK (Tabela 3).

Levando em consideragdo a populacdo estimada da regido estudada, estratificada nas
faixas etarias de <20 e >60 anos (392.201) e 20 a 59 anos (522.182), observou-se diferenca
significativa (p = 0.002) para ZIK e CHIK (Tabela 3). Tal diferenca foi impulsionada pela
quantitativo de casos provaveis do género feminino para ZIK e masculino para CHIK.

Quanto aos aspectos clinicos apresentados pelos pacientes, entre os 45 casos suspeitos
de DEN, a mialgia (29/45; 64.4%), artralgia leve (30/45; 66.7%) e cefaleia (35/45; 77.8%)
foram os mais observados, além de 4/45 (8.8%) pacientes que apresentaram sintomas de
discrasia. O exantema (30/30; 100%) e o prurido (27/30; 90%) foram observados
principalmente nos pacientes suspeitos de ZIK, que apresentaram ainda hiperemia conjuntival
em 12/30 (40%). Os pacientes suspeitos de CHIK apresentaram a artralgia moderada/intensa

(91/94; 96.8%) e a artrite (77/94; 81.9%) como sintomas mais frequentes (Tabela 3 e figura 8).



43

Tabela 4. Caracteristicas clinicas dos casos provaveis de arboviroses de pacientes atendidos na UPA

Beira Mar, Duque de Caxias (RJ), no periodo de janeiro a junho/2018.

Janeiro a junho/2018
DEN ZIK CHIK

Género n=45 (%) n=30 (%) n=94 (%)
Masculino 24 (53.3) 8 (26.6) 49 (52.1)
Feminino 21 (46.7) 22 (73.4) 45 (47.9)
p-values (0=0.05)" 0.6274 0.0263 0.5620

Faixa etaria
<20 e >60 14 (28.6) 4 (33.3) 25(33.3)
20a59 31(71.4) 26 (66.7) 69 (66.7)
p-values (¢=0.05)" 0.1481 0.002 0.002
Sintomas

Febre <38.5 C 20 (44.4) 14 (46.7) 36 (38.3)
Febre >38.5C 25 (55.6) 16 (53.3) 58 (61.7)
Exantema 2 (4.4) 30 (100) 23 (24.5)
Prurido 1(2.2) 27 (90) 2(2.1)
Mialgia 29 (64.4) 20 (66.7) 72 (76.6)
Artralgia leve 30 (66.7) 15 (50) 33.2)
Artralgia mod/int. 1(2.2) 13 (43.3) 91 (96.8)
Artrite 0(0) 12 (40) 77 (81.9)
Conjuntivite 2(4.4) 12 (40) 34 (36.2)
Cefaleia 35(77.8) 22 (73.3) 74 (78.7)
Ganglio 0(0) 0(0) 0(0)
Discrasia 4 (8.8) 0(0) 0(0)
Neurologico 1(2.2) 0(0) 33.2)

Legenda: DEN - Dengue; ZIK - Zika virus; CHIK — Chikungunya; *Teste Qui-quadrado; mod/int. —
moderada / intensa.
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Figura 8. Avaliagdo clinica avaliada nos prontuarios analisados

53,71%

25,71%

i 17,10%
m 1} [ . 1,14%
L
DEN/CHIK

Legenda: Percentual de diagndstico clinico para arboviroses avaliados nos prontuarios das 175 amostras
da soroteca do NPDI - UNIGRANRIO.

5.2. ENSAIOS EM LUMINEX®

As amostras de fase aguda utilizadas para analise dos biomarcadores inflamatérios em
ensaios por Luminex® foram selecionadas de um total de 92 amostras com diagndstico positivo
para CHIKYV pela técnica de RT-qPCR e 06 reagentes apenas para IgM anti-CHIK.

Dessas, 98 amostras caracterizadas como fase aguda de CHIK, 17 (17.3%) atenderam
os critérios de inclusdo para realizagdo dos ensaios em Luminex®. A selegio destas amostras
foi baseada no CT encontrado apos a analise por RT-qPCR, além da idade e género dos
pacientes. Todas apresentavam CT<22.01 o que indica alta carga viral na amostra aferida
(Tabela 5). Com este critério, nao foi utilizado no estudo nenhuma amostra de fase aguda

determinada pelo Imunodiagnostico.

Tabela 5. Dados das amostras classificadas como fase aguda, selecionadas para a dosagem de

biomarcadores inflamatérios por ensaios Luminex®.

Amostras de fase aguda (Grupo experimental)

Amostra Idade Género RT-qPCR CT
46 40 F Positivo 20.31
57 54 M Positivo 18.97
78 24 F Positivo 18.42
79 25 M Positivo 17.08
89 50 F Positivo 20.08
91 48 M Positivo 16.74
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97 38 F Positivo 19.35
106 45 M Positivo 17.84
110 41 F Positivo 20.46
116 47 M Positivo 19.62
120 30 F Positivo 18.07
163 21 F Positivo 21.74
164 30 M Positivo 18.10
165 29 M Positivo 18.83
166 18 F Positivo 22.01
167 46 M Positivo 16.27
180 53 M Positivo 15.64

Legenda: F — feminino; M — masculino

As amostras de fase subaguda foram selecionadas a partir dos dados de IgG anti-CHIKV
nas amostras de soro dos pacientes. Das 83 amostras negativas pela técnica de RT-qPCR, 16
(19.3%) foram positivas pelo imunodiagnodstico. Destas, 08 foram selecionadas para a
realizacdo dos ensaios em Luminex® por serem reagentes somente para IgG ou por
apresentarem resultado pelo menos 4 vezes maior do que aquele observado para IgM (Tabela

6).

Tabela 6. Dados das amostras classificadas como fase subaguda, selecionadas para a dosagem de

biomarcadores inflamatérios por ensaios Luminex®.

Amostras de fase subaguda (Grupo experimental)

Amostra Idade Género IgM IgG Controle do kit RT-qPCR
Branco - - - - <0.100
Negativo - - - - <0.200
Positivo alto - - - - >1.200
Positivo médio - - - - >0.400

06 65 M 2.818 12.861 Negativo

51 23 F 0.351 1.462 Negativo

56 42 M 1.705 12.290 Negativo

64 51 M 2.186 12.369 Negativo

98 43 M 0.475 2.036 Negativo

127 24 F 2.481 12.267 Negativo

131 69 F 1.852 12.963 Negativo

137 42 M 1.047 10.897 Negativo

Legenda: F — feminino; M — masculino
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Ao avaliar a expressdo dos mediadores inflamatérios, por género e idade, das amostras

de pacientes dos grupos experimentais (fase aguda e subaguda de CHIK) e grupo controle,

frente aos valores de referéncia, verificou-se que os mediadores PDGF-BB, IL-13, IL-8 nao

sofreram alteracoes (Figura 9A — 9C). A expressao do mediador inflamatério GM-CSF nao foi

detectada nas amostras dos grupos experimentais € controle.

Figura 9. Expressdo dos mediadores inflamatérios PDGF-BB, IL-13 e IL-8 por género e idade, das
amostras de pacientes dos grupos controle e experimentais de fase aguda e subaguda.
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A

1L-8 Valor ref. Controle F aguda F subaguda
Alto >116.0
Normal  0.08a116.0 13 (6m+7f) 17 (9m+8f) 8 (Sm-+3f)
Baixo <0.08
f bagud
controle som fase aguc-:la 5. . ase su agu a
i & masculino & masculino
. mas;q\lno 704 m feminino 704 m feminino
= feminino _ 604 REF 008211600 _ 607 REF 0.08 & 116.00
. =721 -
?El;.zq.usa 116,00 E 50 x E 50 X=7.21
2 2
. °=|° 20 . °=|° 20 .
n, " 20 et g 20
Ut = * 103 e un " 103 l. . s
10 20 30 40 50 60 10 2 20 40 = 6o 0 10 20 30 40 50 60 70 80
idade idade idade

Legenda: Limites de referéncia: dentro da faixa = preto, acima = vermelho, abaixo = verde, m =

masculino, f= feminino.

Algumas amostras de fase subaguda apresentaram uma expressdo elevada dos

mediadores IFN-y, TNF-a, IL-17a, IL-5, IL-4, IL-1P e IL-1ra. Tais amostras eram de pacientes

do género masculino, que apresentavam idade de 42 e 43 anos (Figura 10A -10G).

Figura 10. Expressdo elevada dos mediadores inflamatorios IFN-y, TNF-q, IL-17a, IL-5, IL-4, IL-1
e IL1ra por género ¢ idade, das amostras de pacientes dos grupos controle ¢ experimentais de fase

aguda e subaguda.
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IL-18 Valor ref. F aguda F. subaguda
Alto >0.7 2 2m)
Normal 002207 13 (6m+7f) 17 Om+8f) 6 (3m+3f)
Baixo <0.02
controle Fase aguda
* masculino o masculino 9.0, . Fase subaguda
m  feminino m  feminino 7.5] & masculino
REF:0,022070 :E; 6.0 REF 0,022 070 E 60] = feminino
%L 457 #=0.01 ‘g us) REF: 0022070
3 393 f 3.0
.« . 1.5] - 151 N
e 40 - .su “-"'u—.'.‘u# 0.0 .
idade 0 0 ®
IL-1ra Valor ref. F aguda F subaguda
Alto > 665.0
Normal 0.2a665.0 13 (6m+7f) 17 (9m+8f) 7 (4m+3f)
Baixo <0.2
*nnl.;::;::i: Fase subaguda

Legenda: Limites de referéncia: dentro da faixa = preto, acima = vermelho, abaixo = verde, m =

masculino, f = feminino.

Nao foram encontradas expressdes abaixo do valor de referéncia para amostras de fase

subaguda, com excecdo do mediador MIP1-B, que apresentou, para algumas amostras, niveis

inferiores aos valores referenciais, tanto em fase aguda, quanto em fase subaguda (Figura 11).

Nas amostras testadas de fase aguda, cinco apontaram resultados abaixo do valor de
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referéncia para MIP-18, sendo trés do género feminino, com idades de 18, 21 e 41 anos, e duas
do género masculino, com 25 e 29 anos. Todos sofriam de artralgia intensa e cefaleia. Ja em
amostras de fase subaguda, apenas dois pacientes apresentaram expressoes também abaixo dos
limites de referéncia para este mediador inflamatorio, sendo um do género masculino com 65
anos de idade, e um do género feminino com 24 anos de idade. Ambos apresentaram artralgia

leve e cefaleia. Estas duas amostras apresentaram anticorpos anti IgM e anti IgG reagentes.

Figura 11. Expressdao do mediador inflamatorio MIP-1p, por género e idade, para amostras de
pacientes dos grupos controle ¢ experimentais de fase aguda e subaguda.
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vermelho, abaixo = verde, m =

Algumas amostras de pacientes de fase aguda e subaguda apresentaram expressao
aumentada dos mediados inflamatorios CXCL10/IP10 e IL6 (Figura 12A — 12B).

A elevada expressao da CXCL10/IP-10 esteve presente em oito amostras de fase aguda,
sendo seis do género masculino e duas do género feminino, com idades entre 25 e 54 anos.
Todos relataram artralgia intensa e artrite. Na fase subaguda foram cinco amostras que
apresentaram expressao elevada, sendo quatro de género masculino e uma do género feminino,
com idades entre 23 e 65 anos. Artralgia leve e intensa foram observadas em todos os pacientes
(Figura 12A).

Os resultados revelam que a expressdo de IL-6 foi mais elevada em sete amostras de

fase aguda, sendo cinco do género masculino, com idades entre 30 e 54 anos, e duas do género
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feminino, com 30 e 50 anos de idade. No que tange a avaliacdo dos sintomas destas amostras,

todos apresentaram artralgia intensa, cefaleia e artrite. Sobre os pacientes de fase subaguda,

registrou-se dois do género masculino, ambos apresentaram mialgia, artralgia intensa, artrite e

edema de membros (Figura 12B).

Figura 12. Expressao dos mediadores inflamatorios CXCL10/IP10 e IL6, por género e idade, para
amostras de pacientes dos grupos controle e experimentais de fase aguda e subaguda.

masculino, f = feminino.
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Verificou-se ainda um aumento na expressdo do mediador IL-6, comparando-se as

amostras do grupo experimental de fase aguda com as amostras de fase subaguda como visto

na figura 13.
Figura 13. Niveis encontrados da IL-6 em amostras do grupo experimental de fase aguda e
subaguda
IL-6 (pg/mL)
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Legenda: Comparagdo dos niveis da IL-6 nas amostras de controle, fase aguda e fase subaguda,

mostrando aumento da expressdo entre as fases da CHIK.

Sob andlise estatistica, os mediadores inflamatorios que apresentaram diferenca
significativa entre os grupos experimentais e controle foram as quimiocinas eotaxina, MCP-1,
CXCL10/IP-10 e interleucinas IL-6 e IL-15, independente de género e idade (Figura 14A —

14E). As andlises que ndo confirmaram esta diferenca se encontram no anexo V.
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Figura 14. Expressdo dos mediadores inflamatorios eotaxina, MCP-1, CXCL10/IP-10, IL-6 e IL-15
em amostras de pacientes dos grupos controle e experimental de fase aguda.
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6. DISCUSSAO

O CHIKV ¢ um Alfavirus transmitido por mosquitos do género Aedes que, apés o
repasto sanguineo, causa uma doenga febril aguda, cujas principais caracteristicas sao febre
acima de 38°C, artrite e artralgia grave debilitante, muitas vezes acompanhada de edema
(WEAVER, 2014; SHARMA & JAIN, 2018).

A enfermidade causa reducdo na economia, transtornos na saude publica e,
principalmente, redu¢do na qualidade de vida do paciente, quando evoluida para a forma
cronica, a doenga ¢ acompanhada por sintomas de dor e inchago que perdura por meses e até
alguns anos (WEAVER, 2014; RAAD et al., 2016; TANABE et al., 2018; SHARMA & JAIN,
2018).

Embora haja muitos estudos relacionados ao CHIKV, pouco se sabe sobre quais
mecanismos associados ao virus levam a inflamagdo que causa tamanha debilidade nos
pacientes infectados (TANABE et al., 2018; SHARMA & JAIN, 2018). O que se tem descrito
na literatura é que o proprio sistema imunoldgico promove as respostas inflamatorias graves
induzidas por mediadores inflamatorios (NAYAK et al., 2019).

No presente estudo, para avaliar os mediadores inflamatorios de pacientes acometidos
pela CHIK, as amostras coletadas foram separadas em dois grupos: 17 amostras, de pacientes
de fase aguda de infec¢@o, com tempo de inicio de sintomas de 05 dias, confirmados pelo RT-
qPCR e com um CT < 22.01 configurando uma alta carga viral; um grupo de fase subaguda,
composto por 08 amostras, com tempo de inicio de sintomas de 14 dias confirmados por
imunodiagnoéstico (ELISA), IgG positivo com ou sem a presenga de IgM.

As amostras analisadas pelo Luminex® 200™ (Bio-Rad® Bio Plex®) apresentaram a
expressao dos mediadores PDGF-BB, IL-13 e IL-8 dentro dos niveis de normalidade nos grupos
controle e fase aguda, corroborando com os estudos de Lohachanakul et al. (2012), e sendo
observado também em amostras de fase subaguda. A IL-8, um quimioatraente para macroéfagos
e neutréfilos, teve sua expressdo elevada, como visto em outros trabalhos de fase aguda por
Reddy et al. (2014) e aguda e subaguda por Chow et al. (2011). Em outras pesquisas, foi
observada uma expressao suprimida dos valores da IL-8, durante a fase aguda da doenca,
voltando a normalidade no periodo de convalescenga (HORAU et al., 2010; KELVIN et al.,
2011). Alguns autores acreditam que essa regulacdo suprimida, se deve a uma lenta taxa de
diminui¢do da carga viral (CHAAITHANYA et al., 2011). Aguilar-Brisefio et al. (2020),
utilizando mRNA em amostras de monocitos, competentes e inativados por radiagao ultravioleta (UV),

de pacientes infectados por CHIKV, concluiram que a expressdo da IL-8 se encontrava duas vezes
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mais elevada em amostras de monocitos inativados do que nas amostras de monocitos competentes,
que se encontravam, por sua vez, diminuidas.

O aumento nos valores de IFN-y e TNF-a estdo relacionados com a ativagao de cé€lulas
imunes, como monocitos e macréfagos nos pacientes infectados com CHIKV (VERMA et al.,
2018; SUHRBIER, 2019). Essas células também possuem atividade antiviral e estdo
diretamente relacionadas a imunopatologia do CHIKV (SUHRBIER, 2019). O IFN-y ¢
secretado exclusivamente por células T e natural killer (NK), tendo como fungio, a estimulagao
de macréfagos, monocitos (VENUGOPALAN et al., 2014; SUHRBIER, 2019), fibroblastos e
células dendriticas (VENUGOPALAN et al., 2014). Durante a infec¢do, as células T CD4+
(especificas para o CHIKV) secretoras de IFN-y, e as células Th1 estimuladas podem promover
uma producdo distorcida de anticorpos IgG2 pelas células B em resposta ao IFN-y
(VENUGOPALAN et al., 2014).

A partir da elevagdo dos niveis de IFN-y, € possivel verificar o envolvimento do sistema
imunologico adaptativo, com a intengao de silenciar a forte resposta inflamatoria e de impedir
a instala¢do da doenga de forma cronica (WAUQUIER et al., 2011; CAGLIOTI et al., 2013).

As duas amostras de fase subaguda tinham como sintomas artralgia moderada a intensa,
corroborando com trabalho de Rulli et al. (2011), onde a dosagem de mediadores em pacientes
infectados com CHIK, revelou que a expressao do IFN-y se mostrava elevada em amostras de
pacientes com sintomas persistentes de poliartralgia/poliartrite.

A TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria osteoclastogénica potente, e tem seu papel
patogénico encontrado nos desfechos artriticos, sugerindo em alguns trabalhos, ser apresentada
como marcador de doengas artriticas cronicas, ja estudados em modelos com camundongos
anteriormente (THANAPATI et al., 2017), como em outras artrites alfavirais (VERMA et al.,
2018), na artrite psoriatica e em também em humanos com CHIKV (VENUGOPALAN et al.,
2014). Com relacao a esse mediador, foi observado no presente estudo, que uma amostra de
fase subaguda apresentou elevacdo na expressdao, em comparagdo com o grupo controle.

Esta mesma amostra de fase subaguda também se mostrou elevada para os mediadores
IL-1ra e IL-1pB. Outro estudo observou que a superproducao de IL-1 e TNF-a leva a estimulagao
de sinovidcitos, contribuindo ainda mais para a destrui¢do das articulagdes (RAMON et al.,
2011). Na India, o estudo de Tripathy et al. (2019), utilizando ILIRN alelos e gendtipos,
apontou que o mediador IL-1ra, em niveis elevados, pode estar associado ao risco de
desenvolvimento da fase cronica de CHIK.

Ja a elevagdo dos niveis da IL-1B pode também mediar o desenvolvimento da artralgia

abrupta e persistente, cujo mediador inflamatério estd envolvido na imunopatogenia de outras
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enfermidades artriticas, inclusive a artrite reumatoide (NG et al., 2009).

Nayak et al. (2019), com base em um estudo in vitro com células RAW264 (uma linha
celular de macréfagos camundongos), sugeriram que os macrofagos infectados com CHIKV
sejam uma fonte de citocinas artritogénicas, como TNF-a e IL-6. O mediador pro-inflamatorio
TNF-a ¢ secretado por macrofagos ativados. Junto ao tecido, este mediador causa a inflamacao
artritica (SUHRBIER, 2019).

Ainda se referindo a esta mesma amostra de fase subaguda, foi observada expressao
elevada do mediador IL-17a, quando comparada ao grupo controle. Em alguns estudos, a artrite
cronica por CHIKV tem sido associada aos altos niveis circulantes de citocinas pro-
inflamatoérias, como a IL-17, que € importante na artrite reumatoide e também na artrite cronica
causada pelo CHIKYV, capaz de nortear uma destruicao da matriz 6ssea (CHIRATHAWORN et
al., 2020; AMARAL et al., 2020), juntamente com os mediadores IL-6, TNF-o IL-18
(AMARAL et al., 2020). As células da membrana sinovial inflamada produzem essas citocinas
e também a IL-23. Todo o conjunto auxilia o processo inflamatorio, afetando diretamente os
0ssos. A IL-17 ainda estimula a diferenciagdo dos osteoclastos e também a degradagdo dos
proteoglicanos da cartilagem (RAMON et al., 2011). Em outras investigagdes, a IL-17 tem sido
relacionada a gravidade da doenga, a artralgia cronica e elevagdo da carga viral (CHOW et al.,
2011; CHANG et al., 2017), assim como a edemas (CHIRATHAWORN et al., 2020). Chow et
al. (2011), em estudos com 30 amostras de pacientes admitidos no Centro de Doengas
Transmissiveis do Hospital Tan Tock Seng, em Singapura, 2008, mostraram que na fase cronica
da infeccao, houve elevacao dos niveis da IL-17.

Vale ressaltar que este paciente de fase subaguda, nesse trabalho, relatou a presenca de
artralgia intensa, artrite ¢ edema de membros, possuindo sintomatologia compativel com
possivel cronicidade da doenga.

A neutrofilia em pacientes com artrite reumatoide, excita a produgdo de IL-17, que por
sua vez, danifica a matriz extracelular causando reabsor¢do 6ssea, induzindo a produgdo de IL-
6 (CHOW et al., 2011).

Essa mesma amostra deste paciente de fase subaguda apresentou ainda valores
superiores das IL-4 e IL-5, quando comparada ao grupo controle. Corroborando com trabalho
de Venugopalan et al. (2014), onde as citocinas Th2 atingiram o pico em individuos com fase
sintomatica prolongada, entre 15 a 30 dias (fase subaguda). A producao de citocinas Th2, como
IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, promove a funcao das células B na CHIK, semelhante ao que ocorre
na autoimunidade do lupus eritematoso sistémico (AMARAL et al., 2020). Portanto, podem

iniciar uma producao de altos niveis de anticorpos IgG anti-CHIKV, de forma persistente (NG
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etal., 2009; WAUQUIER et al., 2011).

Essa resposta Th2 ocorre de maneira oposta quando testada em camundongos,
acontecendo durante a fase aguda. E vista mais ainda de forma aprimorada quando os
camundongos sdo infectados pelo CHIKV por meio do repasto sanguineo do mosquito,
conferindo a importancia tanto da escolha do modelo animal, quanto a maneira utilizada para a
transmissdo do CHIKYV por vias experimentais (TANABE et al., 2018).

No presente estudo, cinco amostras de fase aguda e duas de fase subaguda revelaram
resultados abaixo dos limites de referéncia e também mais baixos quando se comparados ao
grupo controle para o mediador MIP-1, diferente ao encontrado em outras pesquisas, que
observaram niveis elevados, tanto em amostras de soro ou plasma, de fases aguda ou cronica
da infec¢do (HOARAU et al., 2010; CHAAITHANYA et al., 2011; SCHILTE et al., 2013;
CHANG et al., 2017). A IL-8 induz neutréfilos a migrarem para a area inflamada, enquanto os
mondcitos sao induzidos pelas proteinas quimiotaticas de monocitos (MCP-1) (TAUB, 1993) e
pelas proteinas inflamatdrias de macrofagos (MIP-1a e MIP- B) (NATH et al., 2006).

Os neutrofilos e monocitos mobilizados por mediadores participam de reacgdes
inflamatorias imunologicas agudas e cronicas, podendo migrar para outras regides onde ocorre
replicacao viral, ja demonstrado em trabalhos com primatas nao humanos (CHOW et al., 2011).
Dairaghi et al. (1998) demonstraram que as células T CD4+ que possuem atividades auxiliares
migram para o local de inflamagdo em resposta a quimiocina MIP-1p.

Her et al. (2010), em amostras de fase aguda de um surto de Singapura, realizaram um
estudo com perfis de 16 citocinas e quimiocinas secretadas por monoécitos, por meio do ensaio
multiplex em esferas flexiveis Luminex®. Foi utilizado o sobrenadante de culturas de mondcitos
coletadas durante a infec¢do ao longo do tempo. Em seus resultados, os monocitos infectados
com CHIKYV, 48 horas ap6s a inocula¢ao do virus, diminuiram significativamente seus niveis
de IL-8, MIP-1p e RANTES, em comparag¢ao com culturas infectadas por simulacao.

Teo et al. (2013) avaliaram o papel das células T na infeccdo primdria por CHIKV
utilizando camundongos, cujos resultados indicaram que as células T CD4" especificas para
CHIKYV, mas ndo as CD8", sdo essenciais para o desenvolvimento de edema nas articulagdes,
sem nenhum efeito na replicagdo e disseminagao do virus.

Curiosamente, seis amostras de fase aguda e duas de fase subaguda desse estudo
possuiam edema de membros e ndo tiveram resultados de MIP-1f elevado, corroborando com
o trabalho de Her et al. (2010), onde esses niveis comecam a diminuir apds 48 horas.

Na média, o mediador inflamatério CXCL10/IP10 apresentou valores

significativamente elevados, quando comparados ao grupo controle com valor de p < 0.01, em
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oito amostras de fase aguda, mostrando-se acima dos valores de referéncia em cinco amostras
de fase subaguda, corroborando com varios estudos, cujo valores também se mostraram
elevados em fase aguda (KELVIN et al., 2011; WAUQUIER et al., 2011; REDDY et al., 2014;
SUHRBIER, 2019; CHIRATHAWORN, 2020) e em fases aguda e subaguda
(VENUGOPALAN et al., 2014). O aumento desse mediador também foi relacionado a
gravidade da doenga (KELVIN et al., 2011) e carga viral elevada (CHOW et al., 2011).

Quando as células T auxiliar tipo I (Th1) sdo recrutadas, ha também envolvimento do
receptor CXCR3, ligante da quimiocina CXCL-10/1IP-10 (NATH et al., 2006), quimiocina pro-
inflamatoéria de resposta Th1(VENUGOPALAN et al., 2014). Essa citocina ¢ induzida por outra
citocina, a IFN-y, e foi relacionada com a gravidade da doenca, em estudo recente, com
amostras de fase subaguda (CHIRATHAWORN et al., 2020). Essa citocina estimula monocitos
e macrofagos, podendo também recrutar células NK, estando mondcitos e macrofagos
implicados na imunopatologia artritica do CHIK (NATH et al., 2006). Durante a fase aguda,
essa resposta imune pode levar a elimina¢do do virus num periodo de 7 a 10 dias ap6s inicio
dos sintomas (PATHAK et al., 2019).

No conjunto das amostras, a IL-6 estd significativamente mais elevada quando
comparada com o grupo controle, com valor de p = 0.0002, em sete amostras de fase aguda e,
em fase subaguda, duas amostras tiveram niveis acima do valor de referéncia. Estudos
anteriores citaram a IL-6 elevada em fases iniciais da infec¢do pelo CHIKV (NG et al., 2009;
WAUQUIER et al., 2011; LOHACHANAKUL et al., 2012; VENUGOPALAN et al., 2014;
CHOW et al., 2011; REDDY et al., 2014; CHIRATHAWORN et al., 2020) ¢ durante a fase
cronica (KELVIN et al., 2011; CHOPRA et al., 2011).

A IL-6 ¢ uma citocina pirdgena relacionada com a febre elevada nos pacientes com
CHIK (NG et al., 2009; CHOW et al., 2011). Nesse estudo, 66.6 % dos pacientes, apresentaram
febre > 38.5°C em seu prontudrio e a IL-6 se mostrou significativamente elevada. A expressao
da IL-6 ¢ realizada por uma variedade de células e essa citocina ¢ capaz de induzir a expressao
de MCP-1, atraindo mondcitos e macrofagos para o sitio de infeccdo (NORET et al., 2012).

A 1L-6 foi associada a gravidade de sintomas (NG et al., 2009; NAYAK et al., 2017,
THANAPATI et al., 2017) em conjunto com a elevagao do mediador IL-1P (NG et al., 2009) e
com o mediador MCP-1(LOHACHANAKUL et al., 2012). Duas amostras de fase subaguda
que tiveram os mediadores IL-6, MCP-1 e IL-1p elevados apresentaram sintomas como febre,
artralgia intensa, artrite e edema de membros, se relacionando com a gravidade de sintomas
citados nos referidos estudos.

A IL-6 ¢ elevada em amostras humanas, em primatas ¢ em outras infec¢des alfavirais
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(VENUGOPALAN et al., 2014), e também foi verificada nos estudos por Lentscher et al.
(2020), utilizando camundongos, onde a replicagdo do CHIKV em células do musculo
esquelético, promoveu a liberagdo da IL-6. No presente estudo, na fase aguda, sete amostras
tiveram resultados elevados do mediador IL-6, o que coincide com os valores encontrados em
processos inflamatérios amplamente referenciados (CHAAITHANYA et al., 2008; CHOW et
al.,2011; KELVIN et al., 2011; LOHACHANAKUL et al., 2012). Os pacientes associados com
essas amostras possuiam, descritos em seus prontuarios, os sintomas de artralgia intensa, artrite,
sendo que quatro tiveram febre > 38.5°C e dois ainda relataram a presenca de edema de
membros.

A IL-6 também se correlacionou, em outros estudos, com uma alta carga viral (CHOW
etal., 2011; TENG et al., 2015) e esteve presente em niveis elevados até por mais de 18 meses
em pacientes com sintomas artriticos persistentes (CHOPRA et al., 2011).

Nesse trabalho, verificou-se que a expressao da IL-6, além de elevada, demonstrou uma
curva de elevacao da expressdo entre as fases aguda e subaguda, respectivamente, nas amostras
analisadas. O mediador IFN-y também teve o aumento nessas mesmas amostras quando
comparado ao grupo controle, como relatado em outros estudos. O aumento dessa expressao
pode estar relacionado com uma tentativa imunolédgica do virus instalar uma fase cronica da
CHIK (NG et al., 2009; THANAPATI et al., 2017).

Em estudos de Rulli et al. (2011), foram dosados os niveis de citocinas pro-inflamatorias
no soro de pacientes que sofrem de poliartralgia aguda e poliartrite induzida por CHIKV. Os
resultados apresentaram niveis significativamente mais altos de [FN-y.

As mesmas amostras também apresentaram um valor suprimido de RANTES e elevacao
do nivel do mediador IL-1P, como ocorrido nos estudos de Ng et al. (2009).

Portanto, a IL-6 pode ser sugerida como biomarcador de cronicidade e gravidade da
infec¢ao por CHIKV, com o envolvimento de manifestagdes articulares, ja relatado em outros
estudos (NG et al., 2009; REDDY et al., 2014; SEPULVEDA-DELGADO et al., 2017;
CHIRATHAWORN et al., 2020; LENTSCHER et al., 2020).

A expressao do mediador inflamatdrio IL-15 em amostras de fase aguda desse estudo,
se mostrou significativamente elevada (p = 0.0002) quando comparada com amostras do grupo
controle. A IL-15 ¢ uma citocina estimuladora de células NK (TANABE et al., 2018) que faz
parte da primeira linha defensiva contra patdgenos, assim como neutrofilos, células dendriticas,
eosinofilos, basofilos, mastocitos e macrofagos no sistema imune inato (PERERA et al., 2012).
Tem ainda a¢do no sistema imune adaptativo, com efeito imunomodulador e papel relevante no

mecanismo de defesa contra antigenos (PERERA et al., 2012). A IL-15 também foi associada
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ao desenvolvimento inflamatorio articular (NG et al., 2009).

Os resultados das amostras de fase aguda para o mediador MCP-1 obtiveram aumento
significativo em 15 amostras do estudo em comparagdo com amostras controle (p < 0.001). Em
outros trabalhos com CHIKYV, o0 MCP-1 também se mostrou elevada (VENUGOPALAN et al.,
2014; REDDY et al., 2014; CHIRATHAWORN et al., 2020), atingindo niveis méximos entre
os dias 0 e 05 apds o inicio dos sintomas (VENUGOPALAN et al., 2014). Das 15 amostras com
nivel elevado para MCP-1, 13 tinham histdrico sintomatico de artralgia intensa e a presenca de
artrite como sintoma, corroborando com estudos de Chirathaworn et al. (2020), que
acompanhou os niveis de citocinas, incluindo MCP-1, em quatro pacientes com artralgia
persistente, tendo como resultado valores muito altos quando se comparados ao grupo saudavel.
Destas amostras, sete também tiveram os niveis de IL-6 significativamente aumentados (p <
0.001). Lohachanakul et al. (2012), em seu estudo na Tailandia, que avaliou o comportamento
dos mediadores inflamatorios em amostras de um surto entre 2009 e 2010, associou a gravidade
da CHIK aos altos niveis de IL-6 e MCP-1. A carga viral elevada também ¢ correlacionada com
niveis elevados da quimiocina MCP-1 (CHOW et al., 2011; REDDY et al., 2014; TENG et al.,
2015). A IL-6 induz a expressdao da MCP-1, que, por ser um quimioatrativo, induz a monocitos
e macrofagos (REDDY et al., 2014; LUM & NG, 2015). As células NK e T especificas secretam
[FN-y (SUHRBIER, 2019), que por sua vez, ativam os macrofagos, resultando no actiimulo
dessas células na regido articular (NORET et al., 2012; SUHRBIER, 2019). Chow et al. (2012)
verificou que os niveis elevados de MCP-1 retornaram aos niveis normais apos a resolucao da
doenca, o que indicaria essa quimiocina estar relacionada com pacientes que desenvolvem
artrite cronica p6s CHIK.

Das 17 amostras estudadas, 11 tiveram aumento significativo da CCL-11/eotaxin (p <
0,01). A eotaxina ¢ uma quimiocina Th2 que provoca uma reagdo local anti-inflamatoria
(CHOW etal., 2011).

Ha poucos relatos sobre a eotaxina em pesquisas sobre o CHIKYV, necessitando esse
marcador ser mais avaliado em pesquisas futuras. Ela ¢ antagonista natural do CCR2, mesmo
receptor da MCP-1. Sendo assim, uma superprodu¢ao dos mediadores eotaxina e o fator de
crescimento de hepatocitos (HGF), que ¢ um inibidor da MCP-1, podem diminuir sua
concentracdo via CCR2. Concomitantemente, ocorreria uma diminui¢do no numero de
monocitos/macréfagos, efeito que poderia ser benéfico, como apontado em estudo realizado em
camundongos (MAGUIRAGA et al., 2012).

As divergéncias encontradas na literatura a respeito da expressdo dos mediadores

inflamatorios em individuos infectados pelo CHIKYV, podem estar relacionadas a fatores como
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gendtipo viral, a extensdo da infiltracdo de células causadoras de inflamagdo, tempo de coleta
e fonte da amostra, o tamanho do coorte de amostragem e a intensidade da resposta inflamatoria
por parte das citocinas envolvidas.

Apesar de ndo ter havido uma pesquisa mais aprofundada neste trabalho sobre
sequenciamento do genoma viral, avaliacdo da carga viral e de outros temas que possam ser
perseguidos numa etapa posterior, os resultados aqui obtidos podem contribuir para uma melhor
compreensdo da resposta imune do CHIKV (Anexo VI). No contexto do monitoramento
terapéutico ou diagndstico desta arbovirose tdo negligenciada, podem também colaborar na

descoberta e valida¢ao de marcadores de fase aguda e subaguda.
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7. CONCLUSOES

Pode-se concluir que:

a. das 175 amostras sanguineas de pacientes atendidos na UPA Beira Mar, com base
no diagnoéstico clinico de arboviroses, 45 (25.71%) foram classificadas como
DEN, 30 (17.10%) como ZIK e 94 (53.71%) tiveram diagnostico clinico de CHIK,
0 que sugeriu um quadro epidémico de CHIK no periodo estudado;

b. a maioria dos casos de diagnostico positivo para as arboviroses se apresentou em
pacientes do género feminino (88/169; 52.07%), dentre os quais chama-se atengao
para o quantitativo de casos suspeitos de ZIK, de mesmo género, na faixa etria
de 20 a 39 anos (11/22; 50%);

¢. nos pacientes considerados suspeitos de CHIK, foram observados quadros de
artralgia, variando de moderada a intensa (91/94; 96.8%), e de artrite (77/94;
81.9%), verificados como sintomas claramente mais frequentes;

d. aexpressdo elevada de IL-1 (B e ra), TNF-a, INF-x, IL-17a, IL-4 e IL-5, em uma
amostra de fase subaguda, indica uma transicao a cronicidade, que ¢ corroborada
com o tempo de evolugdo e sintomas de CHIK, apresentados pelo paciente;

e. oaumento da expressdo do mediador inflamatério CXCL10/IP-10 foi associado a
uma carga viral elevada, em pacientes de fase aguda, e ao agravamento do quadro
clinico, em pacientes de fase aguda e subaguda de CHIK;

f. alIL-6 foi relacionada com a fase aguda da infec¢do por CHIK, em pacientes com
febre alta (a¢do pirdgena) e carga viral elevada. Entretanto, sua expressao
aumentada, também teve relagao com a gravidade da doenca em pacientes de fase
subaguda, especialmente, quando niveis elevados dos mediadores MCP-1 e IL-1f
estavam associados. Sua significativa expressao elevada em relacdo aos controles
e altos niveis em fase aguda e fase subaguda, sugere ser um bom marcador de
cronicidade para a CHIK;

g. aexpressao elevada da IL-15 e da quimiocina MCP-1 foi observada em amostras
de fase aguda de infec¢do, sendo associada a uma resposta imune inata em

pacientes com inflamagao artritica em fase inicial da doenga.
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9. ANEXOS

ANEXO I: Formulario estruturado para investigacdo de arbovirus.

ESTADO DO RIO DE JANEIRO
PREFEITURA MUNICIPAL DE DUQUE DE CAXIAS

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
DEPARTAMENTO DE VIGILANCIA EM SAUDE -Coardenadoria de Epideminlogia

Ficha de Investiga¢do para Flavivirus - Duque de Caxias

Data inicio dos sintomas Data da notificagio

L ] | 1 L J

Nome do Paciente

N2 SINAN

Sexo Data de Nascimento Idade Gestante - -
Endereco
Numero Complemento Telefone de contato

1 [ m ]

Ponto de referéncia

= : 1
Bairro . Municipio
L I . |

Data de inicio dos sintomas

| i |

Sinais e Sintomas

® Febre Dados de atendimento

@ Artralgia Data de atendimento

® Exantema L ]

@ Cefaléia

® Hiperemia conjuntival Local de atendimento

® Prurido L j
® Diarréia

® Mizlgia

Municipio de atendimento

L =

UF

@ Sintomas respiratdrios :
® Edemas de membros

® Outros | |

® Poliartrite

® Manifestagdes hemorragicas

Contato com casos semelhantes
Agéo Endereco Telefone

L =

Deslocamento (30 dis antes) do inicio dos sintomas
Data Municipio UF

Pais Meio de transporte
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ANEXO II: Questionario sobre estado de satde passado e atual, doengas pré-existentes, uso de

medicamentos e histérico familiar de doengas autoimunes para o grupo controle.

Questionario para pacientes controle do Projeto:

Candidato incluido no projeto:

[] sim [] nao

Nome candidato: | | |
[ ]

0 Y 0 ) L O e O 0 7 O
N I l |

I
| 1 Y 1 ) S 1 Y Y O

Data de nascimento: | | / CT L LT | sexo [COm[F

Enderego: | |
I

Contato: [ T T T [ [ T T 1] PR TITITITITITTTTTTT1]

Viagem recente: D sim D néo

Data:D:]II]|I|||||3|:|:]>’|[J/|II[J

ocat T T T T T T TTTTTT]

Hemotransfusdo: I:l sim [:] ndo Gmnte:lj slmD ndo Dengue:[] sim D nao

oo T T]
Zlka:D sim D ndo Chlkgngt_myg:[:l sim D ndo Diabetes: D sim D nio

Hepa!lte:D simD ndo Herpes:D sim D ndo AIDS: Dslm[___] ndo
Hipertensdo arterial: E] sim D no Rlni(e:l___l sim I:] ndo  Asma; D sim D ndo

Vacina recente:DSiﬂII___] ndo Usodeék:ool:[]slm[:l ndo Fumante: Dsim[j ndo
! 1 0 9 PO I ) O




Uso de medicamentos:
Qual (is) medlcamento(s]D sim D nio

,_

—
Bl
— }— }—
pd ] e
— e
] e e
— — }—
] ] et
] ]
fd ] frd

Doengas autoimunes: D sim D ndo Em algum familiar: D sim D ndo

D Psoriase

[ vititigo

[] Artrite reumatoide

D Lipus eritematoso

D Doenga Celiaca

D Sindrome de Sjdgren
[] eolimialgia reumstica
I:] Esclerose miiltipla

D Espondilite anquilosante
D Alopecia areata

D Vasculite

E] Tireoidite de Hashimoto

Dados internos do NPDI

Andlises Bioquimicas e sorolégicas:

Chikungunya:
IgM DN&O Reagente D Reagente

Prot. C Reativa (PCR) ultrasensivel:

I:] Negativo I:] Positivo

Velocidade de hemossedimentagdo:

—

D Doenga de Graves

D Anemla hemolitica

D Stndrome do Intestino Irritivel
D Doenga de Addson

I:l Dermatite herpetiforme

D Dermatomlosite

D Doenga de Crohn

D Doengas desmienilizantes
D Esclerodermia sistémica

E] Eritema nodoso

D outra qual:

1gG D N3o Reagente D Reagente

Fator reumatdide:

D Negativo I:] Positivo
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ANEXO III: Adendo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Grande

Rio (CEP-Unigranrio) sob CAAE 70324417.1.0000.528.

f UNIYERSIDADE
_/UNIGRANRIO

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

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

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

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

O Comité de Ftica em Pesquisa solicita a V. S*. que ao término da pesquisa,
conforme cronograma apresentado, encaminhe a este comité um sumario dos resultados do
projeto, a fim de que seja expedido o certificado de aprovagdo final.

i / g /,,1_: /,‘-(/ w/
aod AT

“Pryf. Rerfato C. Zambrotti (
Coordenador do CEP-UNIGRANRIO

'Andreia Peter Christo
Secretaria do CEP/UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO ~ COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO
Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 - 25 de Agosto — Duque de Caxias — CEP: 25071-202
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ANEXO IV: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) referente a pesquisa proposta.

UNIVERSIDADE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(De acordo com as normas da Resoluc3o n® 485 do Conselho Nacional de Salde de 12/12/2012)

Adendo 30 Projeto intitulado: Peptideos e lipossomas funcionalizados para o desenvolvimento de sistemas de

diagnéstico sorolégico para Zika virus
i Responsdveis: André frederico Martins; Raphael Rangel das Chagas; Hury Hellen de Paula

Pesquisadores
Sergian Vianna Cardozo

O (A) Senhor (a) estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, Por favor, l2la este documento com bastante
atencdo antes de assind-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor (a) ndo consiga entender, converse com
0 pesquisador responsavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecd-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) ¢ explicar tudo sobre o estudo e solicitar a sud
permiss3o para participar do mesmo.

Qﬁfmsz::; Caso o paciente ndo tenha condigdes de ler e/ou compreender este TCLE, 0 mesmo poderd ser assinado

e datado por um membro da familia ou responsdvel legal pelo paciente.

Objetivo do Estudo
O objetivo geral do estudo é: Propor o desenvolvimento em laboratdrio de um teste soroldgico, de aita
especificidade e sensibilidade, para o diagnéstico de Zika virus.

; InclusSo de grupo controle em uma nova vertente do Projeto, que & a avaliagho de

Motivo do adendo:
mediadores quimicos inflamatérios de pacientes com arboviroses.

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

Descricdo do Estudo

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

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

Procedimento do Estudo

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

Beira Mar assim que foram processados no laboratério.

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

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

Beneficios para o participante
N3o ha beneficio direto para o participante desse estudo. Trata-se de estudo experimental em laboratério que busca um
método diagnéstico eficiente para a rapida detecgdo de Zika virus em pacientes que apresentam sintomatologia

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

estudo poderdo ajudar a na deteccdo de um teste diagnéstico eficiente para o Zika Virus.

Compensacio
Vocé nao receberd nenhuma compensacdo para participar desta pesquisa & também nlio terd nenhuma despesa
adicional.

udo é totalmente voluntaria, ou seja, vocé somente participa se quiser.
em nenhuma alteracdo no seu acompanhamento médico tio pouco alterard a
consentimento, vocé terd total liberdade de retird-lo a qualquer
ualsquer prejuizos & continuldade do tratamento e

Sua participagdo neste est!
A ndo participagdo no estudo ndo implicard
relacdo da equipe médica com 0 mesmo. Apds assinar o
momento e deixar de participar do estudo se assim o desejar, sem q

acompanhamento na instituicdo.
ssam afetar a sua seguranga ou Influenclar na sua decisio de continuar a

Novas Informaces
Queliguet: Boves Wi i vocé por escrito, Se vocd decidir continuar nesse estudo, terd que assinar um

no estudo serdo fornecidos a
gzmzf;ao) Termo de Consentimento para documentar seu conhecimento sobre novas Informagdes,
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UNIVERSIDADE

Em Caso de Danos Relaclonados & Pesquisa
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado),
o participante tem direito a tratamento médico na Institui¢do,

Utilizaclio de Reqgistros Médicos e Confidenclalidade

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

Os registros médicos que trazem a sua identificacio e esse termo de consentimento assinado poderdo ser inspecionados
por agénclas reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicagdes, contudo, sua identidade nSo serd
revelada nessas apresentagdes.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Dévida

Vocé terd acesso ao profissional responsével pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas. Os responsavels
pelo estudo nesta Instituicdo s¥o os Prof, Dr. Sergian Vianna Cardozo; André Frederico Martins (mestrando); Raphael
Rangel das Chagas (mestrando) e Hury Hellen de Paula (mestranda) que poderdo ser encontrado no Nucleo de Pesquisa

_§rn Doenscas Infecciosas da Universidade do Grande Rio (Unigranrio) ou nos respectivos telefones: 21 2672-7714 ou 21
8737-3532.

Declaracio de Consentimento

LI e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possivels beneficios e riscos. Tive

oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as minhas dividas foram esclarecidas. Entendo que estou livre para

gec;c:g- r;&o participar desta pesquisa. Entendo que ao assinar este documento, ndo estou abdicando de nenhum de meus
ireitos legals.

Eu autorizo a coleta de sangue e a utilizagdo dos meus registros médicos (prontudrios) pelo pesquisador, em prol desta
pesquisa.

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

Pesquisador responsavel Data
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ANEXO V: Mediadores onde ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimental e
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ANEXO VI: Quadro com resultados encontrados apds dosagem de mediadores por Luminex,

83

avaliag@o clinica dos prontudrios, resultados do valor de CT apds RT-qPCR e valores dos resultados

positivos para anticorpos anti IgG e anti IgM para CHIK.

Amostras Resultados Luminex para mediadores Avaliagdo clinica Valor do CT / RT-qPCR
Fase Aguda

46 eotaxin 1, MCP-1 1, IL-151 > febre, exantema, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, conjuntivite 20.31

57 IL-6 1N, eotaxin 1, IP10, MCP-11, IL-151 > febre, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia 18.97

78 eotaxin 1, MCP-1 1, IL-151 > febre, mialgia, artralgia ++/++4+, artrite, cefaleia, edema 18.42

79 MIP-1B, eotaxin 1%, IP10], MCP-11, IL-151 |> febre, exantema, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, conjuntivite 17.08

89 IL-6 P, IP10, IL-151 > febre, mialgia, artralgia ++/++4+, artrite, cefaleia, edema 20.08

91 eotaxin 1, P10, MCP-11, IL-15 > fe't)re,.n?ialgia, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia, 16.74
conjuntivite, edema 19.35

97 MCP-1 1, IL-151 > febre, exantema, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia

106 IL6 1, MCP-17, IL-157 > febrfe, exarftem.a., mialgia, artralgia ++/+++, artrite, 17.84
cefaleia, conjuntivite, edema

110 MIP-1B,, MCP-11, IL-151 > febre, mialgia, artralgia ++/++4+, artrite, cefaleia, edema 20.46

116 eotaxin 1%, IP10, MCP-11, IL-151 < febre, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, conjuntivite 19.62

120 IL-6 1, eotaxin P, IP10, MCP-11, IL-151 > febre, mialgia, artralgia ++/++4+, artrite, cefaleia 18.07

163 MIP-1B, eotaxin 1, MCP-11, IL-151 < febre, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia 21.74

164 IL-6 1N, eotaxin 1, IP10, MCP-11, IL-151 > febre, mialgia, artralgia ++/++4+, artrite, cefaleia 18.10

165 MIP-1B, eotaxin , MCP-14, IL-15 < fe'bre,'rr'ﬂalgia, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia, 18.83
conjuntivite, edema

166 MIP-1B8,, MCP-11, IL-151 < febre, exantema, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia 22.01

167 IL-6 1, eotaxin P, MCP-11, IL-151 < febre, artralgia ++/++4+, artrite, conjuntivite, cefaleia 16.27

180 IL-6 P, IP10, MCP-11, IL-151 < febre, artralgia ++/+++, artrite, conjuntivite, cefaleia 15.64

Fase Subaguda Resultados Luminex para mediadores Avaliagdo clinica anti 1gG anti IgM

6 MIP-1B8, IP1OD > febre, artralgia ++/+++, artrite, cefaleia 12.861 2.818

51 IP10, MCP-11, IL-151 < febre, exantema, artralgia +,cefaleia 1.062 0.351

56 P10, IL-151 > febre, mialgia, artralgia +,cefaleia 12.290 1.705

64 (N) < febre, mialgia, artralgia + 12.369 2.186

IL-6 1, eotaxin N, P10, MCP-17, IL-15,
98 IL-171, IFN-y D, TNF-a, IL-571, IL-41, > febre, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, edema 2.036 0.475
IL-18, IL-1ra
127 MIP-1B8{ < febre, exantema, mialgia, artralgia +, cefaleia 12.267 2.481
131 (N) < febre, exantema, mialgia, artralgia +, cefaleia 12.963 1.852
IL-6 1, eotaxin 1, IP10, MCP-11, IL-151,
137 EN-y D, IL-1B7 < febre, mialgia, artralgia ++/+++, artrite, conjuntivite, cefaleia 10.897 1.047




