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RESUMO

As arboviroses, principalmente dengue, Zika e chikungunya, tém se constituido em um dos
principais problemas de salde publica no mundo. Todavia, a infeccdo pelo CHIKV
particularmente apresenta um forte componente inflamatério envolvendo a imunidade inata e
adaptativa. Entretanto, os mecanismos imunoldgicos presentes na protecdo ou patogénese ndo
estdo ainda totalmente elucidados. Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar o
perfil soroepidemioldgico em individuos com suspeita clinica de chikungunya; associar 0s
niveis séricos das citocinas IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 com as fases de progressdo da doenga e
com a soropositividade IgM e 1gG anti-CHIKV. Trata-se de um estudo descritivo, transversal,
constituido por 393 casos suspeitos de chikungunya que foram encaminhados ao Laboratério
Central de Saude Publica do Estado do Ceard, em 2017, para diagndstico laboratorial. As
sorologias IgM e IgG anti-CHIKV/DENV/ZIKV e as quantificagdes das citocinas: IFN-y,
TNF, IL-6 e IL-10 foram realizadas pelo método ELISA. O perfil epidemioldgico deste
estudo foi caracterizado com predominio de casos provenientes do municipio de Fortaleza, do
sexo feminino e da faixa etaria de 40 a 59,9 anos. Do total, 71,0% (279/393) tiveram
sorologia IgM anti-CHIKV reagente, 67,4% (265/393) 1gG anti-CHIKV reagente e 57,3%
(225/393) foram reagentes para ambos IgM e 1gG anti-CHIKYV reagente. Dos individuos com
anticorpos IgM e/ou IgG anti-CHIK reagentes, 40,7% (138/339) estavam na fase aguda,
35,7% (121/339) pbs-aguda e 23,6% (80/339) na fase crdnica. Participantes do sexo feminino
com idade mais avancgada apresentaram um maior tempo de sintomas da doenga, 0 que sugere
gue sexo e idade possam ser fatores contributivos para a cronificacdo da doenca. A
positividade de anticorpos IgM anti-CHIKV ocorreu a partir do 3° dia do inicio dos sintomas,
com um maior nimero de casos entre 6 a 8 dias. Quanto a detec¢do de IgG anti-CHIKV,
houve uma concentracdo maior de casos entre 7 a 9 dias do inicio dos sintomas relatado. Foi
verificada persisténcia da circulacdo de IgM anti-CHIKV em uma proporc¢éo significante de
individuos com mais de 90 dias de sintomas (49/80). Codeteccdes IgM anti-CHIKV, anti-
DENV e/ou anti-ZIKV foram encontradas 54/393 das amostras (13,7%), com o predominio
entre chikungunya e dengue (45/54; 83,3%). Para todas as citocinas tituladas (IFN-y, TNF,
IL-6 e IL-10) foi verificado que o grupo agudo de chikungunya apresentou concentracoes
estatisticamente mais elevadas em relagcdo aos grupos po6s-agudo e cronico. Similarmente, foi
observado que individuos com sorologia reagente para IgM e ndo reagente para IgG anti-
CHIKYV apresentaram niveis significativamente mais elevados destas citocinas que os demais
grupos. Ao comparar as fases de progressdo de CHIK foi verificado que os niveis séricos de
TNF e IL-10 apresentaram um declinio mais acentuado na fase cronica quando comparada a
aguda e pds-aguda, ja os niveis de IFN-y diminuiram discretamente na fase pos-aguda,
contrastando com um aumento na fase cronica. Os niveis de IL-6 variaram de forma discreta
entre os periodos estudados. Os individuos com codeteccdo IgM anti-CHIKYV, anti-DENV e
anti-ZIKV apresentaram niveis estatisticamente mais elevados dessas citocinas quando
comparados com o grupo com deteccdo Unica anti-CHIK. Esses achados auxiliam a
compreensdo dos mecanismos de resposta imune da infeccdo por CHIK, sendo relevante para
um melhor conhecimento da imunopatologia e comportamento da doenca.

Descritores: Virus Chikungunya. Citocinas. Imunidade.



Seroepidemiological profile and evaluation of cytokines IFN-y, TNF, IL-6 and IL-10 in
individuals with suspicious clinical chikungunya during the 2017 epidemic in Ceara

ABSTRACT

Arboviruses, mainly dengue, Zika and chikungunya, have been one of the major public health
problems in the world. However, CHIKV infection particularly has a strong inflammatory
component involving innate and adaptive immunity. Nevertheless, the immunological
mechanisms present in the protection or pathogenesis are not yet fully elucidated. Thus, this
study aimed to investigate the seroepidemiological profile in individuals with clinical
suspicion of chikungunya; to associate serum levels of IFN-y, TNF, IL-6 and IL-10 cytokines
with the disease progression stages and seropositivity IgM and anti-CHIKV IgG. This is a
descriptive cross-sectional study consisting of 393 suspected chikungunya cases that were
referred to the Central Public Health Laboratory of the State of Ceara in 2017 for laboratory
diagnosis. Anti-CHIKV / DENV / ZIKV IgM and IgG serologies and cytokine
quantifications: IFN-y, TNF, IL-6 and 1L-10 were performed by ELISA. The epidemiological
profile of this study was characterized with a predominance of cases from the city of
Fortaleza, female and aged from 40 to 59.9 years. Of the total, 71.0% (279/393) had reagent
IgM anti-CHIKYV serology, 67.4% (265/393) reagent anti-CHIKV 1gG and 57.3% (225/393)
were reagent for both IgM and IgG anti-CHIKV. Of the subjects with IgM and / or 1gG
reactive anti-CHIK antibodies, 40.7% (138/339) were in the acute phase, 35.7% (121/339)
post-acute and 23.6% (80/339) in the chronic phase. Older female participants had a longer
time of symptoms of the disease, suggesting that gender and age may be contributing factors
to disease chronicity. The positivity of anti-CHIKV IgM antibodies occurred from the 3rd day
of symptom onset, with a larger number of cases between 6 to 8 days. Regarding the detection
of anti-CHIKV IgG, there was a higher concentration of cases within 7 to 9 days of onset of
symptoms reported. Persistence of anti-CHIKV IgM circulation was observed in a significant
proportion of individuals with more than 90 days of symptoms (49/80). Anti-CHIKYV, anti-
DENV and/or anti-ZIKV IgM codetections were found in 54/393 of the samples (13.7%),
with the predominance between chikungunya and dengue (45/54; 83.3%). For all titrated
cytokines (IFN-y, TNF, IL-6 and IL-10) it was found that the group acute chikungunya had
statistically higher concentrations than the post-acute and chronic groups. Similarly,
individuals with IgM reagent and non-reactive CHIKV IgG serology were found to have
significantly higher levels of these cytokines than the other groups. When comparing the
phases of CHIK progression, it was found that the serum levels of TNF and IL-10 showed a
more pronounced decline in the chronic phase as compared to acute and post-acute, while
IFN-y levels decreased slightly in the post-acute phase, in contrast to an increase in the
chronic phase. I1L-6 levels varied weakly between the periods studied. Individuals with IgM
codetection anti-CHIKV, anti-DENV, and anti-ZIKV had statistically higher levels of these
cytokines compared to the single anti-CHIK detection group. These findings help to
understand the mechanisms of CHIK infection immune response, being relevant for a better
understanding of the immunopathology and behavior of the disease.

Keywords: Chikungunya Virus. Cytokines. Immunity.
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1. INTRODUCAO

1.1 ARBOVIRUS

O termo arbovirus se refere aos virus transmitidos por artropodes (Arthropod-borne
virus), sendo assim designados por parte de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos e por
apresentarem veiculacdo por artropodes. Aedes aegypti e Aedes albopictus estdo entre os
principais vetores responsaveis pela transmissdo das arboviroses em todo o mundo, essa
transmissdo ocorre quando o0 mosquito se alimenta de um individuo infectado, o virus entdo
infecta as glandulas salivares do vetor, para posteriormente, durante a hematofagia, inocular o
virus no proximo hospedeiro suscetivel. Isso contribui para a constituicdo de uma cadeia de
transmissdo que pode resultar em epidemias, com a maioria dos casos, ocorrendo apds chuvas
sazonais, periodo que favorece um maior nimero de criadouros e consequentemente a
propagacao dos vetores. (HOARAU et al., 2010; PATTERSON et al., 2016).

As espécies dos vetores possuem grande capacidade de dispersdo e adaptacéo,
podendo ser encontradas em areas urbanas, suburbanas e rurais, em regifes tropicais e
subtropicais. No Brasil, 0 A. aegypti é o principal vetor transmissor, predominando em areas
urbanas, sendo de caracteristicas domésticas e habitos mais comumente diurnos (PIALOUX
et al., 2007; MEDLOCK; LEACH, 2015). A proliferacdo desses transmissores € favorecida
por condicionantes, tais como: mudancas climaticas, desmatamentos, migracdo populacional,
ocupacdo desordenada de areas urbanas e precariedade das condi¢des sanitarias, podendo
ocasionar uma amplificagdo da transmiss&o viral e iniciar surtos epidémicos (RUST, 2012).

Os Arbovirus que causam doencgas em humanos sdo membros de cinco familias virais:
Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae, Flaviviridae e Togaviridae (RUST, 2012). Destas,
as duas Gltimas sdo as mais comumente associadas a epidemias no Brasil, particularmente
Zika, dengue e chikungunya (CHIK).

O virus Zika (ZIKV) e o virus Dengue (DENV) pertencem a familia Flaviviridae,
género Flavivirus e apresentam transmissdo por meio de vetores artropodes quase na sua
totalidade pela familia culicidae do género Aedes. Outras vias sS40 menos comuns, mas ja
foram relatadas transmissdes de ZIKV por: via sexual, congénita, transfusdo sanguinea,
transplantes e acidentes laboratoriais (I0OOS et al., 2014; MUSSO et al., 2016; HENNESSEY

et al., 2016). A dengue é uma doenca infecciosa tropical, febril e aguda. O virus Dengue
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apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-
4, quanto ao ZIKV, séo descritas duas linhagens: africana e asiatica (GUBLER, 1998).

A familia Togaviridae foi definida como uma familia distinta, apresentando dois
géneros: Alphavirus, que retine virus transmitidos por artrépodes, e Rubivirus, contendo uma
Unica especie, o virus da Rubéola (STRAUSS; STRAUSS, 1994).

O virus Chikungunya (CHIKYV) pertence ao género Alphavirus, advindo da Africa,
causador de uma infeccdo comumente caracterizada por febre aguda que progride para
artralgia grave e persistente na fase cronica da doenca. O significado chikungunya tem origem
do idioma Makonde, que quer dizer: curva-se ou torna-se contorcido, referindo-se a postura de
flexdo de individuos infectados com o virus, causada pela artralgia dolorosa, uma das
caracteristicas marcantes da infeccdo (AZEVEDO et al., 2015). Além do CHIKYV, os alfavirus
artritogénicos compreendem: o virus Ross River (RRV), virus da floresta de Barmah (BFV),
O'nyong-nyong virus, o grupo Sindbis de virus e o virus Mayaro (SUHRBIER et al., 2012).

Desde a década de 80, o Brasil é uma regido endémica para dengue, mas apenas
recentemente, desde 2015, convive com epidemias de Zika e CHIK (SERRA et al., 2016). No
Ceard, a dengue apresentou periodos endémicos e epidémicos, com o registro de sete grandes
epidemias nos anos: 1987, 1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e 2015 (CEARA, 2019a). A figura 1
representa a distribuicdo de casos de arboviroses de 1986 até 2019 no estado do Ceard,
iniciando apenas com dengue e posteriormente com a circulagdo de Zika e chikungunya
(CEARA, 2019c¢).

Os arbovirus que causam dengue, Zika e chikungunya apresentaram uma rapida
expansdo nos Ultimos anos, delineando um cenario marcado pela coexisténcia de arboviroses,
constituindo-se em um dos principais problemas de satde publica do mundo (PATTERSON
etal., 2016).
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Figura 1: Incidéncia anual dos casos confirmados de dengue, chikungunya e Zika, segundo
ano do inicio dos sintomas e a introducao dos arbovirus e sorotipos implicados, Ceara, 1986 a
2019.
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Fonte: Ceara, 2019c, boletim epidemioldgico.

1.2 CHIKUNGUNYA

1.2.1 Histdrico e Epidemiologia

Inicialmente, a doenca foi denominada de dengue-like, por possuir sintomas
semelhantes aos da dengue, no entanto, a artralgia causada pelo CHIKV tende a ser mais
pronunciada, podendo durar semanas, meses ou mesmo anos, sendo um sinal clinico que pode
distinguir a infeccdo causada pelo CHIKV da infeccdo pelo DENV (HOARAU et al., 2010;
WEAVER, 2014).

O CHIKYV foi isolado pela primeira vez na Tanzania em 1952. Por trés décadas, a
CHIK causou surtos esporadicos em paises africanos e asiaticos. Nesse periodo, permaneceu
confinado & Africa Oriental e Sudeste da Asia, resultando em epidemias pronunciadas nessas
regibes, como a que ocorreu entre 1999 e 2000 na Republica Democratica do Congo, onde
afetou cerca de 50.000 pessoas, subsequentemente na Indonésia entre 2000 — 2003
(HORCADA et al., 2015). Essa restricdo geografica comegou a mudar em 2004, quando uma
epidemia iniciada na Africa se espalhou por ilhas do Oceano Indico, afetando cerca de 500
mil individuos em dois anos (BURT et al.,, 2012). Em 2006, nas llhas da Reunido, uma
epidemia foi resultado de mutagdes virais que permitiram uma melhor adaptacdo do virus,
levando a uma transmissibilidade mais eficaz pelo Ae. albopictus, contribuindo para uma
grande expanséo da doenca (HONORIO et al., 2015).
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O CHIKYV apresenta apenas um sorotipo, porém, as epidemias relatadas ao longo da
historia foram causadas por diferentes genotipos, identificados desde a sua descoberta em
1952, sdo eles: Asiatico; Leste-Centro-Sul-Africano (ECSA); Oeste Africano (QUEYRIAUX
et al., 2008; NUNES et al., 2015; PATTERSON et al., 2016); e a linhagem do Oceano indico,
que foi identificada em 2004 como descendente do genotipo ECSA (TSETSARKIN et al.,
2007) (Figura 2) .

Figura 2: Propagacdo e distribuicdo do CHIKYV e seus vetores.
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Fonte: Adaptada de Rezza, 2019.

A linhagem do Oceano indico (IOL) causou epidemias explosivas em ilhas da india e
Asia entre 2005 e 2011. Varias cepas de 10L contém mutacdes que aumentam a infectividade
e a transmissibilidade na espécie Ae. albopictus. Casos importados causaram surtos limitados
em regides temperadas onde apenas 0 Ae. albopictus estava presente. Em 5 de dezembro de
2013, infecgdes pelo gendtipo asiatico CHIKV foram relatadas na ilha de Saint Martin, no
Caribe, 0 que registrou o estabelecimento do ciclo mosquito-humano do CHIKV nas
Américas. Em 31 de outubro de 2014, 1.222.000 casos suspeitos de CHIK foram notificados
nas Américas e infecgdes autdctones foram confirmadas em 50 territorios da regido (NUNES
etal., 2015).

No Brasil, os primeiros casos autoctones de CHIKV foram detectados em 13 de

setembro de 2014, na cidade de Oiapoque, estado do Amapa, e sete dias depois na cidade de
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Feira de Santana, no estado da Bahia. Apos andlises genéticas dos virus, foram detectadas as
linhagens: asiatica em Oiapoque e ECSA em Feira de Santana (TAUIL, 2014; TEIXEIRA et
al., 2015; NUNES et al., 2015).

No Ceara, foram registrados os primeiros casos importados em 2014 e inicio de 2015.
A ocorréncia de casos da chikungunya de forma autdctone no Ceara deu-se em novembro do
ano de 2015, com a confirmacdo de um caso residente no municipio de S& Gongalo do
Amarante, municipio do principal complexo portuario do estado (Pecém). O segundo caso
autoctone ocorreu em Fortaleza, no més de dezembro de 2015, este associado ao contato com
caso confirmado laboratorialmente importado do estado do Pernambuco (SIMIAO et al.,
2019).

Em 2016, houve transmissdo sustentada da chikungunya no estado do Ceard,
caracterizando um cenario epidémico, com 49.516 casos suspeitos, sendo que 63,6%
(31.482/49.516) foram confirmados, distribuidos em 80,8% (139/172) dos municipios
(CEARA, 2016). No ano de 2017, a partir do més de fevereiro, observou-se uma elevagéo
macica de chikungunya quando comparado as demais arboviroses e a0 mesmo periodo no ano
de 2016, caracterizando um cenario epidémico no estado do Ceara (CEARA, 2017). Nesse
periodo, foram encaminhadas ao Laboratorio Central de Saude Publica do Estado do Ceara
(LACENY/CE) por intermédio das unidades de satde de Fortaleza e de varios municipios do
estado do Ceara, 60.607 amostras de soro de casos suspeitos de chikungunya para realizacao
de diagndstico laboratorial. Foi observado um pico de casos suspeitos na cidade de Fortaleza,
capital do estado, com uma frequéncia de 24.354 (40,18%). Considerando todos os casos,
houve um predominio no sexo feminino (75,19%). Destes, 41.329 foram confirmados por
sorologia IgM anti-CHIKV, logo a frequéncia em amostras bioldgicas referenciadas ao
LACEN/CE, em 2017, foi 68,19% . Esses dados foram retirados do sistema gerenciador de
ambiente laboratorial (GAL). J4 em 2018, houve uma redu¢do acentuada na incidéncia, até a
semana epidemioldgica (SE) 52 (22/12/2019 a 28/12/2019) foram notificados 5.217 casos
suspeitos de chikungunya, destes, apenas 27,0% (1.413/5.217) foram confirmados e 70,0%
(3.656/5217) descartados (CEARA, 2019a). Conforme o boletim epidemioldgico publicado
no dia 13 de dezembro de 2019, correspondente a SE 49 (01/12/2019 a 07/12/2019), foram
notificados 5.623 casos suspeitos de chikungunya no Ceara em 2019, destes, 18,2%
(1.026/5.623) foram confirmados e 74,4% (4.187/5.623) descartados (CEARA, 2019c).
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1.2.2 Estrutura do virus e sua replicacao

Os alfavirus sdo virus pequenos, esféricos e encapsulados, com 60-70 nm de diametro.
Suas particulas virais possuem envelope lipidico, capsideo de simetria icosaédrica e genoma
constituido de Acido Ribonucleico (RNA). No envelope lipidico estdo inseridas em sua
superficie glicoproteinas virais E1 e E2, as quais se associam em heterodimeros, formando 80
trimeros, e na periferia tem a presenca da glicoproteina E3 (UCHIME et al., 2013). O
nucleocapsideo é constituido de uma proteina C do capsideo viral e de uma molécula de RNA
(STRAUSS, STRAUSS, 1986). O genoma deste arbovirus € composto por um RNA de fita
simples com polaridade positiva, medindo aproximadamente 11,8 quilobases (kb) de
comprimento e codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) e cinco
proteinas estruturais: proteina C, o peptideo sinal para E1 (6k) e as glicoproteinas E1, E2 e E3
(Figura 3) (THIBERVILLE et al. 2013; WOLFEL et al., 2015). O genoma apresenta duas
origens de replicacdo: uma extremidade, mais curta 5°, com metilguanosina, enquanto que a

regido mais longa 3’ é poliadenilada (CHEN et al., 2013).
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Figura 3: Estrutura do CHIKV e seu genoma.
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Fonte: Adaptada de Scoot, 2015.

A replicacdo de CHIKV comeca com a ligacdo do envelope viral aos receptores do
hospedeiro (FENNER et al., 1974; WOLFEL, et al., 2015). Os receptores para CHIKV ainda
ndo foram identificados, mas um papel tem sido proposto para os receptores de laminina,
glicosaminoglicanos e moléculas DC-SIGN (molécula ndo integrina, captadora da molécula
de adesdo intercelular 3 e especifica das células dendriticas) na infeccdo em vertebrados
causada por alfavirus. O virus entra na célula-alvo por endocitose de vesiculas revestidas de
clatrina. Durante a transferéncia para endossomos, o ambiente de baixo pH leva a
reorganizacdo conformacional do complexo de envelope viral E1-E2, exposicdo do peptideo
de fusdo El e subsequente fusdo com a membrana endossomica, permitindo a liberagcdo do
nucleocapsideo no citoplasma. Ap6s a entrada na célula do hospedeiro, o0 RNA viral é
transcrito em uma poliproteina que, ao sofrer clivagem proteolitica, origina quatro proteinas
ndo-estruturais (nsP1-4). Essas proteinas se associam para formar um complexo funcional de
replicacdo viral com funcdo de gerar um RNA intermediario de sentido negativo, que sera
utilizado como molde para a sintese do RNA gendmico 49S e do mRNA subgendmico
(SOLIGNAT et al., 2009, LUM & NG, 2015).

Durante a replicacdo, quando a concentragdo de nsP123 esta elevada o suficiente, o
precursor € subsequentemente transformado em proteinas maduras, que regulam a sintese de
RNA cadeia positiva e amplificacdo de 26S. Este passo € regulado pelas funcdes de nsP2,
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helicase e proteinase. O 26S serve como mRNA para a tradugdo da poliproteina precursora C-
pE2-6k-E1 e producdo de proteinas estruturais. No final do ciclo replicativo a poliproteina
pE2-6k-E1-C é processada em proteinas estruturais maduras. A atividade de serina protease
libera o capsideo C (CHEVILLON et al., 2008).

O mRNA 26S subgendmico é traduzido para codificar a proteina do capsideo (C),
duas glicoproteinas do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptideos (E3 e 6K). O capsideo é
entdo liberado para o citoplasma apds sofrer processamento por serina endopeptidases. As
proteinas estruturais restantes migram para o reticulo endoplasmatico onde sofrem
modificacbes pds-traducionais (SOLIGNAT et al., 2009, THIBERVLLE et al., 2013, LUM &
NG, 2015).

Apbs o transporte para o complexo de golgi, o heterodimero formado (pE2-E1) migra
para a superficie celular e durante essa etapa a pE2 é clivada por uma proteinase furina ou
semelhante para formar as glicoproteinas E2 e E3. Posteriormente, as glicoproteinas E1 e E2
formardo um dimero e serdo transportadas para a membrana plasmatica da célula hospedeira
onde serdo incorporadas na superficie do virion sob a forma de espiculas triméricas
(EKSTROM et al., 1994). Além disso, as proteinas do capsideo irdo se associar no citoplasma
para formar um nucleocapsideo icosaédrico que contétm o RNA gendmico 49S. Durante o
brotamento, o nucleocapsideo se liga ao E2 por um processo de maturagdo e sera entdo
direcionado a membrana celular (SUOMALAINEN et al., 1992). Durante esta etapa, 0 virion
maduro ira adquirir uma bicamada de membrana proveniente da célula hospedeira
(SOLIGNAT et al., 2009, LUM & NG, 2015). A montagem viral é guiada eletrostaticamente
pela ligacdo do nucleocapsideo e o recrutamento de glicoproteinas associadas as membranas.
A particula montada, de forma icosaédrica, finalmente, brota na membrana da célula e torna-
se um virion envelopado (Figura 4) (KIELIAN; REY, 2006).
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Figura 4: Ciclo replicativo do CHIKV em células de vertebrados.
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1.2.3 Imunopatogénese

O conhecimento acerca da rota de infeccdo do CHIKV ainda é limitado, no entanto,
sabe-se que apds a sua transmissdo ocorre a inoculagcdo do virus e esse penetra diretamente
nos capilares subcutaneos, onde imediatamente comeca a sua replicagdo em células da pele,
como macréfagos, fibroblastos e células endoteliais. Logo apds, os virus migram para 0S
linfonodos préximos ao ponto de inoculacdo, onde infectam mondcitos e macréfagos. Dessa
forma, os virus transportados pelas células atingem rapidamente o sistema circulatério,
espalhando-se por diferentes locais, como masculos, articulagdes, figado e cérebro (Figura 5).
A resposta inicial é mediada pela a¢do do interferon tipo | (IFN-1) (SCHILTE et al., 2013),
cujas funcbes sdo enviar sinais para células vizinhas ndo infectadas para reduzir a sintese de
proteinas, ativar células imunes ou enviar sinais de apoptose (SOURISSEAU et al., 2007) A
falha nos mecanismos reguladores da resposta imunoldgica do hospedeiro pode ser a causa da
inflamacdo persistente no tecido sinovial manifestada como artrite cronica. Experimentos em
modelos animais mostraram que a auséncia de receptores de IFN do tipo | era crucial para

letalidade da doenca (COUDERC et al., 2009). A persisténcia da artralgia e a expressdo da
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atividade inflamatoria podem ser associadas a elevados niveis de IL-6 na fase cronica da
doenga (CHOW et al., 2011; HORCADA et al, 2015).

Figura 5: Patogénese da infeccdo por CHIKV.
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As células monociticas migram para os tecidos sinoviais contribuindo de forma
significante para a inflamacdo persistente nas articulacfes, apesar da auséncia de virus no
sangue durante a fase cronica da doenga (TSETSARKIN et al., 2007).

Estudos em modelos animais mostraram que a deplecdo de macrdéfagos diminuiu
consideravelmente o inchaco/edema, causado pela infeccdo por CHIKV, nesse sentido uma
abordagem possivel seria a de que a exacerbacdo da resposta imune poderia contribuir para
indugdo da infeccdo por CHIKV (BURT et al, 2012). Pesquisas em modelo de
experimentacdo animal apresentaram achados que sdo consistentes com a teoria da
persisténcia do CHIKV no tecido sinovial, onde o CHIKV foi detectado no tecido articular
dos primatas ap6s 90 dias de infeccdo, juntamente com sinais evidentes de inflamacé&o crénica
(LABADIE et al., 2010).

No que diz respeito ao IFN do tipo Il, ou Interferon gama (IFN-y), é produzido

principalmente por células NK (natural killers) e linfocitos T ativados. Via de regra, pacientes
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que conseguem controlar bem a infeccdo por CHIKV, normalmente expressam altos niveis
dessas citocinas (WAUQUIER et al., 2011).

Os casos mais graves da infec¢do por chikungunya dependem diretamente da acdo de
multiplos fatores, dentre eles, a persisténcia viral, mecanismos e fatores associados a
reativacdo do virus nas articulagdes, evasdo da resposta imune, resposta imune descontrolada
de citocinas pré-inflamatorias e reatividade cruzada com autoantigenos (POO et al., 2014;
GOUPIL; MORES, 2016; BURT et al., 2017).

1.2.4 Resposta Imune a infec¢éo pelo CHIKV

A defesa contra micro-organismos é mediada por reacdes iniciais da imunidade inata e
por respostas tardias na imunidade adaptativa. Os mecanismos que normalmente protegem os
individuos das infecgdes também sdo capazes de provocar lesdo tecidual e doencas em
algumas situactes (ABBAS et al., 2012).

O inicio da infec¢cdo causada pelo CHIKV coincide com o aumento do titulo viral, que
desencadeia a ativacdo de uma resposta imune inata, primeira linha de defesa do organismo
contra patdgenos invasores, cuja caracteristica principal é a produgdo de IFN-I. Os pacientes
eliminam o virus em cerca de uma semana apos a infeccdo, momento onde ha evidéncia de
imunidade adaptativa especifica ao CHIKV (Figura 6) (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).
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Figura 6: Resposta imune ao CHIKV.
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Na fase aguda ocorre ativacdo da imunidade inata para combater a propagacao,
replicacdo e disseminacdo viral, logo, é esperada uma rapida e elevada producédo de citocinas
pré-inflamatérias (IFN-o, IFN-B, IFN-y, IL-2, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, L-17 e IL-18),
citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e 1L-10), quimiocinas (Fator Estimulador de Col6nias
Granulécitos - Macréfagos / GM-CSF, IP-10, MCP-1, Monoquina Induzida por Interferon
Gama / MIG, Proteina Inflamatéria de Macréfago / MIP-la e MIP-1b) e fatores de
crescimento (Fator de Crescimento de Fibroblastos Basico - FGF) (HOARAU et al., 2010;
WAUQUIER et al., 2011, TENG et al., 2015).

A fase pos-aguda envolve principalmente macr6fagos (CHOW et al., 2011) e
apresenta mediadores pro-inflamatérios (HOARAU et al., 2010). A medida que a doenca
progride para a fase cronica, a IL-17 torna-se detectavel. Sendo que a persisténcia da artralgia
pode ser associada a elevados niveis de IL-6 e de G-CSF (CHOW et al., 2011).

Niveis séricos mais elevados de IL-1f, RANTES/CCL5 e outros fatores pro-
inflamatorios, como IFN-a, IL-6 e a proteina de 10 kDa (IP-10, também CXCL10) foram
encontrados em pacientes com doenca grave por CHIKV, com poliartrite severa, em
comparagdo aqueles com doenga mais leve, apontando o envolvimento desses mediadores
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imunes como causa das dores cronicas nas articulacdes e nos musculos (HOARAU et al.,
2010; NG et al., 2009). Indicando ainda, que niveis elevados desses mediadores podem ser
utilizados como marcador de mau progndstico da doenca (NG et. al., 2009).

A resposta inflamatoria ao virus leva a eliminagdo viral no sangue e a recuperacao
clinica do paciente. Em um grupo de individuos, a artralgia e mialgia podem persistir,
culminando em casos de sindrome artritica debilitante que pode durar até mais de 1 ano.
(HOARAU et al., 2010). Petitdemange et al., 2015 relataram que pacientes com doenca
cronica desenvolvem uma grave inflamacéo sistémica com altos niveis de citocinas do perfil
Th2, IL-4 e IL-13 e isto pode estar associado aos elevados niveis de TNF-a, IL-8, IL-6 e IL-
12 produzidos na fase aguda, ou seja, forte resposta Th1 durante a infecgdo aguda. Entre essas
fases, macrofagos sdo ativados para regular a inflamacdo e um ciclo vicioso de producéo de
IL-6/RANKL pode também estar associado a persisténcia da doenca (Figura 7) (DUPUIS-
MAGUIRAGA et al., 2012, NORET et al., 2012, PHUKLIA et al., 2013).

Figura 7: Imunopatologia do CHIKV.
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Contudo, assim como outros virus, é possivel que CHIKV tenha desenvolvido
mecanismos para modular a resposta imune do hospedeiro, e um dos principais candidatos é a

proteina ndo estrutural (nsP2) que atua desligando o sinal de IFN tipo I, portanto, inibindo a
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sintese de receptores de IFN tipo I, e ocasionando uma diminuicdo da resposta imune frente
ao patdégeno (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; TENG et al., 2011).

Na infeccdo crénica, a presenca de infiltrados de células inflamatdrias e replicacédo
viral em tecidos como os musculos, sugerem a persisténcia do virus pela continuidade de
replicacdo em tecidos-alvo, especialmente, tecidos articulares, onde a replicacdo leva ao
recrutamento de células inflamatérias com capacidade migratéria, como mondcitos,
macrofagos e células NK, o que em longo prazo desencadeia a patologia do tecido
musculoesquelético (GOUPIL; MORES, 2016). A resposta inflamatoria coincide com niveis
elevados de mediadores e infiltracdo de células imunes em articulagdes infectadas e tecidos
circundantes (BURT et al., 2017). Ocorre também a persisténcia de imunoglobulina do tipo M
(IgM) circulante e desenvolvimento de artrite reumatoide. Estes podem estar associados em
um menor ou maior grau a predisposi¢cdes genéticas individuais (PATTERSON et al., 2016).

O estabelecimento da resposta imune adaptativa ocorre ja nos estagios iniciais da
infeccdo com ativagdo e proliferacdo de células TCD8+ precocemente, envolvendo citocinas
antivirais e uma forte resposta inflamatdria. Posteriormente, foi observado apoptose mediado
por expressdo de CD95 induzida por CHIKV em células T CD4+ nos primeiros dois dias de
sintomas, sugerindo apoptose precoce deste tipo celular, compativel com o quadro de
linfopenia desenvolvido por pacientes com a infecgdo por CHIKV. Em estagios mais tardios
da fase aguda foram caracterizadas respostas acentuadas de células T CD4+ e producdo de
proteinas pro-inflamatorias, com aumento de IFN-y, IL-7 e IL-12 (WAUQUIER et al., 2011).

A producdo precoce de resposta imune especifica também pode ser explicada pela
regulacdo positiva de citocinas como IL-4 e IL-10 que ativam as células B. Os anticorpos
produzidos atuam prioritariamente nas proteinas expostas do envelope viral E1 e E2. Os
anticorpos IgM anti-CHIKV sédo detectados poucos dias ap6s o inicio da infeccdo, até a
segunda semana da doenca, coincidindo com o aumento de imunoglobulina do tipo G (1gG)
anti-CHIKV que permanece na fase tardia da infecgdo aguda, e ainda na fase cronica, com
duracdo de anos apo6s a infeccdo, proporcionando assim uma forte imunidade antiviral que
previne sintomas clinicos no caso de uma segunda infec¢do pelo CHIKV (FOX; DIAMOND,
2017).

O quadro 1 detalha algumas caracteristicas de estudos anteriores, realizados acerca da
resposta imune a CHIK, no periodo de 2009 a 2018.



Quadro 1: Caracteristicas dos estudos da literatura referentes a avaliacdo de citocinas em casos de chikungunya.
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Fase

da Doenca ]

Aguda

IL-6

IL-10| TNF

IL-7

IL-8

IL-18 | IFN-a | IFN-B | I1L-12 | IL-17

N Citocinas

Néo-Reumatico

IL-4 (MCP-1|IL-21 | IL-22 | IL-27 | IL-29 | IL-15 Autores/Ano Grupos Tipo N Testadas/ Método Amostra | Tempo de sintomas Local
2-19 dias (mediana .
Ng et al. 2009 Agudo Transversal | 10 30/M P N Cingapura
4,5 dias)
Hoarau et al., 2010 Agudo Prospectivo | 49 11/E P média de 4 dias | Ilhas Reunido
Chow et al. 2011 Agudo Caso-controle [ 30 21/M P média de 4 dias Cingapura
Wauquier etal., 2011 Agudo Prospectivo | 69 50/M P 0-7 dias Gabdo
Kelvinetal., 2011 Agudo Prospectivo | 50 13/CF S N/ Itélia
Chaaithania et al., 2011 Agudo Prospectivo | 22 30/M S N/I india
Chirathawom et al., 2013 Agudo Prospectivo | 28 17/M S 2-6 dias Tailandia
Venugopalan et al., 2014 |  Sintomético Prospectivo | 132 11/E S 0-30 dias india
Dantas et al., 2016 Reumitico | o gversal | 75 5/E s N/l Recife-BR
Né&o-Reumatico
Chang et al., 2018 Agudo (dor | 0 controle | 121 10/M s NIl Colbmbia
articular)
Hoarau et al., 2010 Cronico Prospectivo | 49 11/E P média de 12 meses | llhas Reunido
. 6 meses e 12 . .
Kelvinetal., 2011 Prospectivo | 50 13/CF S N/ Itélia
meses
. Chaaithania et al., 2011 10 meses Prospectivo | 22 30/M S N/I India
Convalescenca média 10 dias
cedo
Chow et al. 2011 Convalescenca | < controle | 30 21/M P media de 4-6 Cingapura
tardia semanas
Crdnico média de 2 a 3 meses
- . Dantas et al., 2016 ReUTBtCO € | 1 sversal | 75 5/E s NI Recife-BR

Associacao nao significante

Associacao significante (correlagdo positiva)

Associacao significante (correlacédo negativa)

Nao investigado

Fonte: Elaborado pela autora.

E - ELISA
M — Multiplex

P — Plasma
S —Soro

N — NUmero amostral
N/l — Nao Informado

CF — Citometria de Fluxo
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1.2.5 Manifestacoes Clinicas

A chikungunya apresenta um periodo de incubacdo de 2-7 dias, no qual
aproximadamente 95% das pessoas infectadas desenvolverdo sintomas, consistindo em febre
alta (chegando a 39-40 °C em alguns casos), dores de cabeca, erupcdo cutanea, mialgia e
dores articulares graves. O CHIKV causa uma infeccdo caracterizada por um inicio abrupto
de febre coincidente com a viremia (VIJAYAKUMAR et al., 2011; GOUPIL; MORES,
2016).

A poliartralgia e/ou poliartrite geralmente comecam na época do inicio da febre e
normalmente sdo simétricas. As articulacBes periféricas (articulacbes interfalangicas, punhos
e tornozelos) e grandes articulagbes (como ombros, joelhos e coluna) sdo frequentemente
afetadas (STAIKOWSKY et al., 2009; VIAJAYAKUMAR et al., 2011). Os sintomas
articulares podem ocorrer de maneira flutuante, mas geralmente ndo muda a localizagédo
anatdmica, persistindo por meses a anos (BRASIL, 2017).

A manifestacdo cutdnea pode aparecer 2 a 4 dias apos o inicio da febre, geralmente
uma erupgao maculopapular (muitas vezes pruriginosa), ocorrendo no tronco e nos membros e
raramente na face (BURT et al., 2012; THIBERVILLE et al., 2013).

A doenca pode evoluir em trés fases: aguda, pds-aguda e crénica. Apos o periodo de
incubacdo inicia-se a fase aguda ou febril, que dura até o décimo quarto dia do inicio dos
sintomas. Alguns pacientes evoluem com persisténcia das dores articulares apos a fase aguda,
caracterizando o inicio da fase pds-aguda, com duracdo de até trés meses. Quando a duracao
dos sintomas persiste além dos trés meses atinge-se a fase cronica (BRASIL, 2017).

Na fase aguda, as artralgias sdo predominantemente periféricas envolvendo tornozelos,
punhos e falanges e podem ser incapacitantes. A dor articular é principalmente poliarticular,
bilateral e simétrica. Cerca de 10-20% dos pacientes acometidos pelo CHIKV, pode entrar em
uma fase poliarticular persistente que pode até se assemelhar a artrite reumatoide (AR)
(SUHRBIER et al., 2012). O tratamento da dor envolve todas as fases da doenca e nao apenas
as fases poOs-agudas e cronicas, devendo ser efetivo desde os primeiros dias de sintomas. A
dor aguda tratada de forma inadequada € uma das principais causas de sua cronificagéo, e
desencadeia outros sintomas como a depressao, a fadiga e os distarbios do sono. Na infecgédo
pelo CHIKV existe a necessidade de uma abordagem eficaz no controle da dor visando

inclusive diminuir o tempo de doenga clinica (BRASIL, 2017).
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O espectro das manifestacBes reumaéticas e musculoesqueléticas pds-chikungunya
podem incluir além da persisténcia da dor, quadros autoimunes como a artrite reumatoide.
Além disso, embora menos comuns manifestacGes graves, incluindo doenca gastrointestinal,
complicacdes neuroldgicas como meningoencefalite e convulses, doenca cardiovascular,
manifestacBes hemorragicas foram relatadas. Estas manifestacBes graves sdao mais frequentes
em criangas, idosos e pessoas que tém comorbidades subjacentes, podendo ser fatais.
Transmissao vertical foi relatada pela primeira vez durante a epidemia nas llhas da Reunido e
ocorreu em 50% das mulheres com viremia no parto (periodo puerpério e imediatamente
anterior ao parto). A transmissdo vertical de mée para filho € incomum, mas todos 0s recém-
natos infectados durante o trabalho de parto apresentaram doenga sintomatica com
manifestacdes graves (50%), incluindo encefalopatia em até 90% dos casos (GERARDIN et
al., 2008; GOUPIL; MORES, 2016).

Existe um forte componente inflamatério associado a infeccdo causada pelo CHIKV,
levando a uma resposta que coincide com a elevacdo dos mediadores imunoldgicos seguido
pela infiltracdo de células imunes em articulagdes infectadas e tecidos circundantes, mas até o
momento ndo ha tratamento antiviral especifico (BURT et al., 2012). A terapia geralmente
utilizada é paliativa. Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE) (ibuprofeno, naproxeno,
diclofenaco, nimesulida, &cido acetilsalicilico, associacBes, entre outros) ndao devem ser
prescritos na fase aguda da doenca devido ao maior risco de complicagdes renais e de
sangramento aumentado desses pacientes, além da necessidade de realizar o diagnostico
diferencial para excluir quadros de dengue, o que muitas vezes ndo é possivel. O uso da
aspirina na fase aguda também esta associado ao aparecimento da sindrome de Reye, com
presenca de hepatotoxicidade e rapida progressdo a encefalopatias e confusdo mental. Os
corticosteroides também séo contraindicados na fase aguda, devido a riscos de complicacdes
(BRASIL, 2017).

Em uma proporcdo de pacientes, a artrite ocasionada pelo CHIKV pode entrar em uma
fase persistente cronica, onde a terapia ndo é muito clara. Muitos pacientes continuam a
receber o hidroxicloroquina (HCQ) sem qualquer evidéncia de beneficio. Um estudo que
comparou a eficicia da terapia tripla (hidroxicloroquina, sulfassalazina e metotrexato) com
apenas a hidroxicloroquina, em pacientes com CHIK, demonstrou uma melhoria significativa
na atividade da doenca e também uma reducdo eficaz na incapacidade e dor. Esse beneficio
parece ser semelhante ao que foi observado na terapia com drogas antirreumaticas
modificadoras da doenca (DMARDSs) combinados na artrite reumatoide (AR) (RAVIDRAN,
2016).
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Dado o fato de que a artrite por CHIK é muito incapacitante e tem o potencial de
danificar as articulagdes de maneira semelhante & AR, parece logico considerar a terapia
agressiva com DMARDs (CHAAITHNYA et al., 2014; RAVIDRAN, 2016). Apesar de
atraente, essa abordagem no manejo desses pacientes croénicos ainda nao foi formalmente
avaliada em um ensaio clinico controlado. Embora a ribavirina e o interferon alfa tenham
demonstrado in vitro atividade contra a replicacdo do virus, nenhum agente antiviral tem se
mostrado eficaz contra a infeccdo humana (SUDEEP et al., 2008).

Os mecanismos pelos quais 0 CHIKV causa sintomas sdo pouco compreendidos; no
entanto, a resposta inflamatéria demonstrou ser a chave para o desenvolvimento da
doenga. Assim, terapias com o objetivo de modular a inflamacdo podem ser consideradas
como tratamento, principalmente para diminuir as manifestacdes cronicas (PETITDEMANGE
et al., 2015).
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1.2.6 Diagnostico laboratorial

O diagnostico de chikungunya pode ser realizado por métodos diretos (virologicos) ou
indiretos (soroldgicos), que sdo escolhidos de acordo com a quantidade de dias de doenca do
paciente (BRASIL, 2017).

As principais técnicas moleculares utilizadas para a pesquisa de genoma do virus sao o
RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) e 0 qRT-PCR (Real Time RT-
PCR), permitem detectar o acido nucleico viral até, aproximadamente, o oitavo dia apds o
aparecimento dos sintomas, sendo que o periodo de maior viremia vai do primeiro ao quinto
dia. Os produtos de RT-PCR e gRT-PCR de amostras clinicas também podem ser usados para
genotipagem do virus, permitindo comparacdes com amostras de virus de varias fontes
geogréficas (BRASIL, 2017). A pesquisa do virus pode ser realizada por meio do isolamento
viral por inoculacdo em células e camundongos recém-nascidos (BRASIL, 2019a).

O método soroldgico é caracterizado pelo teste Enzyme Linked ImmunonoSorbent
Assay (ELISA) para a detec¢do de anticorpos especificos do tipo IgM, que podem ser
detectados a partir do segundo dia ap6s o aparecimento dos sintomas (sendo que o periodo
mais indicado para essa investigacdo soroldgica € a partir do quinto dia) e do tipo IgG, a partir
do sexto dia. Os materiais biolégicos a serem coletados sdo geralmente sangue, soro, liquido
cérebro-espinhal (casos neurologicos) e/ou liquido sinovial (BURT et al., 2012; BRASIL,
2017).

Outros métodos indiretos utilizados no diagndstico sdo: a imunocromatografia por
meio de testes rapidos, 0s quais possuem uma membrana de nitrocelulose no formato de fita
impregnada em cada trecho com antigenos especificos que reagem com 0s anticorpos que
podem estar presentes no sangue, soro ou plasma do paciente, indicando ou ndo a existéncia
da doenca; a inibicdo da hemaglutinagdo (IH), imunoflorescéncia indireta (IFI) e o estudo
anatomopatologico seguido de pesquisa de antigenos virais por imuno-histoquimica (IHQ)
(BRASIL, 2019a).
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1.3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Segundo dados do boletim epidemiologico do Ministério da Saude, em 2017, a regido
Nordeste apresentou o maior nimero de casos provaveis de chikungunya (142.074 casos;
76,6%) em relacdo ao total do pais e a maior taxa de incidéncia: 249,6 casos/100 mil
habitantes. Entre as unidades federadas, o Cearé se destacou apresentando 1.271,0 casos/100
mil habitantes (BRASIL, 2017). Esse cenario de epidemia na regido nordeste no ano de 2017,
com destaque no estado do Ceard, tornou-se mais relevante pelo fato de ser o primeiro grande
surto de chikungunya em uma populagdo considerada imunologicamente virgem (naive). A
doenca acarreta elevada limitacao fisica frequentemente acompanhada de um quadro articular
crénico impactante na qualidade de vida de um individuo, além de reducdo da capacidade
produtiva da populacdo. A chikungunya certamente constituiu em problema de satde publica,
com necessidade de monitoramento constante e intervengdes mais eficazes. Todavia, no atual
contexto ndo existem vacinas ou medicamentos antivirais licenciados e eficazes que
previnam, limitem a replicacdo do CHIKV no hospedeiro ou que assistam na recuperacao
clinica da doenca, a qual apresenta uma etiologia complexa e ainda pouco compreendida.

Tendo em vista a necessidade eminente de se identificar possiveis alvos terapéuticos
para 0 CHIKV, como também de se realizar mais pesquisas direcionadas a compreensdo de
sua patogénese e das variagdes interindividuais de resposta, torna-se relevante investigar mais
detalhadamente a resposta imune inata nas diferentes fases da infeccdo pelo CHIKV. Além
disso, considera-se que a investigacdo do perfil de soropositividade IgM e 1gG para
chikungunya e outros arbovirus cocirculantes, combinada a uma avaliagcdo dos mecanismos de
resposta imune do hospedeiro seja fundamental para melhor compreensdo dos aspectos
imuno-patolégicos associados a esta epidemia de chikungunya.

Diante do exposto, a compreensdo dos mecanismos de resposta imune do hospedeiro é
de relevancia para o desenvolvimento de potenciais moduladores terapéuticos que possam

mitigar a gravidade da infec¢cdo ou mesmo interromper a progresséo da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o perfil soroepidemiologico em individuos com suspeita clinica de CHIK;
associar os niveis séricos de IFN-y, TNF, IL-6, IL-10 com as fases de progressao da doenca e

com a soropositividade IgM e 1gG anti-CHIKV.

2.2 ESPECIFICOS

» Descrever caracteristicas sociodemograficas da populagdo estudada de acordo com sexo,

faixa etaria e municipio de ocorréncia dos casos;

» Pesquisar anticorpos IgM e IgG para CHIK e relacionar a positividade com o tempo de

sintomas relatado;
* Relacionar fatores demogréaficos com o periodo de sintomas relatado;
* Investigar codetec¢des de anticorpos IgM anti-CHIK, anti-DENV e anti-ZIKV;

« Comparar os niveis das citocinas (IFN-y, TNF, IL-6 e I1L-10) em pacientes com suspeita
clinica de CHIK de acordo com o resultado soroldgico IgM e IgG anti-CHIKYV e periodo

de sintomas relatado;

» Determinar possiveis diferencas no comportamento dessas citocinas em pacientes que
apresentaram deteccdo (IgM) Unica ou dupla (codeteccdo) entre chikungunya, dengue e
Zika.
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3. METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS E TIPO DE ESTUDO

Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Cear4, sob o
parecer de n° 3.046.022 e CAAE com n° 96810618000005054, seguindo as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos estabelecidas na Resolucgédo
466/12 do Conselho Nacional de Satde/MS.

Trata-se de um estudo descritivo e transversal, com coleta de informacdes

demograficas e analise de amostras bioldgicas do ano de 2017.

3.2 POPULACAO DO ESTUDO, PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A populacdo do estudo foi composta por uma amostragem dos casos suspeitos de
CHIK que foram encaminhados, pelas unidades publicas de satude do Ceard, ao LACEN/CE,
durante o ano de 2017, para diagnostico laboratorial. Foram selecionadas amostras de forma
aleatoria (amostra de conveniéncia), que estavam armazenadas na soroteca do LACEN/CE,
utilizando os critérios de incluséo (item 3.2.1).

As sorologias para detec¢do de anticorpos IgM e 1gG para chikungunya, dengue e Zika
foram realizadas no Laboratorio de Virologia do LACEN/CE, pelo método ELISA. Apds essa
etapa alguns individuos foram removidos do estudo de acordo com os critérios de exclusdo
(item 3.2.2). Em seguida, o material selecionado para este estudo e que estava armazenado em
freezer -80°C foi separado em aliquotas de trabalho e adequadamente conservado para
realizacdo posterior das analises laboratoriais de titulacdo de citocinas.

Apés a realizagdo das sorologias IgM efou 1gG anti-CHIKV foram inferidos
grupos/fases da doenca de acordo com os dias de sintomas relatados nas fichas
epidemioldgicas e critérios recomendados pelo Ministério da Salde para classificagdo: Aguda
(até 14 dias do inicio dos sintomas), P6s-aguda (de 15 dias até 3 meses do inicio dos
sintomas) e Cronica (> de 3 meses do inicio dos sintomas). Dentre o total dos participantes,
foram analisados separadamente um grupo de pacientes que ndo apresentaram anticorpos IgM
e IgG anti- CHIK. Além disso, apds a realizagdo das sorologias anti-DENV/ZIKV foi

realizada a seguinte classificacdo: deteccdo simples (positividade Gnica de IgM anti-CHIKV)



43

e deteccdo dupla (combinacdo de positividade IgM para dois arbovirus entre CHIK, DENV e
ZIKV).

A fim de comparar os marcadores inflamatorios, foram realizadas as dosagens de
Interferon gama (IFN-y), Fator de necrose tumoral (TNF), Interleucina 6 (IL-6) e Interleucina
10 (IL-10) no soro dos participantes da pesquisa. A quantificagdo das citocinas foi realizada,
pelo método ELISA, no Laboratério de Imunologia localizado no Departamento de Analises
Clinicas e Toxicologicas da Universidade Federal do Ceara (UFC), seguindo as
recomendacdes do fabricante (BD Biosciences).

Constituiram fontes de dados, as fichas epidemioldgicas e o Sistema Gerenciador de
Ambiente Laboratorial (GAL). As varidveis sociodemograficas foram extraidas do banco de
dados: idade (em anos), sexo (masculino e feminino), municipio de ocorréncia dos casos e

tempo de sintomas relatado no momento da coleta da amostra.

3.2.1 Critérios de incluséo

Pacientes de ambos 0s sexos e qualquer faixa etaria, que tiveram amostras de soro
encaminhadas ao LACEN-CE para diagnostico laboratorial de CHIK, no ano de 2017,
oriundos da rede publica do Ceard, cujas amostras bioldgicas estavam adequadamente
armazenadas em freezer -80°C para a realizacdo das andlises do estudo proposto (sem

coagulos e hemdlise).

3.2.2 Critérios de exclusao

Pacientes com suspeita de CHIK que apresentaram fichas com dados incompletos,
material bioldgico insuficiente para a realizacdo das analises requeridas, resultados de

sorologias para CHIK indeterminados ou ndo condizentes com o tempo relatado de sintomas.

3.3. DESENHO DO ESTUDO

O desenho do estudo seguiu uma investigacdo transversal, utilizando um N amostral
estatisticamente superior a estudos anteriores e que permitiu a definicdo de parametros e a
divisdo de grupos para as analises subsequentes. A Figura 8 apresenta fluxograma estratégico

utilizado para o desenvolvimento deste estudo.



Figura 8: Fluxograma dos casos suspeitos de chikungunya.
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3.4 IMUNOENSAIOS

3.4.1 Teste sorologico para IgM e 1gG anti-CHIKV

Os kits para diagnostico laboratorial para chikungunya utilizados foram o anti-virus
chikungunya ELISA-IgM e anti-virus chikungunya ELISA-IgG, Euroimmun®, Lubeck,
Alemanha. Esses kits fornecem um ensaio in vitro para anticorpos humanos das classes IgM e
IgG especificos para o CHIKV, em amostra de soro ou plasma. Trata-se de um kit para
ELISA baseado no método indireto, o qual contém tiras de microplacas revestidas com
antigenos de CHIKYV recombinante. As amostras de soro foram diluidas a 1:101 em diluente
de amostra e foram adicionadas aos pocos de microtitulacdo revestidos com antigeno CHIKV
recombinante. A placa foi incubada por 1 hora a 37°C, depois foram realizadas trés lavagens,
com tampédo fosfato-salino (PBS), em lavadora Biotek ELx50. Seguida da adicdo de
imunoglobulina de interesse (IgM ou IgG) anti-humano marcada com peroxidase. Ap6s 30
minutos a temperatura ambiente, os po¢os foram lavados novamente e depois foi adicionada
uma solucdo substrato-cromogeno (tetrametilbenzidina mais peroxido de hidrogénio) durante
15 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de acido sulfurico
0,5 M. As densidades Opticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de
referéncia) para cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instrucdes do fabricante, os resultados foram expressos como
valores de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido
pelo kit. Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram

considerados indeterminados e valores de >1,1 foram considerados positivos.

3.4.2 Teste sorologico para Zika

3.4.2.1 IgM anti-Zika

Para deteccdo qualitativa dos anticorpos especificos IgM contra ZIKV no soro e
plasma foi utilizado o kit comercial Novagnost® Zika virus IgM p-capture. As microplacas
sdo revestidas com anticorpos da classe IgM anti-humano para que se liguem 0s anticorpos
correspondentes da amostra. Apds lavagem dos pogos, 0 conjugado da peroxidase de rdbano

(HRP) com antigenos do ZIKV, é adicionado. Este antigeno-conjugado se liga aos anticorpos
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especificos IgM capturados. O complexo imune formado pelo conjugado ligado é visualizado
ap6s adicdo de substrato de tetrametilbenzidina (TMB), resultando numa reagdo
colorimétrica. As amostras de soro foram diluidas a 1:101 em diluente de amostra. As
amostras diluidas e os controles negativo, positivo e o controle cut-off (prontos para uso) e
foram adicionadas aos pocos revestidos com antigeno. A placa foi incubada por 1 hora a
37°C, depois foram realizadas trés lavagens, com PBS, em lavadora Biotek ELx50. Seguida
da adicao da solucdo de conjugado, que foi incubada por 30 minutos a 37°C. Em seguida, 0s
pocos foram lavados novamente e depois foi adicionada uma solugdo substrato-cromogeno
(tetrametilbenzidina mais perdxido de hidrogénio), a placa foi incubada durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adigdo de acido sulfarico 0,2 mol/l. As
densidades oOpticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para
cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante, o valor do cut-off é calculado
pelo valor médio de absorbancia das determinagdes do controle de corte. Os resultados foram
expressos como Unidades Novagnost® (U), calculados dividindo o valor da absorbancia de
uma amostra pelo cut-off calculado mediante o controle cut-off. Valores de Unidades
Novagnost® (U) <8,5 foram considerados negativos, valores de 85 a 11,5 foram
considerados indeterminados e valores >11,5 foram considerados positivos.

3.4.2.2 1gG anti-Zika

Foram utilizados kits anti-Zika virus ELISA IgG, Euroimmun®, Lubeck, Alemanha.
O kit contém tiras de microplacas, cada uma com oito po¢os revestidos com proteina nédo
estruturais recombinantes (NS1) do ZIKV. Na primeira etapa de reacdo, amostras diluidas do
paciente sdo incubadas nos pocos. No caso de amostra positiva, anticorpos IgG especificos
(IgA E IgM) se ligardo aos antigenos. Para deteccdo da ligacdo do anticorpo, uma segunda
incubacdo é realizada usando um conjugado enzimatico anti-lgG humano. As amostras de
soro foram diluidas a 1:101 em diluente de amostra. As amostras diluidas, o controle positivo,
negativo e calibrador (prontos para uso), foram adicionados aos pogos revestidos com
antigeno recombinante. A placa foi incubada por 1 hora a 37°C, depois foram realizadas trés
lavagens em lavadora Biotek ELx50. Seguida da adi¢do do conjugado enzimatico (Anti-1gG
humano marcado com peroxidase). Apos 30 minutos & temperatura ambiente, os pogos foram
lavados novamente e depois foi adicionada uma solucdo substrato-cromogeno

(tetrametilbenzidina mais peroxido de hidrogénio) durante 15 minutos a temperatura
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ambiente. A reagdo foi interrompida pela adicdo de &cido sulfurico 0,5 M. As densidades
Opticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para cada poco
utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instrucdes do fabricante, os resultados foram expressos como
valores de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido
pelo kit. Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram

considerados indeterminados e valores de >1,1 foram considerados positivos.

3.4.3 Teste soroldgico para dengue

3.4.3.1 IgM anti-dengue

O diagndstico laboratorial de dengue por ELISA IgM foi realizado utilizando kit
comercial Serion ELISA classic (Brasil), seguindo as recomendac6es do fabricante. Este teste
destina-se a deteccdo qualitativa de anticorpos IgM anti-dengue em amostras bioldgicas dos
pacientes, 0s quais, se presentes, ligam-se a antigenos especificos aderidos a superficie de
poliestireno de cada um dos 96 pocos da placa disponivel nos kits. Um anticorpo secundario,
que foi conjugado com a enzima fosfatase alcalina, detecta e liga-se ao complexo imune. O
substrato incolor p-nitrofenilfosfato é convertido no produto corado p-nitrofenol. A
intensidade do sinal do produto desta reacdo é proporcional a concentracdo do analito na
amostra e € medido por fotometria.

Antes do procedimento, todos os reagentes tiveram sua temperatura equilibrada a
temperatura ambiente. As amostras de soro foram diluidas a 1:101 em diluente de amostra,
em seguida, 100 pL das amostras diluidas e dos controles (negativo e calibrador) foram
adicionadas aos po¢os revestidos com antigeno recombinante. A placa foi incubada por 1 hora
a 37°C, em camara Umida, depois foram realizadas quatro lavagens em lavadora Biotek
ELX50. Seguida da adicéo de solugédo do conjugado (anticorpo policlonal dirigido contra IgA,
IgG ou IgM humanos, conjugado com fosfatase alcalina). Apds 30 minutos a 37°C, em
camara Umida, os pogos foram lavados novamente e depois foi adicionada uma solucdo
substrato-cromogeno (para-nitrofenilfosfato em tampédo) durante 30 minutos a 37°C, em
camara umida. A reacdo foi interrompida pela adigé@o de solucao de parada (< 0,1N hidroxido
de sodio, 40 mM EDTA). As densidades o6pticas (DO) foram medidas a 405 nm
(comprimento de onda de referéncia) para cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek
ELx800.
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Para andlise dos resultados, seguiram-se as instrucdes fornecidas pelo fabricante, onde
o valor do cut-off é calculado pelo valor médio de absorbancia das determinacdes do
calibrador com a margem de +/- 10%, acima de 10% foram considerado positivo, abaixo de

10% negativo e entre esta faixa indeterminado.

3.4.3.2 1gG anti-dengue

O kit comercial utilizado foi o anti-dengue virus ELISA IgG, Euroimmun®, Lubeck,
Alemanha. Contém tiras de microplacas, cada uma com oito pocos revestidos com antigenos
purificados do virus da dengue. Na primeira etapa de reacdo, amostras diluidas do paciente
sdo incubadas nos pocos. No caso de amostra positiva, anticorpos IgG especificos (IgA E
IgM) se ligardo aos antigenos. Para deteccéo da ligacdo do anticorpo, uma segunda incubacgéo
é realizada usando um conjugado enzimético anti-lgG humano. As amostras de soro foram
diluidas a 1:101 em diluente de amostra. As amostras diluidas, o controle positivo, negativo e
o calibrador (prontos para uso) foram adicionados aos pocos revestidos com antigeno
recombinante. A placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, depois foram
realizadas trés lavagens em lavadora Biotek ELx50. Seguida da adicdo do conjugado
enzimatico (Anti-lgG humano marcado com peroxidase). Ap6s 30 minutos a temperatura
ambiente, os pocos foram lavados novamente e depois foi adicionada uma solucdo substrato-
cromogeno (tetrametilbenzidina mais peroxido de hidrogénio) durante 15 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢do de acido sulfarico 0,5 M. As
densidades Opticas (DO) foram medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para
cada poco utilizando um leitor fotométrico Biotek ELx800.

De acordo com as instrucbes do fabricante, os resultados foram expressos como
valores de indice, calculados dividindo a DO de uma amostra pela DO do calibrador fornecido
pelo kit. Valores de indice <0,8 foram considerados negativos, valores de 0,8 a <1,1 foram

considerados indeterminados e valores de >1,1 foram considerados positivos.

3.5. QUANTIFICACAO DE CITOCINAS SERICAS

3.5.1 Interferon y (INF- y)

A quantificacdo do IFN gama humano foi realizada pelo método ELISA, utilizando
reagentes da marca BD Biosciences. A faixa utilizada de curva padréo tipica foi de 4,7 — 600
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pg/mL.. O anticorpo de captura foi diluido a 1:250 no tampéo de revestimento (carbonato e
bicarbonato de sodio, pH 9,5). Subsequentemente, 100 pL desta solucdo de trabalho foram
transferidos para cada poco e, posteriormente, a placa foi incubada, overnight, em 2°C a 8°C.
Apdbs a incubacdo foram realizadas trés lavagens, com tampao de lavagem (PBS e 0,05%
Tween 20), em lavadora Biotek ELx50. Foram transferidos 200 pL da solucdo de bloqueio
(PBS 1x e SBF a 10% - soro bovino fetal) para cada poco e incubado por 1h a temperatura
ambiente. O tampéo de blogueio foi removido apo6s 3 lavagens com 300 pL de solugdo de
lavagem em cada poco, em seguida foram adicionados o padrdo e as amostras. O padrao foi
diluido em reagente de diluicdo (solucdo de bloqueio), sendo transferidos 100 puL de cada
mistura nos respectivos pocos em duplicata. As amostras foram colocadas (100ul) nos pogos
posteriores aos das diluicdes do padrdo. As dilui¢cbes do padrdo foram realizadas de forma
seriada (fator de diluicdo 2) em reagente de diluicdo, comecando com um padrdo puro e
terminando com brancos (apenas o reagente de diluicdo). Os padrOes e as amostras foram
incubados por 2h a temperatura ambiente. Apos esse periodo foram realizadas 5 lavagens com
solucdo de lavagem na lavadora Asys Biochrom. O anticorpo de detecc¢éo foi diluido 1:250 no
reagente de diluicdo, em seguida a estreptavidina foi diluida 1:250 no anticorpo de deteccéo
diluido, a solugdo final foi adicionada (100 puL / pogo) nos pog¢os com incubacdo de 1h a
temperatura ambiente. Em seguida, os pogos foram lavados (7x) e depois foram adicionados
100 uL do TMB em cada poco e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacao
foi interrompida pela adigao de 50 pL de &cido sulfdrico 2,0 N. As densidades dpticas foram
medidas a 450 nm (comprimento de onda de referéncia) para cada pogo utilizando um leitor

fotométrico Asys Biochrom.

3.5.2. Fator de Necrose Tumoral (TNF)

A quantificacdo do TNF foi realizada pelo método ELISA, utilizando reagentes da
marca BD Biosciences. A faixa utilizada de curva padrao tipica foi de 7,8 — 1000 pg/mL.. O
anticorpo de captura foi diluido a 1:250 no tampdo de revestimento (carbonato e bicarbonato
de sodio, pH 9,5). Subsequentemente, 100 uL desta solucdo de trabalho foram transferidos
para cada pogo e, posteriormente, a placa foi incubada, overnight, em 2°C a 8°C. Apo0s a
incubacédo foram realizadas trés lavagens, com tampao de lavagem (PBS e 0,05% Tween 20),
em lavadora Biotek ELx50. Foram transferidos 200 pL da solucéo de bloqueio (PBS e SBF a
10% - soro bovino fetal) para cada pogo e incubado por 1h a temperatura ambiente. O tampéo

de blogueio foi removido apods 3 lavagens com 300 pL de solugdo de lavagem em cada pogo,
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em seguida foram adicionados o padrdo e as amostras. O padrdo foi diluido em reagente de
diluicdo (solugéo de blogueio), sendo transferidos 100 ul. de cada mistura nos respectivos
pocos em duplicata. As amostras foram colocadas (100ul) nos pocos posteriores aos das
diluicdes do padréo. As diluicdes do padrdo foram realizadas de forma seriada em reagente de
diluicdo, comegando com um padrdo puro e terminando com brancos (apenas o reagente de
diluicdo). Os padrdes e as amostras foram incubados por 2h a temperatura ambiente. Apos
esse periodo foram realizadas 5 lavagens com solucdo de lavagem na lavadora Asys
Biochrom. O anticorpo de deteccdo foi diluido 1:250 no reagente de diluicdo, em seguida a
estreptavidina foi diluida 1:250 no anticorpo de deteccdo diluido, a solugdo final foi
adicionada (100 pL / pogo) nos pogcos com incubagdo de lh a temperatura ambiente Em
seguida, os pocos foram lavados (7x) e depois foram adicionados 100 pL. do TMB em cada
poco e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela
adi¢do de 50 pL de acido sulfurico. As densidades opticas foram medidas a 450 nm
(comprimento de onda de referéncia) para cada poco utilizando um leitor fotométrico Asys

Biochrom.

3.5.3. Interleucina 6 (IL-6)

A quantificagdo do IL-6 humano foi realizada pelo método ELISA, utilizando
reagentes da marca BD Biosciences. A faixa utilizada de curva padrdo tipica foi de 4,7 — 600
pg/mL. O anticorpo de captura foi diluido a 1:250 no tampéo de revestimento (carbonato e
bicarbonato de sédio, pH 9,5). Subsequentemente, 100 pL desta solucdo de trabalho foram
transferidos para cada poco e, posteriormente, a placa foi incubada, overnight, em 2°C a 8°C.
Apbs a incubacdo foram realizadas trés lavagens, com tampdo de lavagem (PBS e 0,05%
Tween 20), em lavadora Biotek ELx50. Foram transferidos 200 pL da solu¢do de bloqueio
(PBS e SBF a 10% - soro bovino fetal) para cada poco e incubado por 1h a temperatura
ambiente. O tampéo de blogueio foi removido apos 3 lavagens com 300 pL de solugdo de
lavagem em cada poco, em seguida foram adicionados o padrdo e as amostras. O padréo foi
diluido em reagente de diluicdo (solucdo de bloqueio), sendo transferidos 100 pL de cada
mistura nos respectivos pocos em duplicata. As amostras foram colocadas (100ul) nos pogos
posteriores aos das diluicdes do padrdo. As diluicbes do padrdo foram realizadas de forma
seriada em reagente de diluicdo, comegcando com um padrdo puro e terminando com brancos
(apenas o reagente de diluicdo). Os padrdes e as amostras foram incubados por 2h a

temperatura ambiente. Apds esse periodo foram realizadas 5 lavagens com solucdo de
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lavagem na lavadora Asys Biochrom. O anticorpo de detec¢do foi diluido 1:250 no reagente
de diluicdo, em seguida a estreptavidina foi diluida 1:250 no anticorpo de deteccao diluido, a
solucao final foi adicionada (100 puL / pogo) nos pogos com incubacao de 1h a temperatura
ambiente. Em seguida, os pogos foram lavados (7x) ¢ depois foram adicionados 100 uL do
TMB em cada poco e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. A reagédo foi
interrompida pela adi¢ao de 50 pL de acido sulfurico. As densidades opticas foram medidas a
450 nm (comprimento de onda de referéncia) para cada poco utilizando um leitor fotométrico

Asys Biochrom.

3.5.4. Interleucina 10 (1L-10)

A quantificacdo do IL-10 humano foi realizada pelo método ELISA, utilizando
reagentes da marca BD Biosciences. A faixa utilizada de curva padrao tipica foi de 7,8 — 500
pg/mL. O anticorpo de captura foi diluido a 1:250 no tampdo de revestimento (carbonato e
bicarbonato de sddio, pH 9,5). Subsequentemente, 100 uL desta solucdo de trabalho foram
transferidos para cada poco e, posteriormente, a placa foi incubada, overnight, em 2°C a 8°C.
Apos a incubacdo foram realizadas trés lavagens, com tampdo de lavagem (PBS e 0,05%
Tween 20), em lavadora Biotek ELx50. Foram transferidos 200 pL da solucdo de bloqueio
(PBS e SBF a 10% - soro bovino fetal) para cada poco e incubado por 1h a temperatura
ambiente. O tampéo de bloqueio foi removido apods 3 lavagens com 300 pL de solugdo de
lavagem em cada poco, em seguida foram adicionados o padrdo e as amostras. O padrao foi
diluido em reagente de diluicdo (solucdo de bloqueio), sendo transferidos 100 pL de cada
mistura nos respectivos pocos em duplicata. As amostras foram colocadas (100ul) nos pogos
posteriores aos das diluicdes do padrdo. As dilui¢cbes do padrdo foram realizadas de forma
seriada em reagente de diluicdo, comecando com um padrdo puro e terminando com brancos
(apenas o reagente de diluicdo). Os padrdes e as amostras foram incubados por 2h a
temperatura ambiente. Apds esse periodo foram realizadas 5 lavagens com solucdo de
lavagem na lavadora Asys Biochrom. O anticorpo de detecgdo foi diluido 1:500 no reagente
de diluicdo, em seguida a estreptavidina foi diluida 1:250 no anticorpo de deteccdo diluido, a
solucéo final foi adicionada (100 puL / pogo) nos pogos com incubagdo de 1h a temperatura
ambiente. Em seguida, os pogos foram lavados (7x) ¢ depois foram adicionados 100 uL do
TMB em cada poco e incubado por 30 minutos a temperatura ambiente. A reagédo foi

interrompida pela adigdo de 50 pL de acido sulfurico. As densidades opticas foram medidas a
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450 nm (comprimento de onda de referéncia) para cada pog¢o utilizando um leitor fotométrico
Asys Biochrom.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

O levantamento de dados foi realizado mediante a analise das fichas epidemiologicas
dos pacientes e das informacdes contidas do Gerenciador de Ambiente Laboratorial (GAL).
Os dados séciodemograficos (idade, sexo e municipio de residéncia) e laboratoriais (tempo de
coleta das amostras sanguineas apds manifestacdo de sinais e sintomas) foram compilados em
planilhas eletrénicas padrdo por meio do programa Excel 2010 (Microsoft Office). Os
resultados das sorologias de anticorpo anti-CHIKV, DENV e ZIKV foram expressos como
mediana; as concentracdes das citocinas foram calculadas, por meio das absorbancias, em
relacdo a uma curva padrdo, utilizando-se o método de 5 pardmetros de regressao logistica
(5PL), e posteriormente estabelecido um ponto de corte baseado no limite minimo de detec¢édo
(LLOD) de cada citocina para a geracdo de varidveis binarias. Para realizacdo dos testes
descritivos e estatisticos todos os dados foram analisados e modelados por intermédio do
software Stata, verséo 15.

Devido a ndo normalidade das variaveis continuas de analise, testes ndo paramétricos
foram empregados: Teste de Mann-Whitney (para comparagdes com varidveis binarias com 1
grau de liberdade), e Teste de Kruskal-Wallis (para comparacGes com variaveis categoricas
com 2 ou mais graus de liberdade). Foi estabelecido um intervalo de confianca de 95% e uma
taxa de erro a de 5% em que os resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.



53

4. RESULTADOS

De uma amostragem inicial de 405 participantes selecionados para este estudo, 12
individuos foram excluidos apds apresentarem resultados de sorologias IgM efou IgG
indeterminados para CHIK ou dados ndo condizentes com o tempo relatado de sintomas.
Sendo assim, as analises subsequentes deste trabalho foram conduzidas com um total de 393
participantes.

Dentre os participantes (393 casos suspeitos de CHIK), 283 eram de Fortaleza e 110
de outros 24 municipios do estado do Ceard. Observou-se uma varia¢do na idade de 27 dias a
87,6 anos (média 50,6 anos; mediana 48,9 anos), quanto ao sexo 27,5% (108/393) masculino
e 72,5% (285/393) feminino. Em relacdo a faixa etaria 41,2% (162/393) estavam entre 40 e
59,9 anos (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas dos 393 casos suspeitos de chikungunya

selecionados para o estudo, Ceara, em 2017.

CARACTERISTICAS FREQUENCIA %
MUNICIPIO

Fortaleza 283 72,0
Outros municipios (24) 110 28,0
SEXO

Masculino 108 27,5
Feminino 285 72,5
IDADE

<10 10 2,5
11a19,9 23 5,9
20a29,9 35 8,9
30a39,9 46 11,7
40 a 49,9 80 20,3
50a59,9 82 20,9
60 a 69,9 68 17,3
70a79,9 39 10,0
>80 10 2,5
TOTAL 393 100

Fonte: Elaborada pela autora.
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A pesquisa de anticorpos IgM e IgG para CHIKV, DENV, ZIKV e a quantificacao das
citocinas: IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 foram realizadas nas amostras dos 393 participantes do
estudo (Figura 9).

Figura 9: Fluxo de resultados.
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Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente (-) ndo reagente.

* Exclusdo de 12 participantes por apresentarem sorologia IgM e/ou 1gG indeterminadas ou ndo condizentes com
o tempo relatado de sintomas, finalizando com 393 participantes.

4.1 ASPECTOS SOROLOGICOS DOS CASOS SUSPEITOS DE CHIK

Do total, 71,0% (279/393) tiveram sorologia IgM anti-CHIKV reagente e 67,4%
(265/393) 1gG anti-CHIKV reagente (Tabela 2). Dentre os participantes com IgM anti-
CHIKYV reagente, 71,7% (200/279) foram do sexo feminino e 28,3% (79/279) masculino e

64,3% estavam na faixa etaria de 20 a 59 anos.
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Tabela 2: Distribuigéo da positividade para anticorpos IgM e 1gG anti-CHIKV nos 393 casos
suspeitos de chikungunya, Ceara, 2017.

PERFIL N %
Anti-CHIKV IgM* 279/393 71,0
Anti-CHIKV 1gG* 265/393 67,4

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente

De acordo com os dias de sintomas presente nas fichas epidemioldgicas, 0s
participantes (339) que apresentaram diagndstico laboratorial de CHIK foram classificados
em periodos sintomaticos, fases de progressdo da doenca, com 0s seguintes resultados: 138
(40,7%) na fase aguda (até 14 dias do inicio dos sintomas), 121 (35,7%) na fase p6s-aguda (de
15 até 90 dias do inicio dos sintomas) e 80 (23,6%) na fase crénica (acima de 90 dias inicio

dos sintomas) (Tabela 3).

Tabela 3: Classificacdo dos 339 pacientes com diagnostico laboratorial de CHIK nas fases de
progressdo da doenca, segundo o intervalo de tempo entre o inicio dos sintomas e a coleta de

material biol6gico, Ceard, 2017.

FASES DA CHIK DIAS DE SINTOMAS FREQUENCIA %
Aguda 1-14 138 40,7
Pds-aguda 15-90 121 35,7
Cronica >90 80 23,6
Total 339 100

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao relacionar a idade com o tempo de sintomas foi observado que individuos com
mais de 45 anos demonstraram em média mais dias de sintomas que os menores de 45 anos
(Teste de Mann Whitney, p<0,001, e z = -5,321) (Gréafico 1), similarmente participantes
maiores que 65 anos apresentaram em media um maior tempo de sintomas que individuos
com menos de 65 anos (Teste de Mann Whitney, p= 0,0001 e z = -3,973) (Gréfico 2). A

correlacdo do sexo com os dias de sintomas relatados mostrou significancia estatistica (Teste
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de Mann Whitney: p= 0,0026 e z = -3,014), ou seja, individuos do sexo feminino

apresentaram em média um maior tempo de sintomas que do sexo masculino (Gréfico 3 e 4).

Grafico 1: Correlacdo do sexo (masculino e feminino) e idade (maiores e menores de 45

anos) dos 339 casos de CHIK com os dias de sintomas relatados, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney: > e < 45 anos em relacdo ao tempo de sintomas relatado,
p<0,001, e z = -5,321.

Gréfico 2: Correlagcdo do sexo (masculino e feminino) e idade (maiores e menores de 65

anos) dos 339 casos de CHIK com os dias de sintomas relatados, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney: > e < 65 anos em relagdo ao tempo de sintomas relatado
p=0,0001 ez =-3,973.
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Gréfico 3: Correlacdo do sexo masculino e idade (maiores e menores de 65 anos) dos 339

casos de CHIK com os dias de sintomas relatados, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Graéfico 4: Correlacdo do sexo feminino e idade (maiores e menores de 65 anos) dos 339

casos de CHIK com os dias de sintomas relatados, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora.

De acordo com os resultados das sorologias IgM e 1gG para CHIKYV foram formados
o0s seguintes perfis (+ para reagente; - para nao reagente): CHIKV IgM- IgG™; CHIKV IgM*
IgG™; CHIKV IgM" IgG*e CHIKV IgM* IgG* (Tabela 4).
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Tabela 4: Distribuicdo da frequéncia dos perfis formados a partir dos resultados das
sorologias IgM e IgG anti-CHIKV realizadas nos 373 casos suspeitos de chikungunya, Cearg,
2017.

PERFIL FREQUENCIA %
Anti-CHIKV IgM™ 1gG” 54 14,5
Anti-CHIKV IgM* IgG 64 17,2
Anti-CHIKV IgM- IgG* 49 13,1
Anti-CHIKV IgM* IgG* 206 55,2

Total 373 100

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente (-) ndo reagente

Ao relacionar os perfis soroldgicos com a idade, foi verificado como média e mediana
das idades: CHIKV IgM™ IgG™ (média: 48,1; mediana: 51,5), CHIKV IgM™ IgG™ (média: 44,1;
mediana: 45,6); CHIKV IgM- IgG™ (média: 52,5; mediana: 52,0) e CHIKV IgM* IgG* (média:
49,4; mediana: 50,8). Em todos os perfis houve predominio do sexo feminino (Grafico 5).



59

Grafico 5: Distribuicéo dos perfis formados a partir dos resultados das sorologias IgM e 1gG
anti-CHIKV, realizadas em 393 casos suspeitos de CHIK, correlacionando-os com idade

(média) e sexo, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente (—) ndo reagente

Ap0s cruzamento dos resultados das sorologias IgM e 1gG anti-CHIKV com os dias de
sintomas, foi observado que: 84,4% dos que apresentaram IgM™ IgG™ anti-CHIKV estavam
com até 14 dias do inicio dos sintomas (fase aguda); 43,1% dos IgM™* IgG* anti-CHIKV
tinham entre 15 a 90 dias de sintomas (fase pds-aguda); 62,0% dos IgM" IgG* anti-CHIKV
apresentaram mais de 90 dias de sintomas (fase cronica), no entanto 10% dos IgM" IgG™ anti-
CHIKYV estavam na fase aguda da doenca (Grafico 6).
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Gréfico 6: Correlacdo dos resultados das sorologias IgM e IgG anti-CHIKV com as fases de
progressdo da doenca dos 339 pacientes com diagnoéstico laboratorial de CHIK, Ceard, em
2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente (—) ndo reagente

De acordo com os dias de sintomas, foi observado que os participantes que
apresentaram IgM anti-CHIKV reagente estavam com no minimo 3 dias de sintomas, com
uma maior concentragdo de casos em torno de 6 a 8 dias (Gréafico 7). J& a soropositividade
para anticorpos IgG anti-CHIKV foi mais frequente entre 7 a 9 dias do inicio relatado dos

sintomas (Grafico 8).
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Gréfico 7: Correlacdo da soropositividade das sorologias IgM anti-CHIKV nos 393 casos
suspeitos para CHIK, com os dias de sintomas relatado e sexo, Ceard, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney: IgM anti-CHIKV reagente versus ndo reagente em
relacdo ao Tempo de sintomas relatado (p<0.001, z = 4,29).

Gréfico 8: Correlagdo da soropositividade das sorologias 1gG anti-CHIKV nos 393 casos

suspeitos para CHIK, com os dias de sintomas relatado e sexo, Ceara, 2017.

Periodo Focal 0-20 dias

Reagente - Uoo! g!o'lissso

Teste IgG anti-CHKV

Nao Reagente - s 8 ' é ! g g g ° g °

T T

T T T T T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 17 20

T T
0 3 4 5 6
Dias de sintomas relatado na coleta

|0 Masculino @ Feminino|

Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney: 1gG anti-CHIKV reagente versus ndo reagente em relagéo
ao Tempo de sintomas relatado (p<0.001, z=-7,31).
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Ao relacionar os perfis formados a partir dos resultados das sorologias IgM e IgG anti-
CHIKV com os dias de sintomas relatados, foi encontrada como média e mediana do tempo
de sintomas: CHIKV IgM- IgG™ (média: 50,6; mediana: 15,5), CHIKV IgM™* IgG™ (média:
14,6; mediana: 7,0); CHIKV IgM" IgG™ (média: 133,0; mediana: 105,0) e CHIKV IgM* IgG*
(média: 50,5; mediana: 33,0). Foi verificada a presenca de anticorpos IgM em individuos
com mais de 90 dias (49/80) do inicio dos sintomas (Gréafico 9).

Grafico 9: Correlacdo dos perfis soroldgicos para CHIK com os dias de sintomas relatados

nos 393 casos suspeitos de CHIK, Ceard, em 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente (—) ndo reagente

Ao observar os resultados dos anticorpos IgM para as trés arboviroses estudadas, foi
verificado: 71,0% (279/393) IgM anti-CHIKV reagente; 9,4% (37/393) IgM anti-DENV
reagente e 2,3% (9/393) IgM anti-ZIKV reagente. Foram encontradas 13,7% (54/393)
pacientes com positividade combinada entre IgM anti-CHIKV/DENV/ZIKV.

Dentre as codetecgdes: 83,3% (45/54) foram correspondentes a IgM anti-
CHIKV/DENV; 9,2% (5/54) IgM anti-CHIKV/ZIKV; 1,9% (1/54) IgM anti-DENV/ZIKV;
5,6% (3/54) IgM anti-CHIKV/ZIKV/DENV (Tabela 5).



Tabela 5: Distribuicio por grupo das codeteccOes
encontradas em 54 participantes do estudo, Cear, 2017.
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IgM  anti-CHIKV/DENV/ZIKV

IgM anti—%ﬁf&/%é?\lV/ZlKV FREQUENCIA v
IgM anti-CHIK*/DENV* 45 83,3
IgM anti-CHIK*/ZIKV* 5 9,2
IgM anti-DEN*/ZIKV* 1 1,9

IgM anti-CHIK*/DENV*/ZIKV* 3 5,6

TOTAL 54 100

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente

Levando em consideracdo os anticorpos 1gG anti-CHIKV/DENV/ZIKYV foi verificado:
69,2% (265/383) dos participantes com IgG anti-CHIK reagente, 91,3% (357/391) com IgG
anti-DENV reagente e 59,5% (222/373) com IgG anti-ZIKV reagente. Dentre os participantes

que tiveram IgG reagente para ZIKV, 97,3% (214/222) apresentaram também IgG anti-

DENV. Ao observar o total de participantes, foi encontrado 57,7% (214/371) sorologias

reagentes concomitantes para IgG anti-DENV e anti-ZIKV (Gréfico 10).

Grafico 10: Distribuicdo da frequéncia da soropositividade das sorologias 1gG anti-
CHIKV/DENV/ZIKV nos 393 casos suspeitos para CHIK, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2 PERFIS DAS CITOCINAS IFN-I', TNF, IL-6 E IL-10 EM CASOS SUSPEITOS DE
CHIK

As concentracbes de IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 foram determinadas e seu
comportamento avaliado entre os grupos: agudo (138), pos-agudo (121), crénico (80); entre
os perfis CHIKV IgM™ IgG™; CHIKV IgM™* IgG™; CHIKV IgM" 1gG* e CHIKV IgM* IgG*,
assim como, nos casos de codeteccdes entre os chikungunya, dengue e zika.

Os resultados foram categorizados de acordo com a mediana, IFN-y (< ou >= 23
pg/mL), TNF (< ou >= 3,65 pg/mL) IL-6 (< ou >= 10 pg/mL) IL-10 (< ou >= 2,85 pg/mL)
(Tabela 6).

Tabela 6: Distribuicdo da mediana e das concentragdes minimas e maximas, em pg/mL, das
citocinas IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 nos 393 casos suspeitos de CHIK, Ceard, 2017.

CITOCINA MEDIANA MINIMO MAXIMO
(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
IFN-y 23,0 0 2.540,85
TNF 3,65 0 339,55
IL-6 10,0 0 1.521,19
IL-10 2,85 0 283,04

Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.1 IFN-y

Ao comparar as concentracGes séricas da citocina IFN-y com o periodo/fase de
progressao de CHIK (Gréfico 11), foi verificada associacdo significante entre elevacdo dos
niveis de IFN-y com a fase aguda da doenca (Teste de Kruskal - Wallis, p= 0,0001), assim
como os participantes com apenas IgM anti-CHIK reagente apresentaram concentragdes mais
elevadas desta citocina quando comparado aos outros perfis soroldgicos (Teste de Kruskal -
Wallis, p= 0,0005) (Gréfico 12).

Os niveis séricos de IFN-y estdo mais elevados em individuos que apresentaram em

média um menor tempo de sintomas (Teste de Mann Whitney, p= 0,0001/ z= 6,222).
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Gréfico 11: Correlacdo das concentracdes da citocina IFN-y, dosada em 339 pacientes com
diagnéstico laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca

(aguda, p6s-aguda e cronica), Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste Kruskal Wallis em relagdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pos-
agudo e crénico), p= 0,0001.

Gréfico 12: Correlacdo das concentracfes da citocina IFN-y, dosada em 393 casos suspeitos
de CHIK, em relacéo aos resultados da sorologia IgM e IgG anti-CHIKYV, Cear, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente () ndo reagente / Teste Kruskal Wallis em relacdo ao perfil
soroldgico IgM e IgG anti-CHIKV, p= 0,0005.

Os participantes que apresentaram dupla deteccdo (51) de anticorpos IgM entre as

arboviroses: chikungunya, dengue e Zika obtiveram concentracGes séricas de IFN-y maiores,
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em média, que os com deteccdo apenas de IgM anti-CHIKV (225) (Teste de Mann Whitney,
p=0,0289 / z= -2,185) (Gréfico 13).

A distribuicdo das concentracGes séricas da citocina IFN-y (< ou >= 23 pg/mL) nas
codetecgdes: IgM anti-CHIKV/DENV; IgM anti-CHIKV/ZIKV; IgM anti-DENV/ZIKV e
IgM anti-CHIKV/ZIKV/DENV estéo representadas na Tabela 7. Observou-se uma tendéncia
de elevacdo dos niveis de IFN-y nas codetecgdes IgM anti-CHIKV / DENV, porém devido ao

numero amostral e distribuicao insuficiente ndo foi possivel a realizacao de testes estatisticos.

Gréfico 13: Correlacdo das concentragfes da citocina IFN-y nas deteccbes de IgM anti-
CHIKV e codetecgdes entre IgM anti-CHIKV/DENV/ZIKV, em 393 casos suspeitos de
CHIK, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney, em relacdo a detecgdo simples (CHIK) e dupla detec¢do
de IgM entre chikungunya, dengue e Zika ( p=0,0289 / z= -2,185).
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Tabela 7: Correlagdo das concentragdes da citocina IFN-y com as codetecgOes entre IgM
anti-CHIKV/DENV/ZIKV, em 54 participantes com positividade IgM combinada, Cears,
2017.
FREQUENCIA
IFN-y TOTAL
< 23pg/mL >=23pg/mL

Codeteccédo IgM anti-
CHIK/DENV/ZIKV

IgM anti-CHIK*/DENV* 15 30 45/54

IgM anti-CHIK*/ZIKV* 2 3 5/54

IgM anti-DEN*/ZIKV* 0 1 1/54
IgM anti-

3 0 3/54

CHIK*/DENV*/ZIKV*

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente
NUmero amostral e distribui¢do insuficiente para a realiza¢do de testes estatisticos.

4.2.2 TNF

Ao comparar o comportamento dos niveis séricos do TNF com o periodo/fase de
progressao de CHIK (Gréafico 14), houve significancia estatistica associando esta citocina a
fase aguda da doenca (Teste de Kruskal — Wallis, p= 0,0001), assim como os participantes
com apenas IgM anti-CHIK reagente apresentaram concentracdes mais elevadas desta
citocina quando comparado aos outros perfis soroldgicos (Teste de Kruskal - Wallis, p=
0,0005) (Grafico 15).

Ao relacionar as concentracdes de TNF com o tempo de sintomas relatados foi
verificada significancia estatistica, ou seja, niveis séricos mais elevados da citocina TNF nos
individuos com, em média, menor tempo de sintomas (Teste de Mann Whitney, p= 0,0001/ z=
7,362).
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Gréfico 14: Correlacdo das concentracBes da citocina TNF, dosada em 339 pacientes com
diagnéstico laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca

(aguda, p6s-aguda e cronica), Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste Kruskal Wallis em relagdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pos-
agudo e crénico), p=0,0001.

Graéfico 15: Correlacdo das concentracdes da citocina TNF, dosada em 393 casos suspeitos de

CHIK, em relacdo aos resultados da sorologia IgM e 1gG anti-CHIKV, Ceard, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente (—) ndo reagente / Teste de Kruskal — Wallis em relagdo a codeteccao
de IgM e IgG anti- CHIKV, p=0,0005.
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Os participantes que apresentaram dupla deteccdo (51) de anticorpos IgM entre as
arboviroses chikungunya, dengue e Zika obtiveram concentragdes séricas, em média, de TNF
mais elevadas que os com deteccdo de apenas IgM anti-CHIKV (225) (Teste de Mann
Whitney, p= 0,0040 / z=-2,875) (Grafico 16).

A distribuicdo das concentracOes séricas da citocina TNF (< ou >= 3,65 pg/mL) nas
codetecgdes: IgM anti-CHIKV/DENV; IgM anti-CHIKV/ZIKV; IgM anti-DENV/ZIKV e
IgM anti-CHIKV/ZIKV/DENV estdo representadas na Tabela 8. Observou-se uma tendéncia
para concentragdes mais elevadas de IFN-y nas codetec¢oes IgM anti-CHIKV / DENV, mas
devido ao nimero amostral e distribuicdo insuficiente ndo foi possivel a realizacdo de testes

estatisticos.

Grafico 16: Correlacdo das concentraces da citocina TNF nas deteccdes de IgM anti-
CHIKV e codetecgdes entre IgM anti-CHIKV/DENV/ZIKV, em 393 casos suspeitos de
CHIK, Cearg, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney, em relagdo a deteccdo simples (CHIK) e dupla deteccdo
de IgM entre chikungunya, dengue e Zika (p= 0,0040 / z= -2,875).
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Tabela 8: Correlacdo das concentragdes da citocina TNF com as codetecgdes entre IgM anti-
CHIKV/DENV/ZIKV, em 54 participantes com positividade IgM combinada, Cearg, 2017.

. . FREQUENCIA
Codetecc¢do IgM anti- TNE TOTAL

CHIK/DENV/ZIKV < 3,65pg/mL >= 3,65pg/mL

IgM anti-CHIK*/DENV* 13 35 45/54
IgM anti-CHIK*/ZIK\* 2 3 5/54
IgM anti-DEN*/ZIKV* 1 0 1/54

IgM anti- 0 3 3/54

CHIK*/DENV*/ZIKV*

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente
Numero amostral e distribuicdo insuficiente para a realizacdo de testes estatisticos.

423 1L-6

Ao comparar 0 comportamento desta citocina com o periodo/fase de progressdo de
CHIK (Grafico 17), houve significancia estatistica associando esta citocina a fase aguda da
doenca (Teste de Kruskal — Wallis, p= 0,0147), assim como 0s participantes com apenas IgM
anti-CHIK reagente apresentaram concentra¢fes mais elevadas de IL-6 quando comparado
aos outros perfis soroldgicos, porém ndo houve significancia estatistica (Teste de Kruskal -
Wallis, p=0,1598) (Grafico 18).

Ao relacionar as concentracdes de IL-6 com o tempo de sintomas relatados foi
verificado niveis séricos mais elevados nos individuos com, em média, menor tempo de
sintomas (Teste de Mann Whitney, p= 0,0006/ z= 3,453).
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Gréfico 17: Correlacdo das concentracdes da citocina IL-6, dosada em 339 pacientes com
diagnéstico laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca

(aguda, p6s-aguda e cronica), Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste Kruskal Wallis em relagdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pés-
agudo e crénico), p=0,0147.

Graéfico 18: Correlacdo das concentracOes da citocina IL-6, dosada em 393 casos suspeitos de

CHIK, em relacdo aos resultados da sorologia IgM e IgG anti-CHIKV, Ceard, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente () ndo reagente / Teste de Kruskal — Wallis em relacdo a codeteccdo
de IgM e IgG anti- CHIK, p=0,1598.
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Os participantes que apresentaram dupla deteccdo (51) de anticorpos IgM entre as
arboviroses chikungunya, dengue e Zika obtiveram concentra¢fes séricas de TNF mais
elevadas que os com deteccao de apenas IgM anti-CHIKV (225) (Teste de Mann Whitney, p=
0,0387 / z=-2,067) (Grafico 19).

A distribuicdo das concentragBes sericas da citocina IL-6 (< ou >= 10 pg/mL) nas
codetecgdes: IgM anti-CHIKV/DENV; IgM anti-CHIKV/ZIKV; IgM anti-DENV/ZIKV e
IgM anti-CHIKV/ZIKV/DENV estdo representadas na Tabela 9. Observou-se uma tendéncia
para concentracfes mais elevadas de IFN-y nas codetec¢des IgM anti-CHIKV / DENV, mas
devido ao nimero amostral e distribuicdo insuficiente ndo foi possivel a realizacdo de testes

estatisticos.

Graéfico 19: Correlacdo das concentracdes da citocina IL-6 nas detec¢des de IgM anti-CHIKV
e codetecgdes entre IgM anti-CHIKV/DENV/ZIKV, em 393 casos suspeitos de CHIK, Cear3,
2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney, em relagdo a deteccdo simples (CHIK) e dupla deteccdo
de IgM entre chikungunya, dengue e Zika (p= 0,0387 / z= -2,067).
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Tabela 9: Correlacdo das concentragdes da citocina IL-6 com as codeteccdes entre IgM anti-
CHIKV/DENV/ZIKV, em 54 participantes com positividade IgM combinada, Cearg, 2017.
FREQUENCIA

Codeteccédo IgM anti-
IL-6 TOTAL

CHIK/DENV/ZIKV
< 10pg/mL >= 10pg/mL

IgM anti-CHIK*/DENV* 15 30 45/54
IgM anti-CHIK™/ZIKV* 2 3 5/54
IgM anti-DEN*/ZIKV* 1 0 1/54

IgM anti-
1 2 3/54

CHIK*/DENV*/ZIKV*

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente
Numero amostral e distribuicdo insuficiente para a realizagdo de testes estatisticos.

4.2.41L-10

Houve significancia estatistica ao analisar as concentrages da citocina IL-10 com as
fases de progressdo de CHIK (Gréafico 20), o que leva a uma associacdo desta citocina a fase
aguda da doenca (Teste de Kruskal — Wallis, p= 0,0001), assim como o0s participantes com
apenas IgM anti-CHIK reagente apresentaram concentragdes mais elevadas de IL-10 quando
comparado aos outros perfis sorolégicos (Teste de Kruskal - Wallis, p= 0,0001) (Grafico 21).

A correlacdo de IL-10 com tempo de sintomas mostrou niveis séricos mais elevados
da citocina IL-10 nos individuos com, em média, menor tempo de sintomas (Teste de Mann
Whitney, p= 0,0001/ z= 4,576).
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Gréfico 20: Correlagdo das concentracBes da citocina IL-10, dosada em 339 pacientes com
diagnéstico laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca

(aguda, p6s-aguda e cronica), Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste Kruskal Wallis em relagdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pés-
agudo e crénico), p=0,0001.

Gréfico 21: Correlagdo das concentracdes da citocina IL-10, dosada em 393 casos suspeitos
de CHIK, em relacdo aos resultados da sorologia IgM e 1gG anti-CHIKV, Cear4, 2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. (+) reagente () ndo reagente Teste de Kruskal — Wallis em relagdo a codeteccédo
de IgM e IgG anti- CHIK, p=0,0001.
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Os participantes que apresentaram dupla detec¢do (51) de anticorpos IgM entre as
arboviroses chikungunya, dengue e Zika obtiveram concentracdes séricas de IL-10 mais
elevadas que os com deteccdo simples (225) (Teste de Mann Whitney, p<0,0002 / z= -3,667)
(Grafico 22).

A distribuicdo das concentragGes séricas da citocina IL-10 (< ou >= 2,85 pg/mL) nas
codetecgdes: IgM anti-CHIKV/DENV; IgM anti-CHIKV/ZIKV; IgM anti-DENV/ZIKV e
IgM anti-CHIKV/ZIKV/DENV  estdo representadas na Tabela 10. Observou-se uma
tendéncia para concentracfes mais elevadas de IFN-y nas codetec¢des IgM anti-CHIKV /
DENV, mas devido ao numero amostral e distribuicdo insuficiente ndo foi possivel a
realizacdo de testes estatisticos.

Gréfico 22: Correlacdo das concentracdes da citocina IL-10 nas detec¢des IgM anti-CHIK e
codetecgOes entre IgM anti-CHIKV/DENV/ZIKV, em 393 casos suspeitos de CHIK, Cear3,
2017.
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Fonte: Elaborado pela autora. Teste de Mann Whitney, em relagdo a deteccdo simples (CHIK) e dupla deteccdo
de IgM entre chikungunya, dengue e Zika (p= 0,0002 / z= -3,667).
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Tabela 10: Correlagéo das concentracdes da citocina IL-10 om as codeteccdes entre IgM anti-
CHIKV/DENV/ZIKV, em 54 participantes com positividade IgM combinada, Ceara, 2017.
FREQUENCIA

IL-10 TOTAL
< 2,85pg/mL >=2,85pg/mL

Codeteccédo IgM anti-
CHIK/DENV/ZIKV

IgM anti-CHIK*/DENV* 15 30 45/54
IgM anti-CHIK*'ZIKV* 2 3 5/54
IgM anti-DEN*/ZIKV* 1 0 1/54

IgM anti- 1 2 3/54

CHIK*/DENV*/ZIKV*

Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente
Numero amostral e distribuicdo insuficiente para a realizacdo de testes estatisticos.

4.3 PROPORCOES ENTRE AS CITOCINAS IFN-T, TNF, IL-6 E IL-10 NOS CASOS
SUSPEITOS DE CHIK

Ao comparar as fases de progressdo de CHIK foi verificado que as citocinas TNF, IL-
6 e IL-10 apresentaram uma diminui¢cdo em seus niveis a medida que a doenca progredia, ja o
IFN-y apresentou um discreto aumento na fase cronica, ou seja, cada citocina estudada
apresentou trajetorias distintas em relacéo as fases de progressdo doenca (Gréfico 23). Apds a
quantificacdo dessas citocinas foram determinadas trés razdes: IFN-y / IL-10; TNF / IL-10 e
IL-6 / IL-10 com o intuito de avaliar a relacéo entre a producéo de citocinas pré-inflamatorias
e anti-inflamatorias. Essas razbes foram correlacionadas entre 0s grupos: agudo, p6s-agudo,
cronico e entre os perfis: CHIKV IgM- IgG- ; CHIKV IgM+ IgG- ; CHIKV IgM- 1gG+ e
CHIKV IgM+ IgG+. Os resultados foram inseridos em categorias de acordo com a mediana
das razdes: IFN-y / 1L-10 (< ou >= 4,43 pg/mL), TNF / IL-10 (< ou >= 0,48 pg/mL) e IL-6 /
IL-10 (< ou >= 2,87 pg/mL).
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Gréfico 23: Diminuicdo dos niveis das citocinas IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 entre as fases pds-
aguda e crénica em comparacao a fase aguda observados em 339 pacientes com diagndstico
laboratorial de CHIK, Cear4, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao comparar a proporcao entre as concentracdes séricas das citocinas IFN-y e IL-10
com o periodo/fase de progressdo de CHIK, ndo houve significancia estatistica (Teste de
Kruskal — Wallis, p= 0,1948), porém foi observada uma elevacdo na propor¢do IFN-y / IL-10
a medida que ocorreu a progressdo da doenca (Graficos 24). Ao relacionar os perfis
soroldgicos (IgM e 1gG ani-CHIK) foi observado que os participantes com apenas IgG anti-
CHIK reagente apresentaram concentracdes mais elevadas de IFN-y quando comparado a IL-
10, porém nado houve significancia estatistica (Teste de Kruskal — Wallis, p= 0,1969) (Gréafico
25), adicionalmente, no grupo crénico (80) os individuos com o perfil CHIKV IgM- IgG*
(média: 100,0; mediana: 35,3) apresentaram media e mediana das concentra¢fes de IFN- y
bem mais elevadas que o perfil CHIKV IgM* IgG* (média: 38,2; mediana: 16,3), porém sem
significancia estatistica.

A correlagdo da razéo IFN-y / IL-10 com tempo de sintomas néo foi estatisticamente
significativa (Teste de Mann Whitney, p= 0,1309 / z=-1,510).
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Gréfico 24: Correlacdo da razdo IFN-y / IL-10, calculada em 339 pacientes com diagnostico
laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca (aguda, pos-

aguda e cronica), Ceard, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora. Teste Kruskal Wallis em relagdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pos-
agudo e crénico), p=0,1948.

Gréfico 25: Correlagdo da razdo IFN-y / 1L-10, calculada em 393 casos suspeitos de CHIK,

em relacdo aos resultados da sorologia IgM e IgG anti-CHIKV, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente (—) ndo reagente Teste Kruskal Wallis em relacdo ao perfil sorolégico
IgM e 1gG anti- CHIKV, p=0,1969.
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Ao comparar a propor¢do entre as concentragfes séricas das citocinas TNF e IL-10
com o periodo/fase de progressdo de CHIK (Gréficos 26), houve significancia estatistica
(Teste de Kruskal — Wallis, p= 0,0002), ou seja, foi observada uma diminuicdo da proporcao
TNF / IL-10 a medida que ocorreu a progressdo da doenca, assim como 0s participantes com
IgM anti-CHIK reagente apresentaram elevagédo na razdo TNF / IL-10 quando comparada aos
outros perfis soroldgicos (IgM e IgG ani-CHIK), contudo ndo houve significancia estatistica
(Teste de Kruskal — Wallis, p=0,0681) (Gréafico 27).

O aumento da razdo TNF / IL-10 estd associado com menor tempo de sintomas, ou
seja tendéncia maior de associacdo do TNF com a fase aguda da doenca (Teste de Mann
Whitney, p= 0,0093/ z= 2,600).

Grafico 26: Correlacdo da razdo TNF / IL-10, calculada em 339 pacientes com diagnéstico
laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca (aguda, pos-
aguda e cronica), Ceard, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora. Teste Kruskal Wallis em relacdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pés-
agudo e crénico), p=0,0002.



80

Grafico 27: Correlagdo da razdo TNF / IL-10, calculada em 393 casos suspeitos de CHIK, em
relacdo aos resultados da sorologia IgM e IgG anti-CHIKYV, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente (—) ndo reagente / Teste Kruskal Wallis em relacdo ao perfil
soroldgico IgM e IgG anti- CHIKV, p= 0,0681.

Ao comparar a proporcdo entre as concentracdes séricas das citocinas IL-6 e IL-10
com o periodo/fase de progressdao de CHIK (Gréaficos 28), houve significancia estatistica
(Teste de Kruskal — Wallis, p= 0,0054) associando a diminuicdo da razéo IL-6 / IL-10 a fase
aguda da doenca. Nas fases poOs-aguda e crbnica ocorreu uma elevacdo da razdo. Os
participantes com o IgM anti-CHIK reagente e IgG anti-CHIK nédo reagente apresentaram
uma diminuicdo da proporcdo IL-6 / IL-10, sendo estatisticamente significante (Teste de
Kruskal — Wallis, p= 0,0334) (Gréfico 29).

A elevacdo da proporgdo IL-6 / IL-10 estd associada com maior tempo de sintomas
(Teste de Mann Whitney, p=0,0001/ z= -3,936), consequentemente na fase crénica os niveis

de IL-6 foram mais elevados que os da citocina IL-10.
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Gréfico 28: Correlacdo da razdo IL-6 / IL-10, calculada em 339 pacientes com diagnostico
laboratorial de CHIK, em relacdo as diferentes fases de progressdo da doenca (aguda, pos-

aguda e cronica), Ceard, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora. Teste Kruskal Wallis em relacdo ao periodo de sintomas relatado (agudo, pos-
agudo e crénico), p= 0,0054.

Graéfico 29: Correlacdo da razdo IL-6 / IL-10 calculada em 393 casos suspeitos de CHIK, em

relacdo aos resultados da sorologia IgM e IgG anti-CHIKV, Ceara, 2017.
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Fonte: Elaborada pela autora. (+) reagente () ndo reagente / Teste Kruskal Wallis em relacdo ao perfil
sorolégico IgM e IgG anti- CHIKV, p=0,0334.
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5. DISCUSSAO

Apesar do CHIKV ter sido isolado pela primeira vez em 1952, 0s mecanismos
patogénicos da artralgia e artrite na infeccdo por CHIK ainda ndo sdo bem compreendidos. O
papel das citocinas na resposta imune ao CHIKV tem sido relacionado com a severidade da
doenga observada durante a fase aguda da infec¢do, ambos nos modelos humanos e ndo
primatas. Entretanto, ainda é desconhecida se as citocinas e outros mediadores, tais como as
quimiocinas, estdo envolvidas na inducdo da artrite crénica pela infeccdo causada pelo
CHIKV (CHOW et al., 2011). Portanto, os estudos com a finalidade de compreender a
resposta imune inata nas diferentes fases da infeccdo pelo CHIKV sdo pertinentes. Diante
deste cenario, esta pesquisa foi conduzida com um “N” amostral relevante (393 individuos)
guando comparado a maioria dos estudos de resposta imune na CHIK, ampliando o poder de
elucidacdo do comportamento das biomoléculas estudadas (NG et al. 2009; HOARAU et al.,
2010; CHOW et al., 2011; KELVIN et al, 2011; WAUQUIER et al., 2011,
CHAAITHANYA et al., 2011; CHIRATHAWOM et al., 2013; VENUGOPALAN et al.,
2014; DANTAS et al., 2016 e CHANG et al., 2018).

O Estado do Ceara, em 2017, notificou 139.498 casos suspeitos de CHIK, destes
75,4% (105.231/139.498) foram confirmados, revelando o carater explosivo da CHIK na
epidemia do Ceara. Dos casos confirmados, 66,0% (69.321/105.231) concentram-se nas
faixas etarias entre 20 e 59 anos com predominio do sexo feminino. O perfil apresentado neste
estudo corrobora com os dados notificados pela Secretaria de Saude do Estado do Ceara
(SESA-CE) que apontou um maior nimero de casos confirmados em adultos, predominio de
casos do sexo feminino, procedéncia do municipio de Fortaleza e alto percentual de
positividade para CHIK (CEARA, 2017).

Sobre o predominio de individuos do género feminino, Van Genderen et al., 2016
apontaram em estudo ocorrido em Suriname, durante surto de CHIK em 2014, que a maioria
(81,8%) das pessoas suspeitas da infeccdo foram de fato mulheres que procuraram cuidados
de salde nos servicos ambulatoriais locais. Os cuidados com a salde estdo associados a
prevencdo, logo os servicos de salde costumam ser procurados mais frequentemente por
mulheres pela percepcdo que estas possuem de seu papel no processo saude/doenca.
(LEVORATO et al., 2014).

Foi verificada, neste estudo, uma associag¢ao significativa entre o sexo feminino e os

dias de sintomas, mostrando que as mulheres em geral apresentaram mais tempo de sintomas,
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consequentemente, uma frequéncia maior de mulheres na fase cronica da doenca.
Similarmente, houve uma associagdo significativa entre individuos maiores de 45 anos e um
maior tempo de sintomas. De acordo com a literatura a cronificacdo € significativamente
maior no sexo feminino e em maiores de 45 anos (BRASIL, 2017).

Sabe-se que as mulheres, principalmente acima de 40 anos, representam o0 grupo etéario
mais acometido por doencas reumatologicas (CASTRO et al., 2016; PEREIRA et al.,
2017). Thiberville et al., 2013 associaram as mulheres a um alto numero de articulacGes
dolorosas no inicio da doenca e em torno de 10 meses apds o inicio dos sintomas, relataram
também a possibilidade de suscetibilidade clinica especifica relacionada ao género ou uma
percepcdo diferente da doenca em homens e mulheres. Desta forma, o predominio de
mulheres na fase crénica de CHIK pode estar relacionado ao fato de que a infeccédo pelo
CHIKV pode contribuir para uma doenca inflamatdria reumatica, ou até mesmo colaborar
para o diagnostico precoce da artrite reumatoide e artrite psoriatica em pacientes suscetiveis.

Segundo o Guia de Vigilancia em Salde do Ministério da Saude, 2019, as formas
graves de infec¢do por CHIKV acometem com maior frequéncia as seguintes faixas etarias: <
2 anos e > 65 anos. Nesse sentido, foi também encontrada, no presente estudo, uma relacéo
significativa entre > 65 anos e o tempo de sintomas, mostrando uma maior quantidade de
idosos na fase cronica da doenca, podendo levar a complicagdes e formas graves. Pacientes de
maior risco certamente necessitam de maiores cuidados e acompanhamento clinico mais
rigoroso. Consequentemente, a estratificacdo desse grupo de individuos pode ser de valia para
a triagem precoce e prescricao da terapia com possivel prevencao de complicacdes clinicas e
evolugdo mdrbida da doenga.

Neste trabalho foi verificado uma maior frequéncia de IgM anti-CHIKV reagente a
partir do 3° dia do inicio dos sintomas, com um maior nimero de casos entre o periodo de 6 a
8 dias. Quanto a positividade 1gG anti-CHIKYV, houve uma concentracdo maior de casos entre
7 a 9 dias do inicio dos sintomas relatados, o que corrobora com o estabelecido na literatura e
preconizado no Manejo Clinico para CHIK publicado pelo Ministério da Saude em 2017, o
qual relata que os testes sorologicos permitem a detec¢do de anticorpos especificos do tipo
IgM, a partir do segundo dia ap6s o0 aparecimento dos sintomas e do tipo 1gG a partir do sexto
dia (BRASIL, 2017). Salienta-se que devido a natureza deste estudo e pelo fato de se utilizar
de um bioarquivo de conveniéncia, a grande maioria das amostras da pesquisa sao referentes
as amostras com inicio dos sintomas com 6 dias ou mais, limitando-se as conclusdes em

relacdo ao inicio da soropositividade IgM anti-CHIKV.
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Foi encontrado 10% de individuos que apresentaram sorologia IgM anti-CHIK néo
reagente e 1gG anti-CHIK reagente, apesar de estarem com até 14 dias do inicio de sintomas.
Estes pacientes provavelmente ja podem ter se infectado anteriormente por CHIK e devido a
sintomatologia recorrente deste arbovirus procuraram o servico de saude novamente,
informando equivocadamente a data da recorréncia dos sintomas. Ndo se pode também
descartar a possibilidade do critério subjetivo da data do inicio dos sintomas informada pelo
paciente.

Foi verificado neste estudo uma positividade de IgM anti-CHIKV em pacientes com
mais de 90 dias de sintomas (48/85). Evidéncias clinicas da persisténcia de uma resposta IgM
especifica meses apos o inicio da infeccdo pode estar associada a persisténcia no organismo
do CHIKYV ou de seus antigenos, e a consequente artrite erosiva e cronificacdo dos sintomas
articulares (MALVY et al., 2009; MARQUES et al.,, 2016). Petitdemange et al, 2015
relataram que a permanéncia da IgM por meses apds a infeccdo inicial foi observada em
pacientes com varias outras infeccbes por alfavirus, podendo estar relacionada a persisténcia
viral por mecanismos pouco compreendidos.

Foram encontradas 54 codetec¢des entre CHIKV, DENV e ZIKV. Os casos com
sorologia IgM reagente para DENV e para ZIKV podem ser interpretados como infeccdo
recente por dengue e/ou Zika, reacdo cruzada ou coinfeccdo (BRASIL, 2019b). Vale salientar
que esses achados ndo permitem afirmar se os casos séo de infeccdo recente ou de coinfecgéo,
pois ndo foram realizados os testes moleculares. Contudo, as coinfec¢fes ndo sdo eventos
raros durante periodos de transmissdo arboviral intensa e em areas de cocirculacdo do
CHIKV, ZIKV e DENV. CASTRO et al., 2016 encontraram reatividade para IgM anti-DENV
e anti-ZIKV em nove de 30 pacientes para IgM anti-DENV e anti-ZIKV, mas sem
amplificacdo de RNA de DENV por RT-PCR. Portanto, provavelmente ocorreu reatividade
cruzada entre anticorpos IgM anti-DENV e anti-ZIKV , o que condiz com a literatura sobre a
possivel reatividade cruzada entre DENV e ZIKV e outros flavivirus quando os métodos
imunologicos sdo usados para a deteccdo de IgM (LANCIOTTI et al., 2008; DUFFY et al.,
2009). A ocorréncia de falsa reatividade para dengue em individuos com infeccéo por ZIKV,
principalmente em grupos que estdo em risco da doenga, como mulheres gravidas, pode ser
preocupante, devido a provavel relacdo causal com microcefalia, mostrando a importancia do
diagndstico diferencial preciso (CASTRO et al., 2016). Contudo, neste estudo foi encontrado
uma baixa frequéncia (1/54) de codeteccGes sorologia IgM anti-DENV e anti-ZIKV, a
frequéncia maior foi entre IgM anti-CHIK e anti-DENV (45/54). Como no Ceara existe a

circulacdo do DENV ha muitos anos, possui vetor competente e populagéo suscetivel, talvez,
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com a introdugédo do CHIKYV casos de coinfecgdo tenham ocorrido em 2017. No entanto, ndo
é possivel afirmar com os dados desse estudo que realmente houve coinfeccdo, pois ndo foi
realizada a pesquisa dos virus. Outra hipotese € o individuo ter se infectado primeiramente por
um desses arbovirus e posteriormente pelo outro, ou seja, infeccdo subsequente.
Adicionalmente, ndo pode ser descartada a possibilidade de reagcdo cruzada, mesmo sendo
entre flavivirus e alfavirus, por possuirem alguma homologia genética.

Em relacdo a deteccdo de anticorpos IgG, Vasconcelos et al., 1998 observaram uma
prevaléncia de 44% IgG anti-DENV. Desde o0 ano de 1986 o estado do Ceara tem vivido com
episddios de epidemias, estando ha mais de 30 anos com a circulagdo do DENV, onde os 4
sorotipos (DENV1- a partir de 1986, DENV2- a partir de 1994, DENV3- a partir de 2002 e
DENV4- a partir de 2011) ja circularam dentro do estado. Durante este periodo o Ceara
confirmou quase um milhdo de casos de dengue e registrou pelo menos 14 epidemias
(CAVALCANTI et al., 2017; BRASIL, 2019a). A faixa etaria deste estudo foi
predominantemente de adultos, indicando um maior periodo de exposicdo do individuo ao
vetor, logo a possibilidade de infeccdo pelo DENV aumenta; o que explica os achados deste
estudo, onde foi encontrado, um total de 91,3% (357/391) de IgG anti-DENV reagente.

Matheus et al., 2019 revelaram em um estudo a especificidade de 79% do ensaio de
IgG anti-Zika Euroimmun o que indica especificidade sub-6tima, que € uma preocupacao para
diagndstico soroldgico da infeccdo pelo ZIKV, achados que podem elucidar o que foi
encontrado no presente estudo onde quase a totalidade (97,3%) dos pacientes que
apresentaram IgG anti-ZIKV reagente foram reagente também para 1gG anti-DENV. Esse alto
percentual de codetecgdo IgG anti-ZIKV/DENYV pode ser devido ao alto grau de semelhanca
estrutural e sequencial entre esses flavivirus justificando a presenca de anticorpos de
reatividade cruzada em individuos que ja tiveram dengue (PRIYAMVADA et al. 2016).

As citocinas sdo proteinas ou glicoproteinas produzidas pelas células, atuando na
superficie dos receptores celulares mediando a comunicacao celular (DINARELLO, 2007).
Essas proteinas regulam tanto o inicio quanto a manutencdo e equilibrio das respostas
imunoldgicas contra patdgenos, além de selecionar o tipo de resposta imune de acordo com o
perfil da infeccdo (ABBAS et al.,2012). Neste estudo, as concentragdes de IFN-y, TNF, IL-6
e IL-10 foram quantificadas a fim de verificar seu comportamento quando testadas entre 0s
grupos (de acordo com os dias de sintomas): agudo, pos-agudo e crénico de pacientes com
diagnostico laboratorial de chikungunya.

Ao relacionar os dias de sintomas com as dosagens de IFN-y foi verificada uma

significancia estatistica (p<0,005), mostrando que os participantes com concentracfes maiores
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dessa citocina tinham em média menos tempo de sintomas. De acordo com Verteeg et al.,
2016, o IFN-y ¢ uma das principais citocinas produzidas durante a infec¢@o inicial pelo
CHIKYV, a partir de células T CD4+ especificas. Por outro lado, é possivel que 0 aumento nos
niveis de expressdao do IFN-y possam estar envolvidos na transicdo precoce da classe de
imunoglobulina IgM para IgG especificos, observada na infeccdo pelo CHIKV. Do mesmo
modo, é provavel que o aumento nos niveis de IFN-y poderia estar contribuindo para a
ativacdo de uma resposta imune mais especifica precocemente (VENUGOPALAN et al.,
2014). Ao comparar as concentracdes de IFN-y entre os grupos agudo, pds-agudo e cronico,
em pacientes com diagndstico laboratorial de chikungunya, levando em consideracdo as
diferentes fases de progresséo da doenca foi observada significancia estatistica (p<0,005) com
a fase aguda, o que corrobora com os estudos de Hoarau et al., 2010, Wauquier et al., 2011 e
Venugopalan et al., 2014.

As células NK aparecem no inicio da doenca para controlar a infeccdo por CHIK,
produzindo ou liberando IFN-y, o que pode explicar o seu aumento na fase aguda da doenca
(CHOW et al., 2011). O IFN-y modula negativamente a resposta Th2, ja a IL-4 e a IL-10
regulam negativamente a resposta Thl, o que permite uma homeostasia no sistema imune e
uma resposta imunoldgica balanceada. O balanco entre essas duas respostas tem papel
relevante na imunidade e na patogénese de muitas doencas infecciosas (MILLS; MCGUIRK,
2004). As células NK parecem ser benéficas na fase aguda da infeccdo pelo CHIKV. No
entanto, posteriormente, as células NK poderiam contribuir para mecanismos
imunopatologicos, infiltrando tecidos sinoviais e mantendo um ambiente inflamatério que
poderia contribuir para o desenvolvimento de artralgia (PETITDEMANGE et al, 2015).

O TNF é uma citocina multifuncional que tem efeitos na inflamacdo, sendo um
importante mediador de apoptose (WILEY; SCHOOLEY et al., 1995). O principal efeito
fisiolégico do TNF é promover a resposta imune e a inflamatéria por meio do recrutamento de
neutrofilos e mondcitos para o local da infecgdo, além de ativa-los (ABBAS et al., 2012). Os
achados desse estudo mostraram significancia estatistica da citocina TNF com a fase aguda da
doenga, adicionalmente, ao relacionar os dias de sintomas com as dosagens de TNF foi
verificada uma significancia estatistica (p<0,005) mostrando que o0s participantes com
concentragfes maiores desta citocina tinham em média menos tempo de sintomas. Estes
resultados diferem dos achados de Ng et al. 2009, Wauquier et al., 2011, Chaaithania et al.
2011 e Venugopalan et al. 2014, pois ndo apresentaram associagdo significativa dessa citocina
com a fase aguda de CHIK; Kelvin et al. 2011 e Chang et al. 2018 acharam uma correlagéo

negativa de TNF com a fase aguda da doenca.
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A IL-6 é uma citocina pleiotrépica que possui funcdo anti e pré-inflamatoria e é o
maior mediador da febre e das reacdes da fase aguda de infecgdes, sendo produzida durante as
respostas imune inata e adaptativa por linfécitos T e B, macrdéfagos, monacitos, fibroblastos,
células endoteliais ativadas e células dendriticas (DCs) (MARTINA; KORAKA;
OSTERHAUS, 2009).

Neste estudo, foi observada uma associagéo significante (p= 0,0147) da citocina IL-6
com a fase aguda da doenca, ao comparar as concentracGes séricas em pacientes com
diagnostico laboratorial de chikungunya que estavam nas fases aguda, pos-aguda e cronica.
Ao relacionar os dias de sintomas com as dosagens de IL-6 foi verificada uma significancia
estatistica (p= 0,0006), logo os participantes com concentragdes maiores desta citocina tinham
em media menos tempo de sintomas. Os achados de Ng et al. 2009, Chow et al, 2011,
Wauquier et al., 2011, Chirathawom et al.,, 2013 e Chang et al., 2018 mostraram
significancia de IL-6 na fase aguda da doenca. Porém, outros estudos relatam a falta de
significancia estatistica da citocina IL-6 durante a fase aguda da infeccdo pelo CHIKV
(KELVIN et al., 2011; CHAAITHANYA et al., 2011 e VENUGOPALAN et al., 2014). Na
fase cronica, tem sido relatada a elevacdo dos niveis de IL-6 produzido por fibroblastos
infectados, o que resulta em aumento da producdo de prostaglandina que, por sua vez,
favorece a inflamacdo, resultando nas manifestacGes clinicas de artrite, devido a destruicdo
tecidual nas articulagdes (NG et al., 2009; HOARAU et al., 2010; CHOW et al., 2011;
MALFAIT; SCHNITZER, 2013;).

A IL-10 é produzida pelas células Th2, logo exibe propriedades anti-inflamatdrias,
incluindo a inibicdo da secrecdo de mediadores imunes, a apresentacdo de antigenos e
estimulo a fagocitose (DUELL; TAN et al., 2012). Nesta pesquisa, 0s niveis séricos de 1L-10
foram maiores, estatisticamente significante, na fase aguda de CHIK gquando comparado as
outras fases de progressdo, o que pode ser devido ao efeito supressor dessa citocina na
geracdo de respostas Thl, corroborando com os estudos anteriores de Ng et al. 20009,
Chaaithanya et al. 2011 e Chang et al. 2018 que também mostraram significancia estatistica
da IL-10 com a fase aguda da doenca. J& os achados de Hoarau et al. 2010, Waugquier et al.
2011 e Venugopalan et al. 2014 nédo associaram a IL-10 a fase aguda. Ao relacionar os dias de
sintomas com os niveis de 1L-10 foi verificada significancia estatistica (p<0,005), onde os
participantes com concentragdes maiores dessa citocina tinham em média menos tempo de
sintomas.

Contudo, os resultados relacionados as citocinas em pacientes com infec¢do pelo

CHIKYV séo as vezes contraditérios. Discrepancias entre os estudos de alguns marcadores
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podem refletir diferentes origens genéticas, bem como diferencas nas técnicas de laboratorio
(PETITDEMANGE et al, 2015). Aléem de existir uma variagdo dos niveis de citocinas
relacionada com o momento da doenca e muitas das proteinas reguladas positivamente
apresentam um padrdo de expressdo dinamica com niveis mudando ao longo do tempo
(WAUQUIER et al., 2011).

Com o intuito de avaliar a relacdo entre a producdo de citocinas pré-inflamatérias e
anti-inflamatorias nas fases de progressdo da doenca, foi realizado o célculo das razGes entre
IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10. O equilibrio entre essas duas respostas tem papel importante na
imunidade e na patogénese de muitas doencas infecciosas. Logo, foi encontrada uma elevagéo
das razbes: IFN-y / IL-10 e IL-6 / IL-10 na fase crénica da CHIK quando comparada a fase
aguda, assim como nos individuos que apresentaram apenas anticorpos 1gG para CHIK. A
elevacdo da proporcdo IL-6 / IL-10 apresentou uma associa¢do significativa com maior tempo
de sintomas, consequentemente na fase cronica os niveis de IL-6 foram mais elevados que 0s
da citocina IL-10. Ao analisar o grupo que estava na fase crénica da CHIK os individuos com
o perfil CHIKV IgM- IgG+ apresentaram média e mediana das concentra¢es de IFN-y bem
mais elevadas que o perfil CHIKV IgM* IgG*, porém sem significancia estatistica. Estes
achados podem sugerir uma forte resposta inflamatdria na fase cronica da doenca. A resposta
das citocinas inflamatérias é essencial para promover a ativacdo das células imunes
desempenhando um papel crucial no controle da infeccdo, porém pode também contribuir
para a disseminacdo do virus e imunopatologia (PETITDEMANGE et al, 2015). Ja a razdo
TNF / IL-10 apresentou uma diminui¢do na fase cronica, e uma elevacdo nos pacientes que
apresentaram apenas IgM anti-CHIK reagente, consequentemente TNF apresentou uma
associacdo apenas com a fase aguda da doenca.

No presente estudo os individuos com detec¢do dupla de IgM entre as arboviroses
dengue, chikungunya e Zika apresentaram niveis mais elevados das citocinas IFN-y, TNF, IL-
6 e IL-10 que os que apresentaram deteccdo de apenas CHIK. (RESTREPO et al., 2008). No
entanto, o papel dessas citocinas em individuos coinfectados ainda é pouco conhecido.

Por ser um estudo baseado em amostras de conveniéncia, este trabalho apresentou
algumas limitagdes, uma delas relacionada a distancia do tempo da coleta das amostras (2017)
e a realizacdo das dosagens de citocinas (2019). Contudo, as amostras selecionadas para este
estudo foram bem documentadas e acondicionadas durante este periodo e constituem valioso
acervo cientifico para estudos retrospectivos, e que se refere a primeira grande epidemia ja
registrada de chikungunya no Ceard onde a grande maioria da populacdo era

imunologicamente naive para CHIKV. O fato de ndo existir um grupo controle com
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individuos saudaveis (2017), para uma comparagdo com as concentragdes das citocinas
estudadas, como também a falta de cobertura de informagfes sobre a sintomatologia e
comorbidades no momento da coleta para se associar aos dados com as citocinas, pode ser
citado como outros aspectos limitantes do estudo.

Devido & natureza deste trabalho, ndo foi possivel realizar seguimento destes
pacientes, desta forma, futuras iniciativas deverdo focar no estabelecimento de estudos de
coorte prospectivos com aquisi¢cdo de dados primarios, avaliagdo de desfechos clinicos e
obtencdo de amostras seriais para analises longitudinais que possam gerar novas evidéncias e

hipoteses.
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6. CONCLUSAO

O perfil epidemiologico desse estudo foi caracterizado com predominio de casos
provenientes do municipio de Fortaleza, do sexo feminino e da faixa etéaria de 40 a 59,9
anos;

As sorologias IgM e IgG anti-CHIKV foram reagentes a partir do 3° dia do inicio dos
sintomas; com uma maior concentracdo de casos entre 6 a 8 dias para IgM e entre 7 e 9
para 1gG;

Houve persisténcia de deteccdo IgM anti-CHIKV em pacientes com mais de 90 dias de
sintomas (61,2%);

Os participantes do sexo feminino e com idade acima de 45 anos apresentaram um tempo
significativamente maior de sintomas da doenca, fatores contributivos para a cronificacao
da CHIK;

As codeteccdes encontradas correspoderam a quase totalidade (83,3%) de IgM anti-
CHIKYV com IgM anti-DENV;

Na fase aguda da CHIK houve elevacao significativa das citocinas: IFN-y, TNF, IL-6 e
IL-10, assim como nos individuos com sorologia reagente para IgM e ndo-reagente para
IgG anti-CHIKV;

Na fase pds-aguda os niveis de IFN-y diminuiram, contrastando com o aumento do
mesmo na fase cronica;

Na fase cronica da CHIK os niveis séricos de TNF e IL-10 diminuiram acentuadamente
guando comparados as fases aguda e pds-aguda;

O grupo de individuos na fase crénica com sorologia IgM anti-CHIK ndo reagente e IgG
anti-CHIK reagente apresentou concentracGes séricas de IFN-y mais elevadas que 0 grupo
dos individuos com anticorpos IgM e 1gG reagentes;

Os casos de dupla deteccdo IgM (chikungunya, dengue e Zika) apresentaram niveis
estatisticamente mais elevados das citocinas IFN-y, TNF, IL-6 e IL-10 que os com

deteccdo simples.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Esses achados auxiliam a compreensdo dos mecanismos de resposta imune da infecgédo
por CHIK, sendo relevantes para um melhor conhecimento da imunopatologia da doenca,
na identificacdo de perfis seletivos de citocinas nas fases da infeccdo pelo CHIKV e
subsidios para estudos posteriores.
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