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RESUMO

A febre chikungunya é uma arbovirose que vem causando grande impacto na saude
publicado Brasil, por ser transmitida pelo Aedes aegypti, mosquito amplamente disseminado
no pais, e por ser de alta morbidade, evoluindo com artrite crénica em muitas pessoas
infectadas. Os mecanismos imunoldgicos que produzem estes sintomas, bem como o0s
mecanismos de protecdo ainda ndo foram totalmente elucidados. Assim, neste estudo foi
caracterizado o perfil soroepidemiolégico e avaliada a resposta das citocinas IL-1p, 1L-2, IL-
17A, MCP-1 e TGF-B1 em individuos com febre chikungunya nas fases aguda, p6s-aguda e
crbnica, e nos grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV. Tratou-se de um
estudo descritivo e transversal, com coleta de informacdes sociodemogréficas e analise de
amostras de soro de 351 pacientes com febre chikungunya em 2017 no estado do Ceara,
Brasil. A sorologia para anticorpos anti-CHIKV e anti-DENV e a quantificacdo das citocinas
séricas foram realizadas pelo método de ELISA. Todos os dados foram analisados e
modelados por intermédio do software Stata® 15, tendo sido utilizados os testes estatisticos
de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis e qui-quadrado de Pearson, com significancia de p < 0,05.
No estudo, predominaram individuos naturais de Fortaleza (54,99%), do sexo feminino
(78,92%) e na faixa etaria de 18 a 69,9 anos (69,05%). Sujeitos acima da mediana de idade
(51,73) estavam mais frequentes nas fases pos-aguda e crénica (p = 0,033). Sujeitos do sexo
feminino apresentaram uma duragcdo maior dos sintomas quando comparados aos do sexo
masculino (p = 0,0321). As medianas das idades por grupos de soropositividade para
anticorpos anti-CHIKYV foram: 48,02 para IgM+ 1gG-; 53,44 para IgM+ 1gG+ e 59,45 para
IgM- 1gG+. Em todos os grupos foi visto predominio do sexo feminino. No grupo com IgM+
IgG-, 50,00% dos sujeitos estavam na fase aguda e os outros 50,00% na fase pds-aguda; no
grupo com IgM+ IgG+, 53,41% estavam na fase po0s-aguda; no grupo com IgM- 1gG+,
70,83% estavam na fase cronica. Foi encontrado 7,98% de codetec¢do IgM anti-CHIKV/IgM
anti-DENV. Os individuos com IgM- IgG+ apresentaram niveis mais altos de IL-2 (p =
0,0317) em comparacdo com o0s dos outros grupos. Na fase crénica da doenca, 0s sujeitos
apresentaram niveis mais elevados de TGF-B1 em comparacdo as outras fases. Sujeitos com
IgM+ IgG+ e IgM- IgG+ apresentaram niveis mais elevados de TGF-p1 (p = 0,0121) em
comparacdo aqueles com IgM+ IgG-. Nao foi observada diferenga significativa na
comparacdo dos niveis de IL-1pB, IL-17A e MCP-1 nas fases da doencga e nos grupos de

soropositividade para anticorpos anti-CHIKV. Foi observada uma diminuicdo das razdes



MCP-1/TGF- B1 com a progressao para a fase crénica da doenca (p = 0,0203) e também no
grupo com IgM- 1gG+ quando comparado aos demais grupos (p = 0,0038). Assim, foi
possivel concluir que sujeitos acometidos pela chikungunya do sexo feminino e com idade
maior que 51,73 anos apresentaram duracdo maior dos sintomas e que niveis elevados de I1L-2
e de TGF-B1 foram relacionados ao grupo com IgM- IgG+ e a fase crbnica da doenca,
sugerindo que as caracteristicas imunologicas da cronificacdo da CHIKF estdo associados a

alteracdo nos mecanismos de imunotolerancia.

Palavras-chave: Febre chikungunya. Sorologia. Citocinas.



ABSTRACT

Chikungunya fever is an arbovirus that has had a major impact on public health in Brazil, as it
is transmitted by Aedes aegypti, a mosquito widely spread in the country, and due to its high
morbidity, evolving with chronic arthritis in many infected people. The immunological
mechanisms that produce these symptoms as well as the protection mechanisms have not been
fully elucidated yet. Thus, in this study, the seroepidemiological profile was characterized and
the response of cytokines IL-1B, IL-2, IL-17A, MCP-1 and TGF-B1 was evaluated in
individuals with chikungunya fever in the acute, post-acute and chronic phases, and in the
seropositivity groups for anti-CHIKV antibodies. It was a descriptive and cross-sectional
study, with collection of sociodemographic data and analysis of serum samples from 351
patients with chikungunya fever in 2017 in the state of Ceara, Brazil. Serology for anti-
CHIKYV and anti-DENV antibodies and quantification of serum cytokines were performed
using the ELISA method. All data were analyzed and modeled using the Stata® 15 software,
using the Mann-Whitney, Kruskal-Wallis and Pearson chi-square statistical tests, with
significance of p <0.05. In the study, predominant individuals were born in Fortaleza
(54.99%), female (78.92%) and aged between 18 and 69.9 years (69.05%). Subjects above the
median age (51.73) were more frequent in the post-acute and chronic phases (p = 0.033).
Female subjects had a longer duration of symptoms when compared to male subjects (p =
0.0321). The medians of age by seropositivity groups for anti-CHIKV were: 48.02 for IgM +
1gG-; 53.44 for IgM + 1gG + and 59.45 for IgM-IgG +. There was a predominance of females
in all groups. In the group with IgM + 1gG-, 50.00% of the subjects were in the acute phase
and the other 50.00% in the post-acute phase; in the group with IgM + 1gG +, 53.41% were in
the post-acute phase; in the group with IgM-IgG +, 70.83% were in the chronic phase. 7.98%
of IgM anti-CHIKV / IgM anti-DENV codetection was found. Individuals with 1gM-1gG +
had higher levels of IL-2 (p = 0.0317) compared to the other groups. In the chronic phase of
the disease, the subjects had higher levels of TGF-B1 compared to the other phases. Subjects
with IgM + IgG + and IgM- 1gG + showed higher levels of TGF-B1 (p = 0.0121) compared to
those with IgM + IgG-. No significant difference was observed when comparing the levels of
IL-1B, IL-17A and MCP-1 in the disease phases and in the seropositivity groups for anti-
CHIKYV antibodies. A decrease in the MCP-1 / TGF- B1 ratios was observed with progression
to the chronic phase of the disease (p = 0.0203), also in the group with IgM- IgG +, when
compared to the other groups (p = 0.0038). Thus, it was possible to conclude that female

subjects affected by chikungunya and aged over 51.73 years had longer duration of symptoms



and that high levels of IL-2 and TGF-B1 were related to the group with IgM-IgG+ and the
chronic phase of the disease, suggesting that the immunological characteristics of CHIKF

chronicity are associated with changes in immunotolerance switches.

Keywords: Chikungunya fever. Serology. Cytokines.
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Universidade Federal do Ceara



UTR Regido ndo-codificante (Untranslated region)

VEEV Virus da encefalite equine venezuelana (Venezuelan equine encephalitis
virus)
Vero Rim verde (Verda reno)

5PL Modelo logistico de 5 partes (Fifth party logistic model)
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1 INTRODUCAO

A febre chikungunya é uma arbovirose de grande impacto para a saude publica no
Brasil. A doenca pode se manifestar apenas com sintomas agudos ou pode levar a dores
articulares que persistem por semanas e até meses apds seu inicio. Pouco se sabe sobre os
mecanismos imunes envolvidos na origem e no controle destes sintomas, como niveis de
moléculas que atuam nas fases da doenca e suas repercussoes.

Este estudo objetiva caracterizar o perfil soroepidemiolégico de individuos com CHIKF
e avaliar nestes a resposta das citocinas IL-1p, IL-2, IL-17A, MCP-1 e TGF-1 em diferentes
fases de progressdo da doenca; realizando descricdo de varidveis sociodemogréaficas dos
individuos, relacionando as varidveis sociodemograficas com as diferentes fases de
progressao da doenga, caracterizando o perfil sorolégico de IgM e IgG anti-CHIKV nas
diferentes fases de progressdo da doenca e de acordo com as variaveis sociodemogréficas,
investigando a presenca de codetec¢do de anticorpos IgM anti-CHIKV e IgM anti-DENV,
quantificando e comparando as concentragdes de IL-1p, IL-2, IL-17A, MCP-1 e TGF-B1 nas
diferentes fases da doenca e nos diferentes grupos de soropositividade para anticorpos anti-
CHIKYV e determinando as razfes das diferentes citocinas proinflamatdrias pela citocina anti-
inflamatoria (TGF-B1) nas diferentes fases da doenca e nos diferentes grupos de
soropositividade para anticorpos anti-CHIKV .

Houve uma epidemia da doenca em 2017 no Ceara, atingindo uma populacdo que nao
teve contato com o virus anteriormente; ainda ndo se entende como o patdgeno se comporta
no cenario de epidemia nesta populacdo, o que é importante para se pensar em melhores
estratégias de controle da disseminacdo da doenga. A determinacdo dos niveis de citocinas nas
fases da doenca pode ajudar a esclarecer possiveis relacfes entre 0s niveis de determinadas
moléculas e a evolucdo da doenca e permitir a observacdo de marcadores de progndstico
viaveis, além de contribuir para o estudo e desenvolvimento de vacinas e de novas terapias.

Foram incluidos 351 individuos com febre chikungunya, um numero elevado em
comparacdo ao estudado na maioria dos outros trabalhos do mesmo formato; estes foram
analisados quanto as suas informagdes sociodemograficas presentes no Gerenciador de
Ambiente Laboratorial (GAL); nas suas amostras de soro foram realizadas sorologia para
CHIKYV e para DENV e quantificacdo das citocinas pela técnica de ELISA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Virus chikungunya

2.1.1 Taxonomia, genoma, estrutura e replicacao

O virus chikungunya (CHIKV) é um membro do género Alphavirus, pertencente a
familia Togaviridae, que possui como material genético uma fita simples de RNA de
polaridade positiva, contendo 11,8kb. Um capsideo icosaédrico com aproximadamente 70 nm
de diametro, o qual é envolvido por um envelope lipidico, protege o &cido nucléico
(ROUGERON et al., 2015; VU; JUNGKIND; LABEAUD:; 2017). O capsideo é composto por
240 cépias da proteina do capsideo (C). O envelope se constitui de uma bicamada lipidica
incrustada de heterodimeros das glicoproteinas E1-E2, arranjados em trimeros que s&o
chamados de espiculas (Figura 1) (SILVA E DERMODY, 2017; CHEN et al., 2018).

Figura 1 — Estrutura do CHIKV.

Fonte: Adaptado de Basore et al. (2019).

O género Alphavirus consiste no unico género vinculado a familia Togaviridae, que

compreende mais de 30 espécies de virus, 0s quais contam, em sua maioria, com mosquitos
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como transmissores e com primatas humanos e ndo-humanos, equideos, aves, anfibios e
répteis como hospedeiros vertebrados (CHEN et al., 2018).

Alguns alfavirus causam doencas humanas e estas podem ter diferentes evolugdes:
classicamente aqueles que surgiram na América, como o virus da encefalite equina
venezuelana (VEEV), causam sintomas neurolégicos, incluindo encefalite grave; por outro
lado, os que tiveram origem na Eurésia e Africa provocam principalmente exantema e artrite,
a semelhanca do CHIKV (GIRY et al., 2017).

O genoma do CHIKYV se baseia em duas fases de leitura aberta (ORFs), separadas por
uma juncdo ndo-codificante e delimitadas por duas regides ndo-codificantes (UTRS): 5°, que
contém um cap 7-metilguanosina, ¢ 3’, que possui uma cauda poliadenilada. A ORF 1
codifica quatro proteinas nao-estruturais (nsP1-4), que formam diferentes componentes do
complexo da RNA replicase, responsavel pela multiplicacdo do RNA gendmico, enquanto que
a ORF 2 da origem a um RNA subgen6émico (26S), que codifica cinco proteinas estruturais
(C, E1, E2, E3 e 6K) a partir de um promotor subgendmico de fita negativa (Figura 2)
(THIBERVILLE et al., 2013).

Figura 2 - Genoma do CHIKV.

JUNCAO NAO-
CODIFICANTE
CAP T-METILGUANOSINA 265 CALDA POLIADENILADA
r 1
l I ORE 1 > R
3" UTR 3" UTR
|—[ nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 C || E2 El
E3 6K

Fonte: Elaborado pelo autor.

A nsP1 desempenha atividades de metiltransferase e guanililtransferase; a nsP2 possui
as funcbes de helicase e protease; a nsP3 atua como fosfoproteina, ADP-ribosil hidrolase e
interage com fatores do hospedeiro; e a nsP4 é uma RNA polimerase RNA dependente (RNA
replicase), e tem atividade adenililtransferase terminal (CHEN et al., 2018). As proteinas C
estdo envolvidas no crescimento e montagem viral; as glicoproteinas E1 e E2 funcionam,
respectivamente, mediando as fases de fusdo da membrana e de ligacéo ao receptor; E3 ajuda

a dar estabilidade estrutural a E2 e protege E1-E2 da fusdo prematura com a membrana; e 6K
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participa da permeabilizacdo da membrana e da liberacdo dos virions (SILVA E DERMODY,
2017).

O CHIKV apresenta tropismo amplo, se multiplicando em varios tipos celulares de
vertebrados e invertebrados. Foi visto que os glicosaminoglicanos presentes em uma grande
variedade de células parecem participar da etapa de ligacdo aumentando a infecctividade
(SILVA E DERMODY, 2017). Foi demonstrado que o receptor Mrxa8 estd comprometido na
ligacdo do CHIKV a célula, que abrange E1-E2 e é menor quando o virion perde E3
(BASORE et al., 2019).

A entrada do CHIKV na célula ocorre por endocitose mediada por clatrina (BURT et
al., 2017; LOMBARDI PEREIRA et al., 2019). Ap6s a infeccdo, as glicoproteinas do
envelope sofrem alteracdes conformacionais devido ao pH acido da vesicula endossémica, de
forma que a glicoproteina E1 é exposta e pode atuar na fusdo do envelope viral com a
membrana endossdmica. Neste processo 0 nucleocapsideo vai para o citoplasma e libera o
RNA viral, que é traduzido em poliproteina ndo-estrutural e esta é entdo clivada em nsP1-4.
As nsPs geram um intermediario de RNA de sentido negativo usado como molde para a
producdo de RNA gendmico; o intermediario também € utilizado para a sintese de uma
poliproteina estrutural, a qual posteriormente origina as proteinas estruturais (THIBERVILLE
etal., 2013; LUM E NG, 2015).

A replicacdo viral ocorre inicialmente em reentrancias na membrana plasmatica das
celulas infectadas, chamadas de esférulas, onde ficam armazenados 0 RNA e as nsPs recém-
sintetizadas (LOMBARDI PEREIRA et al., 2019). Os intermediérios sdo protegidos da
degradacéo e do reconhecimento por receptores da imunidade inata no colo destas estruturas.
Com a progressdo da infeccdo, as esférulas sdo deslocadas para o citoplasma onde formam
grandes vacuolos citopaticos (SILVA E DERMODY, 2017).

A proteina C presente na poliproteina estrutural sofre autoprotedlise e o restante da
molécula precursora é processado no reticulo endoplasmatico (RE) (ABDELNABI; NEYTS;
DELANG; 2015). No citoplasma, unidades de proteina C em ndmero suficiente se agrupam
com RNAs genémicos e formam os nucleocapsideos (CHEN et al., 2018). No RE, as
glicoproteinas E1 e pE2 se associam em heterodimeros, os quais se trimerizam, formando as
espiculas. A glicoproteina pE2 é clivada em E2 e E3 pela furina celular no interior do
endossomo; este processo ocorre durante o transporte das glicoproteinas do RE, onde o
ambiente é acido, para a superficie celular, que apresenta pH neutro, fazendo com que E3 seja

liberada. As espiculas e o envelope proveniente da membrana plasmatica envolvem os



nucleocapsideos, ao passo que a proteina 6K contribui para a morfogénese

particulas virais infecciosas (Figura 3) (YAP et al., 2017).

Figura 3 — Replicagéo do CHIKV.
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2.1.2 Ecologia e filogenia

O CHIKV é um virus transmitido por artrépodes (arbovirus) que tem como principais

vetores 0s mosquitos Aedes aegypti e Ae. albopictus, espécies bastante adaptadas a presenca

humana. As fémeas destes mosquitos necessitam fazer repasto sanguineo para o

amadurecimento dos seus ovos e é nesta ocasido que pode ocorrer a transmissdo homem-

mosquito-homem, que define o ciclo urbano. Na Africa, um ciclo enzodtico/silvatico de

transmissdo € mantido em periodos interepidémicos e se da entre mosquitos arbdreos (Ae.

furcifer-taylori, Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Culex annulirostris e Mansonia africana,

por exemplo) e macacos, roedores, aves e 0 homem; o ultimo essencialmente em zonas rurais.

Os surtos acontecem durante periodos chuvosos, quando o numero de vetores aumenta

(Figura 4) (THIBERVILLE et al., 2013; ROUGERON et al., 2015).
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Figura 4 — Ciclos urbano e rural do CHIKV.
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Fonte: Adaptado de Rougeron et al. (2015).

O mosquito Ae. aegypti se propaga em regides aridas e de clima tropical; no entanto,
ndo sobrevive em regifes temperadas, ao contrario do Ae. albopictus, que possui alta
capacidade de invadir e se prolifera com sucesso em paises onde predominam temperaturas
mais baixas (MASCARENHAS et al., 2018).

Acredita-se que o CHIKV tenha surgido na Africa Subsaariana ha centenas de anos, a
partir de um ancestral que foi transmitido dos mosquitos do género Aedes para primatas e
talvez para outros vertebrados, uma vez que o Ae. aegypti evoluiu de uma espécie arborea e
zoofilica também nesta regido (WEAVER E FORRESTER, 2015).

Estudos filogenéticos identificaram trés genétipos de CHIKV: o oeste africano e o
Leste/Central/Sul Africano (ECSA), que sdo endémicos e responsaveis por epidemias na
Africa, sendo que o segundo também foi identificado nas Ameéricas; o asiatico, que esteve
relacionado com a disseminagdo da doenca no sudeste asiatico, no Caribe e nas Américas. A
linhagem do Oceano indico (IOL), que surgiu a partir do genétipo ECSA, causou surtos em
ilhas do Oceano Indico (Figura 5) (NUNES et al., 2015; NAVECA et al., 2019).
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Figura 5 — Distribuigdo dos gendtipos e vetores de CHIKV no mundo.
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2.2 Febre chikungunya

2.2.1 Historico e epidemiologia

A doenca causada pelo CHIKYV, caracterizada por febre, exantema e artralgia foi
inicialmente reportada em 1952-53, durante um surto na regido que corresponde atualmente a
Tanzénia. A populacdo local passou a chama-la de chikungunya, um termo em Makonde que
significa “aquele que se dobra”, se referindo a postura recurvada assumida pelos individuos
doentes devido as dores articulares (THIBERVILLE et al., 2013; WEAVER E FORRESTER,
2015; BURT et al., 2017; MASCARENHAS et al., 2018).

O fato do solo do local ser altamente permeavel levou as familias a estocarem a agua
para uso doméstico em seus vilarejos, o que resultou no aumento da densidade populacional
de Ae. aegypti no peri e no intradomicilio e, consequentemente, em incontaveis casos da
doenga (WEAVER E FORRESTER, 2015).

Apdbs sua descoberta, a febre chikungunya (CHIKF) provocou pequenos surtos em
diversos paises africanos e em alguns paises asiaticos entre as décadas de 1950 e 1990 (VU;
JUNGKIND; LABEAUD; 2017; BURT et al., 2017). Houveram registros de epidemias em



29

paises como Africa do Sul (1956, 1975-1977), Republica Democratica do Congo (1958, 1960
e 1999-2000), Senegal (1960, com surtos frequentes até 1996-1997), Tailandia (1960 e casos
esporéadicos em 1988), Uganda (1961-1962 e 1968), Camboja (1961), india (1963, 1964-1965
e 1973), Nigéria (1964, 1969 e 1974), Republica Centro Africana (1978-1979) e Malé&sia
(1998) (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016).

A 10L causou um surto no litoral do Quénia em 2004 e depois levou a infeccdo de
milhdes de pessoas em ilhas do Oceano indico e india. Através do deslocamento aéreo de
viajantes infectados, a IOL chegou a Europa, sudeste da Asia e Américas, com transmissio
iniciada localmente (autdctone) relatada em paises como Italia (2007), Franca (2010) e muitos
paises asiaticos. O gendtipo asiatico, que passou pela india, sudeste asiatico e Polinésia
Francesa, esteve implicado na chegada da doenca nas Ameéricas, tendo entrado primeiro na
Ilha de Sdo Martinho em 2013 e, em seguida, circulado pelo restante do Caribe e América
Central, norte da América do Sul e Flérida (WEAVER E LECUIT, 2015; SILVA E
DERMODY, 2017).

Observou-se que algumas cepas da IOL apresentaram maior capacidade de se adaptar
em Ae. albopictus, em consequéncia da substituicdo de uma alanina por uma valina na
posicdo 226 da proteina E1 (E1-A226V) do virus, o que levou ao aumento da dispersdo do
CHIKV; ja no Ae. aegypti, esta mutacdo evolutiva ndo mostrou interferir na aptiddo para
infeccdo (TSETSARKIN et al., 2007; ARIAS-GOETA et al., 2014). Com o estabelecimento
da transmissdo da doenca pelo Ae. albopictus, em parte explicada pela mutacdo referida,
paises temperados passaram a ser afetados por surtos de CHIKF (ZELLER; VAN BORTEL;
SUDRE, 2016; REZZA E WEAVER, 2019).

Nas Américas a transmissdo autdctone de doenca foi confirmada em 50 paises ou
territorios, incluindo o Brasil, que teve a confirmagdo de seus primeiros casos em 2014 nas
cidades de Oiapoque (estado do Amapd) e Feira de Santana (estado da Bahia), quase ao
mesmo tempo (NUNES et al., 2015; NAVECA et al., 2019). Foi demonstrada a circulagéo de
dois gendtipos no pais: o asiatico, que entrou pelo municipio de Oiapoque, possivelmente
vindo da Guiana Francesa; e 0 ECSA, que foi trazido para Feira de Santana por um viajante
que havia retornado da Angola (MASCARENHAS et al., 2018).

Em 2016 foram registrados 277.882 casos provaveis de CHIKF no Brasil e, em 2017,
185.737, sendo que destes 151.966 (81,8%) foram confirmados. No ano de 2017 também foi

verificado que a regido Nordeste apresentou o maior nimero de casos suspeitos da doenca
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(142.131), em relacdo ao total de casos suspeitos do pais, 0 que corresponde a 76,5% das
notificacdes (BRASIL, 2018).

No ano de 2016 houve transmissdo sustentada de CHIKF no Ceara, caracterizando
epidemia, com 49.516 casos suspeitos, dos quais 31.482 (63,6%) foram confirmados e
estiveram distribuidos em 139 (75,5%) dos 184 municipios cearenses (CEARA, 2017). Em
2017 foram notificados 137.424 casos provaveis da CHIKF no estado, com 103.007 destes
(75,5%) confirmados, um aumento expressivo no nimero de confirmac@es em relacdo a 2016,
mostrando carater explosivo entre os meses de fevereiro e junho (Gréfico 1). No mesmo ano
foi observado um expressivo nimero de 6bitos em decorréncia da doenca (CEARA, 2018). A
unidade federativa do Ceard concentrou 66% dos casos da doenca no pais em 2017, com
57,4% dos casos apenas em Fortaleza, a cidade do Brasil com a maior epidemia da doenca até
entdo (BASTOS; ABREU; SILVA JUNIOR, 2018).

Gréafico 1 — Taxa de incidéncia de casos confirmados de dengue, chikungunya e zika, se-

gundo més de inicio dos sintomas, Ceara, 2016 e 2017, com destaque para chikungunya.
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Fonte: CEARA, 2018.

2.2.2 Rota de infeccéo

Quando o mosquito infectado pelo CHIKV pica o0 homem, o virus é injetado na derme e
nos capilares sanguineos. O virus se multiplica primeiramente em células presentes na pele,
como fibroblastos e macrofagos, depois ele acaba por se espalhar pelas vias linfaticas e de la
para 6rgdos e tecidos periféricos através do sistema circulatorio. Baco, masculos, articulagdes,
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figado e cérebro sdo outros locais do corpo em que a replicacdo passa a ocorrer; no momento
em que se estabelece uma fase de alta viremia no individuo infectado, o virus pode ser
passado para um mosquito susceptivel que o picar (LUM E NG, 2015; SILVA E DERMODY,
2017).

No sitio de inoculagdo o CHIKYV interage com células dendriticas, incluindo células de
Langerhans, que ajudam no transporte do patdgeno para outros locais do corpo (GASQUE et
al., 2015). Os mondcitos aparentemente passam a ser infectados na fase virémica, se tornando
0s agentes da disseminacdo viral e, portanto, da infeccdo sistémica. Células endoteliais e
satélites e fibroblastos sdo infectados nos musculos e nas articulagbes, células endoteliais no
figado, células epiteliais e endoteliais no cérebro e macrofagos e células estromais nos
linfonodos e no baco; estes Gltimos 6rgaos juntamente com os tecidos articulares podem ser
os locais de persisténcia viral (Figura 6) (ROUGERON et al., 2015).
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Figura 6 — Rota de infec¢do do CHIKV.

InfeccSo de
fibroblastos ¢

wiral

= r S

I -~ 1 3

1 1 / 3

:M w ¥ Particuls |\ / = Cérebro
: Fibroblasto # ! x = >

Células epiteliais e
endoteliats

—_ ~-—--">_- —-— 3
Céluka endatelial

CHIXV s& dissemina através da
circulagdo sanguines

Tecido linfoide

Macrafagos; células
estromais e COs

Figado
Células endoleliau_l

Whiscio
Células satélites e Articulagio

fibroblastos

Fibroblastos

Fonte: Adaptado de Schwartz e Albert (2010).

2.2.3 Resposta imune e imunopatogénese

A imunidade inata é a primeira linha de defesa do hospedeiro contra patdégenos e é
essencial na defesa contra 0 CHIKYV, posto que a resposta imune adaptativa demora mais de
uma semana para ser desenvolvida. Neste contexto, os interferons (IFNs) do tipo | a e  foram
estabelecidos como determinantes da atividade antiviral inata na CHIKF (LUM E NG, 2015).
A marca registrada da imunidade inata durante a CHIKF é a produgéo de IFN do tipo I, que
prontamente responde ao aumento do titulo viral desencadeando a sintese de diversas
proteinas antivirais e estabelecendo um estado antiviral geral (SCHWARTZ E ALBERT,
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2010). Nas articulagdes, os IFNs levam a alta produgdo de prostaglandinas que ativam e
sensibilizam nociceptores e assim causam dor (GASQUE et al., 2015).

A febre na CHIKF esta associada ao aumento dos niveis das citocinas pro-inflamatdrias
interleucina (IL)-1p e IL-6, conhecidas por isso como pirogénios enddgenos; mas ndo a
elevacdo de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (NG et al., 2009; CHAAITHANYA et al.,
2011). Foi verificado que estas citocinas atingem altos niveis na fase aguda e que, quando a
febre e a viremia passam, estes niveis retornam ao normal (CHOW et al., 2011).

ManifestacOes cuténeas, como o0 exantema maculopapular, surgem e desaparecem
dentro de alguns dias sem deixar repercussdes e sdo resultantes de uma resposta inflamatéria a
primeira rodada de sintese do CHIKV. A uveite, uma das afeccBes oculares mais
frequentemente associadas a infeccdo pelo virus, provavelmente advém da acdo deste em
fibroblastos de tecidos oculares, como cornea, esclera e iris, e nos musculos motores oculares
(GASQUE et al., 2015).

De modo geral a imunoglobulina (Ig) M € detectavel entre os dias trés e oito da
infeccdo, enquanto que a 1gG com atividade neutralizante é produzida a partir do dia quatro.
IgM e IgG séo neutralizantes e participam da eliminacdo do virus na primeira fase da
infecgdo, sendo que a IgM neutralizante tem importancia até o dia dez da infecgdo, momento
no qual passa a ter atividade complementar a da IgG precoce. Finalmente, a reposta humoral
progride com predominancia de IgG neutralizante que pode persistir por toda a vida (CHUA
etal., 2017). A IgM geralmente persiste por trés a quatro meses, mas pode persistir por até um
ano, particularmente em pacientes com artralgia a longo prazo (VAIRO et al., 2019).

Pacientes com CHIKF na fase aguda muito precoce (no dia em que comegaram a
manifestar 0s sintomas) mostraram ter niveis aumentados de citocinas pro-inflamatérias (1IFN-
a, IFN-y, IL-6), da citocina antinflamatoria 1L-10, e dos quimiotraentes quimiocina de
neutrofilos (CXCLA8/IL-8), proteina quimiotatica de mondcitos 1 (CCL2/MCP-1), monoquina
induzida por IFN-y (CXCL9/MIG) e proteina 10 induzida por IFN-y (CXCL10/1P-10) quando
comparados a individuos controles (TANABE et al., 2019).

No pico da fase aguda, pacientes com CHIKF apresentaram concentracdes elevadas das
moléculas IFN-a, IL-6, citocinas que participam da ativacao de linfocitos NK (IL-12 e IL-15),
um estimulante do crescimento e maturagdo de linfécitos B e da ativacéo de linfécitos T (IL-
7), inibidor do efeito pré-inflamatério da IL-1B (IL-1Ra) e das quimiocinas CXCLB8/IL-8,
CCL2/MCP-1 e CXCL10/1P-10 em comparacéo a pessoas saudaveis. Na fase convalescente,

0s pacientes doentes apresentaram niveis aumentados das moléculas relacionadas a um perfil
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antinflamatério (eotaxina e IL-4), do receptor de IL-2 (IL-2R), dos fatores estimulante de
colbnias de granulocitos (G-CSF), de crescimento de hepatocitos (HGF) e de crescimento de
fibroblastos basico (FGF-basico) e das quimiocinas CXCL9/MIG e proteina inflamatoria 1-a
de macréfagos (MIP-1a); os mediadores CCL5/RANTES e fator de crescimento epidermal
(EGF) atingiram seus picos no final desta fase. Com a progressédo da doenca para a fase
crénica, a citocina I1L-17, estimulante de inflamacdo por neutrofilos, passou a ser detectada
(CHOW et al., 2011).

Trés hipoteses foram levantadas na tentativa de explicar o porqué de alguns pacientes
com CHIKF evoluirem com artrite crbnica: persisténcia da particula viral infecciosa;
persisténcia de acidos nucléicos e antigenos virais (sustentacdo da estimulacdo imunolégica),
e ativacdo imunoldgica persistente em certos individuos mesmo apos a eliminacdo do virus
(patogénese imunomediada) (BURT et al., 2017).

Foi verificado que uma forte resposta de citocina, como o TNF-a, na fase aguda da
CHIKF esta relacionada a diminuicdo da incidéncia de dor articular crénica, e que a presenca
de IL-2, IL-4 e IL-13 nesta fase é protetora para a desenvolvimento de artrite cronica na
doenga (CHANG et al., 2018).

A gravidade dos fendmenos agudos da infeccdo pelo CHIKYV parece estar relacionada as
altas cargas virais (até 10° copias de RNA viral/ml de sangue) que podem ser atingidas nesta
fase, na qual os sintomas tém duracdo média de aproximadamente uma semana, até que a
viremia comece a cair (STAIKOWSKY et al., 2009).

A gravidade da CHIKF aguda (febre maior que 38,5°C ou pulso maximo de 100
batimentos/min. ou plaquetas menores que 100x10°) esta associada a niveis elevados de IL-
1B e IL-6 e niveis diminuidos da quimiocina CCL5/RANTES. As moléculas referidas podem
ser as causadoras da febre alta nestes casos e IL-1p pode mediar a artralgia, uma vez que ela
estd envolvida na génese de muitas patologias artriticas. Concentragcdes menores de CCL5 na
CHIKF aguda grave parecem estar ligadas a plaquetopenia observada, ja que as plaquetas
podem atuar como reservatorios desta quimiocina (NG et al., 2009).

Danos osteoarticulares e musculares séo repercussdes da replicagdo do CHIKV nas
ceélulas destes tecidos e da resposta inflamatoria resultante da replicagdo, marcada pela
producdo de citocinas e quimiocinas, as quais levam a uma forte infiltragdo de linfdcitos NK,
neutrofilos, macrofagos e linfécitos TCD4" e TCD8". O infiltrado celular provoca abundante
degeneracdo das miofibras e lesdo e perda das células mesenquimais da sindvia e do periosteo
em modelo murino de CHIKF (FOX E DIAMOND, 2016).
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Foi visto que as concentracdes de IFN-a e de IL-12 se mantiveram altas em pacientes
com CHIKF crénica, mas ndo nos recuperados. A IL-12, que atua na ativacdo de células
imunes inatas, como linfécitos NK (Natural killer), que séo citotdxicos para células infectadas
pelo CHIKV, e macréfagos (responsivos ao desafio infeccioso), juntamente com o IFN-a em
altos niveis indica combate ao CHIKV, sendo possivel supor que o virus pode persistir por
meses e contribuir para o desenvolvimento da artrite cronica (HOARAU et al., 2010).

Os niveis séricos de IL-6 e de fator estimulador de col6nias de granuldcitos e mondcitos
(GM-CSF) em pacientes com artrite induzida por CHIKV séo mais elevados do que aquelas
dos pacientes que se recuperaram completamente, o que teria relagdo com a neutrofilia
observada na fase aguda. A neutrofilia esta relacionada ao aumento de IL-17, que adiante leva
a producao de IL-6 (CHOW et al., 2011).

Foi demonstrado que osteoblastos infectados pelo virus passam a produzir IL-6 e ligante
do receptor ativador do fator nuclear x-B (RANKL) e que a relagdo entre RANKL e
osteoprotegerina (OPG) pode estar elevada em pacientes com CHIKF, possibilitando sugerir a
participacdo deste sistema na artrite crénica por CHIKV. A IL-6 estimula a liberacdo de
RANKL e suprime a OPG. O RANKL se liga ao receptor RANK em células precursoras de
osteoclastos e induz o amadurecimento de osteoclastos e a reabsorcdo éssea, e a OPG inibe
RANKL (NORET et al., 2012) (Figura 7).

Figura 7 — Citocinas que participam do processo patogénico na infeccdo pelo CHIKV.
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A andlise do fluido sinovial de alguns pacientes com CHIKF cronica ndo mostrou RNA
viral ou antigenos virais indicando, portanto, que a persisténcia viral ndo seria uma explicacédo
completa para a doenca cronica causada pelo CHIKV e também que pode haver o
envolvimento de autoantigenos e linfocitos autorreativos neste contexto (CHANG et al.,
2017). H& poucas evidéncias de autoimunidade por meio da deteccdo de anticorpos
antinucleares (ANA), fator reumatoide (FR) e anticorpos contra proteinas citrulinadas
(ACPA) e polimorfismos de epitopos compartilhados (TANAY et al., 2017).

2.2.4 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial da infeccdo por CHIKV pode ser direto, por meio do
isolamento viral e da investigacdo do RNA viral (métodos virolégicos), ou indireto, através
do emprego da pesquisa de anticorpos especificos (métodos sorolégicos). Sangue total,
plasma, soro, liquido cefalorraquidiano, saliva e urina sdo amostras clinicas que podem ser
utilizadas nestes exames (BRASIL, 2017). A escolha entre um método e outro vai depender
do periodo da doenca em que a amostra foi coletada (Figura 8) (CUNHA E TRINTA, 2017,
VAIRO et al., 2019).
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Figura 8 — Resposta imune ao CHIKYV e diagnostico laboratorial.
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O isolamento viral, embora geralmente ndo seja utilizado no diagndstico de rotina, pode
ser realizado em amostras de soro coletadas até sete dias apds o inicio dos sintomas da
CHIKF em linhagens celulares de mosquitos ou mamiferos, nas quais podem ser observados
efeitos citopaticos passados um a trés dias da inoculacdo. Os resultados podem ser
confirmados por imunofluorescéncia ou RT-PCR (Reverse-Transcription Polymerase Chain
Reaction) (SILVA et al., 2018). As principais linhagens celulares utilizadas nesta técnica sdo
Vero, BHK-21 e HelLa. O isolamento viral é um método altamente especifico, no entanto
requer um longo tempo para a obtencdo dos resultados e um laboratorio de nivel de
biosseguranca 3 (BRASIL, 2014).

A investigacdo de RNA viral é realizada através de técnicas de biologia molecular; as
mais utilizadas sdo a RT-PCR) e a qRT-PCR (Quantitative RT-PCR), as quais permitem um
diagnostico rapido e sensivel. Estas técnicas sdo capazes de identificar o &cido nucléico viral
especialmente entre o primeiro e o quinto dia (periodo de maior viremia), até
aproximadamente o oitavo dia depois do surgimento dos sintomas, sendo assim essenciais no
diagnostico precoce da infeccdo (BRASIL, 2017). O diagndstico precoce da CHIKF é
importante, em especial nos casos de meningoencefalite e de dermatite vesiculobolhosa em

recém-nascidos (BRASIL, 2014). Os produtos da RT-PCR das amostras clinicas também
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podem ser utilizados no contexto de epidemiologia molecular com a genotipagem viral, que
permite comparacdes entre virus de diferentes fontes geogréficas (VAIRO et al., 2019).

As principais técnicas para pesquisa de anticorpos especificos sdo o ELISA (Enzyme-
Linked Imiomunossorbent Assay) e o teste imunocromatogréfico do tipo POC (Point-of-care);
elas possibilitam a deteccdo de anticorpos especificos do tipo IgM e do tipo 1gG. A IgM pode
ser detectada a partir do segundo dia apds o inicio dos sintomas, entretanto o periodo mais
recomendado para esta analise é a partir do quinto dia; a IgG pode ser detectada a partir do
sexto dia (BRASIL, 2017). A vantagem dos testes do tipo POC é que eles dispensam a
estrutura laboratorial, equipamentos e refrigeracdo, podendo ser levados a campo em locais de
acesso dificil e fornecerem resultados em dez a 20 minutos (CUNHA E TRINTA, 2019).

Outro teste sorologico é o teste de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT) que
possibilita a dosagem dos titulos de anticorpos séricos requeridos para neutralizar uma
quantidade definida de virus. Um aumento de quatro vezes no titulo de PRNT em amostras de
fase aguda e convalescente indica resultado reagente (BRASIL, 2014). O PRNT é utilizado
como padrdo ouro para a confirmacdo do diagndstico de CHIKF (BRASIL, 2017).
Imunofluorescéncia indireta e inibicdo de hemaglutinacdo sdo técnicas alternativas para a
deteccdo de anticorpos anti-CHIKV (BRASIL, 2014; SILVA et al., 2018).

2.2.5 Manifestacdes clinicas

O periodo de incubacdo da CHIKF no homem n&o foi estudado detalhadamente, apesar
disso, observacoes relatadas na literatura médica indicam um periodo de tempo de 1 a 12 dias.
Uma grande parcela dos individuos acometidos pela doenca apresenta sintomas que requerem
cuidados médicos e apenas cerca de um terco dos infectados se apresenta assintomatico, o que
difere da maior parte das outras infec¢cbes por arbovirus (THIBERVILLE et al., 2013;
BRASIL, 2017).

A CHIKF tem inicio rapido, em média trés dias depois da picada do mosquito infectado,
cursando a principio com febre alta (temperatura superior a 39°C), fadiga profunda, dor de
cabeca, exantema maculopapular (restrita a uma Unica regido da pele ou afetando toda a sua
extensdo), mialgia e poliartralgia intensas (principalmente em grandes articulacbes, mas
também nas pequenas articulagcdes e na coluna vertebral), edema periarticular e artrite aguda,
fora dores nas insercdes dos ligamentos (WEAVER E LECUIT, 2015). Sintomas atipicos,

como manifestacbes neurologicas e cardiacas graves, e casos de Obitos também foram
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descritos nos enfermos, sobretudo em neonatos, individuos com idade avancada e com
doengas de base (MORRISON, 2014; GOUPIL E MORES, 2016).

A enfermidade aguda pode progredir para as fases pos-aguda e cronica. Apos o periodo
de incubagdo comeca a fase aguda ou febril que pode se estender até o 14° dia. Em alguns
casos as dores articulares podem persistir para além de 14 dias, levando a uma fase pos-aguda,
que pode se estender por 90 dias. Os sintomas podem durar por mais de trés meses, quando se
instala a fase cronica (BRASIL, 2017).

LesBes de pele sdo comumente identificadas no estdgio agudo da doenga; sdo mais
frequentes no tronco, na face e nos membros de mais da metade dos pacientes, podendo
perdurar por dois a trés dias. O achado dermatoldgico mais comum é o0 exantema
maculopapular, acompanhado ou ndo de prurido. Outros tipos de manifestacdes cutaneas,
como dermatite vesiculobolhosa em recém-nascidos, Ulceras orais e descamacdo também
foram observadas (CUNHA E TRINTA, 2017).

A febre na infeccdo aguda por CHIKV é prevalentemente alta, durando até uma semana,
algumas vezes apresentando um padrdo bifasico, com inicio repentino seguido de
arrefecimento por alguns dias e retornando posteriormente (SILVA E DERMODY, 2017).
Poliartralgia € o sintoma de destaque nesta etapa; ela pode vir acompanhada de inchago
articular, que é menos habitual, e se apresenta de forma tipicamente simétrica em pulsos,
ombros, joelhos, cotovelos, tornozelos e falanges. Dores nas articulacbes
temporomandibulares e erternocostoclaviculares também foram descritas (THIBERVILLE et
al., 2013; AMDEKAR, PARASHAR, ALAGARASU, 2017).

Os pulsos, joelhos, tornozelos e articulagbes dos dedos s&o as conexdes mais
prejudicadas pela artralgia (BURT et al., 2012; MORRISON, 2014). As dores nas
articulacbes, acompanhadas de edema e rigidez matinal grave sinalizam artrite inflamatdria
(BURT et al., 2017). Outro sintoma importante nesta etapa é a mialgia, que predomina nos
bragos, antebragos, nas coxas e panturrilhas e pode ser potencialmente incapacitante quando
associado a artralgia (CUNHA E TRINTA, 2017).

Os sintomas gastrintestinais sdo menos frequentes e incluem nausea, vomito, dor
abdominal e diarreia (VAIRO et al., 2019). Poucos relatos tratam do acometimento oftalmico,
como fotofobia, dor retro orbital e conjuntivite. A uveite anterior, muitas vezes relacionada a
precipitado ceratico pigmentado e hipertensdo ocular, é especialmente observada
(ANDRADE et al., 2017).
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A transmissdo materno-fetal do CHIKV é rara e pode acontecer quando a mde esta
virémica, tanto no pré-parto quanto durante o parto, independentemente do tipo de parto
(normal ou cesariana). A CHIKF neonatal é potencialmente grave ao levar a encefalite, que
pode ter repercussdes funcionais para o bebé (GERARDIN et al., 2008). Os sintomas em
neonatos variam de febre, erupgdo cutdnea e edema periférico a convulsdes, disturbios
hemodinamicos, disfuncdo miocéardica e encefalopatia (VAIRO et al., 2019).

Apbs a fase aguda uma minoria dos pacientes ndo volta a apresentar dores no corpo, a
maior parte apresenta uma breve melhora e posteriormente tém uma recaida e um ndmero
significativo de pacientes continua a ter poliartralgia na mesma intensidade apds duas
semanas de sintomas (CUNHA E TRINTA, 2017). A fase pds-aguda é caracterizada por uma
continuacdo da artralgia ap6s o quadro inicial, quando pode ser reportada rigidez de membros,
sinovite com ou sem derrame, tenossinovite e bursite. Artropatias degenerativas ou
traumaticas preexistentes, como osteoartrite e tendinite, podem ser agravadas; sindromes
compressivas de nervos e dor neuropatica também foram documentadas nesta fase (CUNHA
E TRINTA, 2017; VAIRO et al., 2019).

Um conjunto de sintomas reumaticos e musculoesqueléticos observados na fase pés-
aguda pode persistir para além de trés meses, em alguns pacientes até varios anos apos a
doenca aguda (VAIRO et al., 2019). Pessoas com idade maior que 45 anos, do sexo feminino,
com doenga articular preexistente e que tiveram maior intensidade dos sintomas no inicio da
CHIKF sdo mais propensas a cronificacdo (JAVELLE et al., 2015; BRASIL, 2017,
AMARAL et al.,, 2019). A poliartralgia é recidivante em aproximadamente metade dos
pacientes, principalmente nas articulacfes periféricas, provocando artrite e erosdes 0sseas. As
pessoas afetadas cronicamente pelos sintomas algicos podem apresentar graves limitacGes de
mobilidade, que resultam em incapacidade para o trabalho e, desta forma, 6nus econémico
(WEAVER E LECUIT, 2015; BURT et al., 2017; BASTOS; ABREU; SILVA JUNIOR,
2018).

Dores reuméticas crbnicas e disfungdes osteoarticulares, englobando poliartrite
inespecifica, AR, artrite inflamatdria indiferenciada, espondiloartrite soronegativa e artrite
psoriatica foram fortemente associadas a fase cronica da doenga (AMDEKAR, PARASHAR,
ALAGARASU, 2017; AMARAL et al., 2019). Sintomas menos frequentes da CHIKF cronica
incluem febre, fadiga, dor de cabeca, dor neuropatica, disestesia e/ou parestesia, sindromes
compressivas, disturbios digestivos, erupcao cutanea, alopécia, prurido, sindrome de Raynaud

bilateral, rigidez articular, bursite, tenossinovite e sinovite com ou sem derrame
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(THIBERVILLE et al., 2013). Distarbios do sono, alteracbes de memadria, déficit de atencéo,
alteracdes do humor, turvacéo visual e depressdo também foram relatados (BRASIL, 2017).

Complicagbes nos sistemas cardiovascular, renal, respiratério, gastrintestinal
(insuficiéncia hepética) e, sobretudo, no sistema nervoso, compreendem as principais
apresentacdes atipicas da CHIKF. O envolvimento neuroldgico é representado por casos de
encefalite, meningoencefalite e sindrome de Guillain-Barré, entre outras manifestacdes,
relatadas usualmente em pacientes com disturbios subjacentes, como hipertensdo e condi¢des
respiratdrias ou cardioldgicas prévias (ECONOMOPOULOU et al., 2008).

2.2.6 Tratamento

N&o ha até o momento nenhuma vacina licenciada ou medicamento antiviral para o
CHIKV. O tratamento atualmente preconizado na fase aguda tem como objetivo aliviar os
sintomas e dar suporte. Utilizam-se anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), como o
paracetamol, para 0 manejo da dor e da febre, e é recomendada a ingestdo de liquidos em
abundancia. O uso de AINES que interferem com a coagulacdo sanguinea, como a aspirina, é
contraindicado (BRASIL, 2014; SILVA et al., 2018).

Para o tratamento da artralgia nas fases pds-aguda e crénica pode ser empregado um
tratamento curto de corticosteroide por via oral ou injetavel (intra-articular) ou um AINE
topico. Terapia com metotrexato pode ser avaliada em casos de artrite refrataria. Além dos
recursos farmacoldgicos, a fisioterapia se monstra benéfica para casos de dor prolongada e
rigidez articular (BRASIL, 2014).

As principais moléculas anti-CHIKV em investigacdo sdo os inibidores da entrada do
virus (cloroquina), inibidores da sintese proteica viral (RNAs de interferéncia direcionados
aos genes de CHIKV, harringtonina), inibidores da proteina ndo-estrutural 2 do CHIKV,
inibidores da replicacdo do genoma viral (ribavirina, favipiravir) e anticorpos monoclonais
(ABDELNABI; NEYTS; DELANG; 2015).

2.2.7 Justificativa e relevancia

Sabendo do problema de deficiéncia no saneamento basico (desabastecimento de agua e

grandes depositos de lixo) somado a desinformacéo da populagédo sobre a CHIKF, e por ser de
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elevada morbidade, gerando gastos com diagndstico, tratamento e reabilitacdo, é preciso que
ela seja melhor estudada.

Surtos de CHIKF vém ocorrendo em varias partes do territorio brasileiro nos ultimos
anos, tendo a incidéncia da ultima se destacado na regido Nordeste, mais especificamente no
estado do Ceard. Em 2017, o Nordeste concentrou 0 maior nimero de casos provaveis de
CHIKF em relacdo ao total de notificacdes do Brasil e o Ceara foi a unidade federativa com o
maior nimero de confirmacdes da doenca, sendo Fortaleza a cidade com o maior nimero de
registros do pais; o estado também registrou um expressivo nimero de 6bitos decorrentes da
doenca. Além disso, a grande epidemia de CHIKF que se instalou no Ceara naquele ano
atingiu uma populacdo que ndo teve contato com o CHIKYV anteriormente (imunologicamente
virgem). Diante do exposto, é essencial entender como o CHIKV se comporta no cenario de
epidemia em diferentes populagdes, a fim de pensar em melhores estratégias para o controle
da disseminagéo da doenca.

Um grupo das pessoas infectadas pelo CHIKV desenvolve artrite recorrente, a qual
pode levar a uma acentuada restricdo dos movimentos, trazendo reducdo da capacidade
laboral e impacto na sua qualidade de vida. Dado que os complexos mecanismos imunes
envolvidos na génese e no controle dos sintomas sdo pobremente compreendidos, se fazem
necessarias maiores investigaces sobre a resposta imune ao virus, para o esclarecimento de

mecanismos patologicos e protetores, especialmente dos danos articulares e 0sseos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil soroepidemiologico de pacientes com CHIKF, avaliar nestes a
resposta de citocinas pré-inflamatorias e antinflamatorias em diferentes fases de progressao da

doenca.

4.2 Objetivos especificos

- Descrever as variaveis sociodemogréaficas dos participantes;

- Relacionar as variaveis sociodemogréficas com as diferentes fases clinicas da doenca;

- Caracterizar o perfil sorolégico de IgM e IgG anti-CHIKV nas diferentes fases
clinicas da doenca e de acordo com as variaveis sociodemograficas;

- Investigar a presenca de codeteccdo de anticorpos IgM anti-CHIKV e anti-DENV na
populagéo de estudo;

- Estabelecer relacdo entre os niveis de citocinas nas diferentes fases da doenca;

- Estabelecer relacdo entre os niveis de citocinas nos diferentes grupos de
soropositividade para anticorpos anti-CHIKV.

- Determinar as razBes das diferentes citocinas proinflamatorias pela citocina anti-
inflamatoria nas diferentes fases da doenca.

- Determinar as razdes das diferentes citocinas proinflamatérias pela citocina anti-

inflamatdria nos diferentes grupos de soropositividade.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo descritivo e transversal, com coleta de informagdes
sociodedemograficas e analise de amostras de soro de pacientes que foram acometidos por
CHIKF em 2017 no Ceara.

5.2 Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o parecer de n° 2.257.029 e Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica n° 69347717.6.0000.5054, seguindo as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos estabelecidas na Resolucdo n°
466/2012 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude.

5.3 Sujeitos

Foram incluidos nesta pesquisa sujeitos de ambos os sexos, com idade > 18 anos,
provenientes de unidades de salde publica de varias cidades do Ceara, que tiveram amostras
de soro encaminhadas ao Laboratério Central de Saude Publica do Ceara (LACEN-CE) no
ano de 2017 com a finalidade de realizacdo de exame soroldgico para diagnostico de CHIKF.
Foram excluidos os sujeitos com idade < 18 anos, com resultado de sorologia para CHIKV
ndo reagente ou ndo condizente com os dias de sintomas relatados (IgG nédo reagente em
participantes com mais de 90 dias de sintomas). Amostras com resultado de sorologia
indeterminado ndo foram consideradas para as analises dos grupos de soropositividade para
anticorpos anti-CHIKV. Amostras com material biologico insuficiente para a realizacdo das
analises ndo foram testadas. A gravidade dos sintomas da CHIKF ndo foi avaliada neste

trabalho, uma vez que ndo tivemos acesso aos dados clinicos dos participantes.
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5.4 Processamento das amostras e delineamento experimental

As sorologias para IgM e 1gG anti-CHIKV e anti-DENV foram executadas no setor de
virologia do LACEN-CE através da técnica de ELISA e o restante do material foi armazenado
em soroteca sob refrigeracdo de -80°C. As amostras foram escolhidas por estarem mais
acessiveis e ndo por meio de critério estatistico (amostragem por conveniéncia).

A fonte das informacdes sociodemogréaficas dos participantes foi o Sistema Gerenciador
de Ambiente Laboratorial (GAL) utilizado pelo LACEN-CE; as variaveis sexo, idade e
naturalidade foram consideradas. Segundo Brasil (2017), a fase aguda da CHIKF vai até 14
dias de sintomas, a fase pds-aguda de 15 a 90 dias e a fase crénica quando ha mais de 90 dias.
Diante disso, os pacientes foram classificados quanto a fase da doenca com base no nimero
de dias de sintomas relatados, cuja obtencdo se deu pela subtracdo da data de inicio dos
sintomas relatada da data de coleta do material bioldgico; informagdes que também foram
consultadas no GAL.

As amostras foram transportadas sob refrigeracdo do LACEN-CE para o Laboratério de
Imunologia (LABIM), no Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas (DACT) da
Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem (FFOE) da UFC. No LABIM e no
Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular (LIMCEMO), do mesmo departamento,
foram quantificadas as moléculas IL-1pB, IL-2, IL-17A, MCP-1 e TGF-B1 nas amostras por
meio do méetodo de ELISA.

Os resultados de sorologia para CHIKV e para DENV, os dados sociodemograficos e as
concentragfes das moléculas de interesse foram organizados em uma tabela criada no
programa Microsoft® Excel 2016 para posteriores analises descritivas e estatisticas. Foram

atribuidos codigos exclusivos para as amostras incluidas nesta pesquisa.
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5.5 ELISA

O teste de ELISA se fundamenta em reacGes antigeno-anticorpo identificaveis mediante
reagOes enzimaticas (teste imunoenzimético). A enzima mais habitualmente utilizada neste
ensaio € a peroxidase, que catalisa a reagdo de desdobramento do perdxido de hidrogénio

(H202) em agua (H20) e oxigénio (O2).

5.5.1 Sorologia

Tratam-se de testes de ELISA indireto, onde o antigeno purificado é ligado aos pocos da
microplaca de poliestireno (fase solida) durante a fabricagdo do kit. Ao ser adicionada a
amostra de soro do paciente, se esta for positiva, anticorpos especificos (IgM ou IgG) se ligam
aos antigenos da fase sélida. Na etapa seguinte, € acrescentado um segundo anticorpo (anti-
IgM ou anti-lgG humano) ligado a peroxidase (conjugado enzimatico), dirigido contra os
anticorpos da espécie. A adicdo do substrato H202 e do cromodgeno soluvel 3,3°,5,5°-
tetrametilbenzidina (TMB) vai permitir o desenvolvimento de cor. O H202 é clivado pela
peroxidase e gera um intermediario que oxida o TMB e origina um composto azul. A solucéo
de parada, &cido sulfurico (H2S0a4) 0,5 M, ¢ adicionada apds um tempo para que a enzima
perca a sua atividade e entdo o composto azul se torna amarelo. A intensidade da cor é

proporcional a concentragdo de anticorpos na amostra (Figura 9).

Figura 9 — ELISA indireto.

e - & g — .‘:\‘ }i\'
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s oo oo R Lovagem LRTR) Lavagem L% TR
Pogo coberto Adicionado Ac Adicionar conjugado Adicionar
com Ag especifico a enzimatico substrato e
ser medido medir a cor
Legenda
Ac: anticorpo E: enzima
Ag: antigeno S: substrato

Fonte: Adaptado de Voltarelli et al. (2008).
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Na sorologia para CHIKV foram utilizados os kits ELISA anti-CHIKV (IgM) e ELISA
anti-CHIKV (1gG) e na sorologia para dengue foram utilizados os kits ELISA anti-DENV
(IgM) e ELISA anti-DENV (IgG) (Euroimmun®, Seekamp, Lubeque, Alemanha). Foram
seguidas as recomendacdes individuais de cada kit.

Os resultados foram expressos como razdes, obtidas pela divisdo da absorbéncia da
amostra pela absorbancia de um calibrador. Resultados <0,8 foram consideradas negativos,
resultados > 0,8 a <I,1 foram considerados indeterminados e resultados >1,1 foram

considerados positivos.

5.5.2 Quantificacdo das citocinas nas amostras

A quantificacdo consiste em um teste de ELISA sanduiche, onde o antigeno de interesse
fica entre dois anticorpos, o anticorpo de captura ligado ao fundo do pogo da microplaca e o
anticorpo de deteccdo associado a biotina (anticorpo biotinilado). A enzima peroxidase é
associada a estreptavidina ou a avidina (kit de IL-17A) e, por estes possuirem alta afinidade
pela biotina, se ligam ao anticorpo biotinilado e formam um conjugado enzimético. A adicéo
do substrato H>O2 e do TMB ou do acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) —
ABTS (kit de IL-17A) vai permitir o desenvolvimento de cor. O H2O, é clivado pela
peroxidase e gera um intermediario que oxida o cromogeno ABTS e origina um composto
azul ou azul esverdeado. A solugdo de parada (H2SO4 2,5N) € adicionada ap6s um tempo para
que a enzima perca a sua atividade e entdo o composto azul se torna amarelo (excegédo do kit
de IL-17A). A intensidade da cor é proporcional a concentracdo de antigeno na amostra
(Figura 10).

Figura 10 — ELISA sanduiche.
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Fonte: Adaptado de Voltarelli et al. (2008).
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Para a quantificacdo da IL-1p e da IL-2 nas amostras de soro foram utilizados os Kits
BD OptEIA™ Human ELISA IL-18 Set II e BD OptEIA™ Human ELISA IL-2 (BD
Biosciences Pharmingen, San Diago, California, Estados Unidos), respectivamente. Para a
dosagem de IL-17A e da MCP-1 nas amostras foram usados o0 Human IL-17A Standard ABTS
ELISA Development Kit e o Human MCP-1 (CCL2) Standard TMB ELISA Development Kit
(PeproTech®, Rocky Hill, Nova Jersey, Estados Unidos). Para a determinacdo de TGF-B1 foi
utilizado o kit Human TGF-f CytoSet™ (lvitrogen, Frederick, Maryland, Estados Unidos).

Foram seguidas as recomendaces individuais de cada Kit.

5.6 Analises descritivas e estatisticas dos dados

Para a realizacdo dos testes descritivos e estatisticos, todos os dados foram analisados e
modelados por intermédio do programa Stata® 15. Os resultados de sorologia para CHIKV
foram expressos em mediana. As concentracdes de citocinas foram calculadas por meio da
relacdo entre as absorbancias das amostras e as absorbancias da curva padrdo, utilizando o
modelo logistico de 5 partes (5PL) no programa ELISA Analysis. Posteriormente, foi
estabelecido um ponto de corte baseado no limite minimo de deteccdo (LLOD) para cada

molécula a fim de gerar variaveis binarias.

Devido as varidveis continuas ndo seguirem distribuicdo normal, testes néo-
paramétricos foram empregados: Teste de Mann-Whitney (para comparacGes de variveis
binarias com 1 grau de liberdade), Teste de Kruskal-Wallis (para comparagdes com variaveis
categéricas com 2 ou mais graus de liberdade) e teste qui-quadrado de Pearson. Foi
estabelecido um intervalo de confianga de 95% e uma taxa de erro o de 5% em que os

resultados com p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.


https://www.bdbiosciences.com/us/reagents/research/immunoassays/elisa/elisa-kits/rat-c-reactive-protein-crp-elisa-kit/p/557825
https://www.bdbiosciences.com/us/reagents/research/immunoassays/elisa/elisa-kits/rat-c-reactive-protein-crp-elisa-kit/p/557825
https://www.bdbiosciences.com/us/reagents/research/immunoassays/elisa/elisa-kits/rat-c-reactive-protein-crp-elisa-kit/p/557825
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6 RESULTADOS

Inicialmente, foram selecionadas 405 amostras para a pesquisa e destas, 54 foram
excluidas: 34 sujeitos com idade menor que 18 anos, 16 sujeitos com sorologia para CHIKV
ndo reagente, quatro sujeitos com resultado de sorologia para CHIKV néo condizente com os
dias de sintomas relatados (IgG ndo reagente em participantes com mais de 90 dias de

sintomas), restando 351 amostras que foram analisadas (Figura 11).

Figura 11 — Fluxo das amostras selecionadas para a pesquisa.
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Fonte: Elaborada pelo proprio autor.

6.1 Caracteristicas sociodemograficos da populacéo do estudo

Dos 351 individuos incluidos na pesquisa, 193 (54,99%) eram naturais de Fortaleza e
158 (45,01%) nasceram em outros 40 municipios do estado do Ceara. Em relagdo ao sexo,
21,08% (74/351) eram do sexo masculino e 78,92% (277/351) eram do sexo feminino. As
idades dos participantes variaram de 18,16 a 85,96 anos, com mediana de 51,73; no que se
refere a faixa etaria destes, 69,05% (152/351) se encontravam no intervalo entre 18 a 59,9
anos (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracterizacdo das varidveis sociodemogréaficas de 351 casos de CHIKF em
2017 no Ceara.

NATURALIDADE Fortaleza 193 54,99
Outros 158 45,01

municipios (40)

SEXO Masculino 74 21,08
Feminino 277 78,92
FAIXA ETARIA 18a29,9 36 10,32
30a39,9 58 16,62
40a49,9 63 18,05
50a59,9 85 24,36
60 a 69,9 67 19,20
70a79,9 31 8,88
>80 9 2,57
TOTAL 367 100,00

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.2 Caracterizacdo das diferentes formas clinicas de progressao da doenca

Dos individuos incluidos no estudo, 28,49% (100/351) estavam na fase aguda, 50,71%
(178/351) estavam na fase pos-aguda e 20,80% (73/351) estavam na fase cronica (Tabela 2).
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Tabela 2 — Fases da doenca em 351 casos de CHIKF em 2017 no Ce-

ara.
AGUDA 1-14 100 28,49
POS-AGUDA 15-90 178 50,71
CRONICA > 90 73 20,80

TOTAL 351 100

Fonte: Elaborado pelo autor.

Pessoas com idade acima da mediana de idade (51,73) estavam 23,56% (41/174) na
fase aguda, 51,15% (89/174) na fase pds-aguda e 25,29% (44/174) na fase crbnica; portanto
mais frequentes nas duas Ultimas fases da doenca (Teste qui-quadrado de Pearson = 6,80, p
=0,033).

Ao relacionar a idade com os dias de sintomas relatados, foi observado que as pessoas
com mais de 65 anos tenderam a ter maior tempo de duracdo dos sintomas do que as pessoas
com menos de 65 anos, mas sem diferenca significativa (Teste de Mann-Whitney, p = 0,0548,

z =-1,921) (Grafico 2).

Gréfico 2 — Relagdo da idade (maiores e menores de 65 anos) com os dias de sintomas

relatados de 351 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: proprio autor. Teste de Mann-Whitney: idade > e < 65 anos em relacéo aos dias de sintomas relatados, p =

0,0548, z =-1,921.
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As pessoas do sexo feminino apresentaram maior tempo de duragdo dos sintomas do
que as pessoas do sexo masculino (Teste de Mann-Whitney: p = 0,0321 e z = -2,154) (Grafico
3).
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Gréfico 3 — Relacdo da idade (maiores e menores de 65 anos) com os dias de sintomas por

sexo de 351 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: préprio autor. Teste de Mann-Whitney: idade em relacdo aos dias de sintomas relatados por sexo, p=

0,0321 ez =-2,154.

6.3 Caracterizacgao soroldgica de anticorpos anti-CHIKYV na populagéo de estudo

Os resultados de sorologia das amostras incluidas na pesquisa foram divididos nos
seguintes grupos: IgM+ 1gG- anti-CHIKV, IgM+ IgG+ anti-CHIKV, IgM- IgG+ anti-CHIKV
e IgM+ 1gG IND anti-CHIKV, sendo que este ultimo n&o foi considerado nas analises dos

grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV (Tabela 3).



Tabela 3 — Grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV
Em 351 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.

IgM+ 1gG- ANTI-CHIKV 58 16,52
IgM+ 1gG+ ANTI-CHIKV 264 75,21
IgM- 1gG+ ANTI-CHIKV 24 6,84
IgM+ 1gG IND ANTI-CHIKV 5 1,43
TOTAL 351 100

Fonte: Elaborado pelo autor. (+) reagente, (—) ndo-reagente e (IND) indetermi-
nado.
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Foram obtidas as seguintes medianas das idades por grupo de soropositividade para
anticorpos anti-CHIKV: IgM+ IgG- anti-CHIKV (mediana: 48,02), IgM+ IgG+ anti-CHIKV
(mediana: 53,44) e IgM- IgG+ anti-CHIKV (mediana: 59,45). Em todos os grupos foi visto

predominio do sexo feminino (Gréfico 4).
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Gréfico 4 — Relacdo dos grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV

com a idade em anos de 351 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (+) reagente, (-) ndo-reagente.

Das pessoas que apresentaram IgM+ IgG- anti-CHIKV, 50,00% (29/58) estavam na fase
aguda e as outras 50,00% (29/58) pessoas estavam na fase p6s-aguda; das pessoas que tiveram
IgM+ IgG+ anti-CHIKYV, 53,41% (141/264) estavam na fase pos-aguda, 25,38% (64/264)
estavam na fase aguda e 21,21% (56/264) estavam na fase crbnica; das pessoas com IgM-
IgG+ anti-CHIKV, 70,83% (17/24) estavam na fase cronica e as 29,17% (7/24) restantes

estavam na fase pos-aguda (Grafico 5).
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Gréfico 5 — Relacgao dos grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV

com as fases da doenca em 346 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (+) reagente, (-) ndo-reagente.

Foram obtidas as seguintes medianas de dias de sintomas relatados por grupo: IgM+
IgG- (mediana: 14,50), IgM+ IgG+ (mediana: 33,00) e IgM- 1gG+ (mediana: 110). Foi
identificada a presenca de IgM em participantes com mais de 90 dias do inicio dos sintomas
(56/73) (Grafico 6).



Gréfico 6 — Relacdo dos grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV com os

dias de sintomas relatados em 351 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (+) reagente, (-) ndo-reagente e (IND) indeterminado.

Dentre os participantes reagentes para IgM anti-CHIKYV, o registro de quatro dias de
sintomas relatados foi 0 minimo e em relacdo a este resultado também foi visto que a maior

proporcéo de deteccdo foi observada em pacientes com dez a 12 dias de sintomas (Gréfico

7).
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Gréfico 7 - Detec¢do de IgM anti-CHIKYV pelos dias de sintomas relatados em 351 casos

de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Mann-Whitney: IgM+ anti-CHIKYV pelos dias de sintomas relatados,

p <0,0001, z = 6.286.

Nos participantes reagentes para IgG anti-CHIKV o registro de quatro dias de

sintomas relatados foi 0 minimo e em relacédo a este resultado também foi visto que a maior

proporcdo de deteccgdo foi vista em pacientes com dez a 15 dias de sintomas (Gréafico 8).
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Grafico 8 — Deteccéo de 1gG anti-CHIKV e os dias de sintomas relatados em 351 casos de
CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Mann-Whitney: 1gG (+) anti-CHIKV, 1gG (-) anti-CHIKV pelos dias
de sintomas relatados, p = 0,0000, z = -5,574.

A codeteccdo de IgM anti-CHIKV/IgM anti-DENV foi encontrada em 28/351
(7,98%) das amostras analisadas (Tabela 4).

Tabela 4 — Codeteccdo de IgM anti-CHIKV/IgM anti-DENV.

IgM ANTI-CHIKV/IgM 28/351 7,98
ANTI-DENV

Fonte: Elaborado pelo prdprio autor.
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6.4 Quantificacdo das citocinas IL-1p, IL-2, IL-17A, MCP-1 e TGF- 1

As concentracdes de IL-1B, IL-2, IL-17A, MCP-1 e TGF-B1 foram determinadas nas
amostras de soro. Os resultados foram categorizados de acordo com a mediana obtida para
cada molécula: IL-1B (< ou > 4,15 pg/ml), IL-2 (< ou > 10,78 pg/ml), IL-17A (< ou > 2,15
pg/ml), MCP-1 (< ou > 210,64 pg/ml) e TGF-B1 (< ou > 845,10) (Tabela 5).

Tabela 5 — ConcentragGes minimas, méximas e medianas
em pg/ml das moléculas IL-1p, IL-2, IL-17A, MCP-1 e
TGF- B1 em 351 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.

IL-1p 4,15 0 630,53
IL-2 10,78 0 284,83
IL-17A 2,35 0 520,66
MCP-1 210,64 0 1.496,60
TGF-p1 845,10 0 6.000,00

Fonte: Elaborado pelo autor

6.4.1 Quantificagdo dos niveis de IL-18

Né&o foi verificada diferenca significativa nas concentragdes da IL-1p nas diferentes
fases da doenca (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,1739) (Grafico 9). Nao houve diferenca
significativa nas concentragdes de IL-1f3 nos grupos de soropositividade para anticorpos anti-
CHIKYV (Teste de Kruskal — Wallis, p = 0,1895) (Gréafico 10).



Gréfico 9 — Comparacdo das concentracfes de IL-1p nas fases da doenga em
348 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentracfes de IL-1B nas fases da

doenca, p =0,1739.
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Gréfico 10 — Comparacao das concentracdes de IL-1p nos grupos de soropositividade
para anticorpos anti-CHIKV de 343 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentragdes de IL-1p nos grupos de

soropositividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,1895.
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6.4.2 Quantificacdo dos niveis de IL-2

Né&o foi verificada diferenca significativa nas concentracdes de IL-2 nas fases da doenca
(Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,6589) (Gréfico 11). Os sujeitos com IgM- IgG+ anti-CHIKV
possuiam niveis mais altos desta citocina quando comparados a sujeitos nos demais grupos de
soropositividade para anticorpos anti-CHIKV (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,0317) (Grafico
12).

Gréfico 11 — Comparagdo das concentracdes de IL-2 nas fases da doenca em
350 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentracfes de IL-2 nas fases da do-
enga, p = 0,6589.
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Gréfico 12 — Comparacao das concentracdes de IL-2 nos grupos de soropositi-
vidade para anticorpos anti-CHIKV de 345 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentragdes de IL-2 nos grupos de

soropositividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,0317.

6.4.3 Quantificacdo dos niveis de IL-17A

N&o foi verificada diferenca significativa nas concentracdes da IL-17A nas fases da
doenca (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,8933) (Grafico 13). Os sujeitos com IgM+ IgG- e
com IgM- IgG+ anti-CHIKV possuiam niveis mais elevados desta citocina quando
comparados aqueles com IgM+ 1gG+, mas sem diferenca significativa (Teste de Kruskal -
Wallis, p = 0,1257) (Gréfico 14).
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Grafico 13 — Comparagdo das concentracdes de IL-17A nas fases da doenca em
336 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentragdes de IL-17A nas fases da do-
enga, p = 0,8933.

Gréfico 14 — Comparacdo das concentracdes de 1L-17A nos grupos de soropo-
sitividade para anticorpos anti-CHIKV de 331 casos de CHIKF em 2017 no

Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentracfes de IL-17A nos grupos

de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,1257.
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6.4.4 Quantificacdo dos niveis de MCP-1

N&o foi verificada diferenca significativa nas concentragdes de MCP-1 nas fases da
doenca (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,2597) (Grafico 15). Os sujeitos com IgM+ IgG- e
com IgM- IgG+ anti-CHIKV possuiam niveis mais elevados desta quimiocina quando
comparados aqueles com IgM+ IgG+, mas sem diferenca significativa (Teste de Kruskal-
Wallis, p = 0,0611) (Gréfico 16).

Gréfico 15 — Comparacao das concentracdes de MCP-1 nas fases da doenga em
338 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentragbes de MCP-1 nas fases da
doenca, p = 0,2597.
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Gréfico 16 - Comparacdo das concentragdes de MCP-1 nos grupos de soropo-
sitividade para anticorpos anti-CHIKV de 333 casos de CHIKF em 2017 no

Ceara.
0 20 40 60 80 100
percent breakdown
<210,64 pg/mL NN > 210,64 pg/mL |

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentra¢6es de MCP-1 nos grupos
de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,0611.

6.4.5 Quantificacdo dos niveis de TGF-g1

Os sujeitos na fase crbnica possuiam niveis mais elevados desta citocina quando
comparados aqueles nas outras fases da doenca (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,0046)
(Grafico 17). Os sujeitos com IgM+ IgG+ e com IgM- 1gG+ anti-CHIKV possuiam niveis
mais elevados desta citocina quando comparados aqueles com IgM+ 1gG- (Teste de Kruskal-
Wallis, p = 0,0121) (Gréfico 18).
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Gréfico 17 — Comparacao das concentracdes de TGF- 1 nas fases da doenga em

232 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentraces de TGF- B1 nas fases da

doenca, p = 0,0046.

Gréfico 18 — Comparacao das concentracdes de TGF- f1 nos grupos de soroposi-
tividade para anticorpos anti-CHIKYV de 231 casos de CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: concentra¢fes de TGF- $1 nos grupos de

soropositividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,0121.
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6.5 Raz0es entre as citocinas IL-1p, IL-17A, MCP-1 e TGF- 1

Foram determinadas as razdes entre as citocinas proinflamatorias e a citocina anti-
inflamatoria investigada. Estas razdes foram relacionadas as fases da doenga e aos grupos de
soropositividade para anticorpos anti-CHIKV. Os resultados foram inseridos em categorias de
acordo com a mediana das razbes: IL-1p/TGF-B1(< ou > 0,038), IL-17A/TGF-B1 (< ou >
0,005) e MCP-1/TGF-B1 (< ou > 0,264).

6.5.1 Razles entre as citocinas IL-1f e TGF-f1

Né&o foi verificada diferenca significativa nas proporcfes das concentracdes de IL-1p e
TGF-B1 nas fases da doenca (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,0688) (Grafico 19). Nao houve
diferenca significativa nas proporc¢des das concentracdes de IL-1p e TGF-B1 nos grupos de
soropositividade para anticorpos anti-CHIKV (Teste de Kruskal — Wallis, p = 0,1026)
(Grafico 20).

Gréafico 19 — Razdes IL-1B/TGF-B1 nas fases da doenga em 228 casos de CHIKF em
2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: raz6es IL-13/TGF- 1 nas fases da doenca,
p = 0,0688.
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Gréfico 20 — Razbes IL-1p/TGF-B1 nos grupos de soropositividade em 227 casos de
CHIKF em 2017 no Ceara.

CHIKV IgM+ IgG- 37.9
CHIKV IgM+ IgG+ 49.2
CHIKV IgM- IgG+ 16.7
T T T T T
0 20 40 60 80 100
percent breakdown
<0,038 M >-0,038

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: razbes IL-13/TGF- 1 nos grupos de soroposi-

tividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,1026.

6.5.1 Razles entre as citocinas IL-17A e TGF-f1

Néo foi verificada diferenca significativa nas propor¢des das concentracdes de IL-17A e
TGF- B1 nas fases da doenga (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,8821) (Gréafico 21). Nao houve
diferenca significativa nas proporc¢des das concentracdes de IL-17A e TGF-B1 nos grupos de
soropositividade para anticorpos anti-CHIKV (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,1945) (Grafico
22).
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Gréfico 21 — Razbes IL-17A/TGF-B1 nas fases da doenga em 227 casos de CHIKF em

2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: raz6es IL-13/TGF- 1 nas fases da doenca,

p =0,8821.

Gréfico 22 — Razbes IL-17A/TGF-B1 nos grupos de soropositividade em 226 casos de

CHIKF em 2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: razes IL-1p/TGF- B1 nos grupos de soropo-

sitividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,1945.
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6.5.1 Razles entre as citocinas MCP-1 e TGF-f1

Foi observada uma diminuicdo das proporc6es das concentracdes de MCP-1 e TGF- 1
com a progressdo para a fase cronica da doenga (Teste de Kruskal - Wallis, p = 0,0203)
(Gréfico 23). Os sujeitos com IgM- IgG+ anti-CHIKV possuiam niveis menores de MCP-1
em relacdo ao TGF-B1 quando comparados aos demais grupos de soropositividade (Teste de
Kruskal-Wallis, p = 0,0038) (Grafico 24).

Gréfico 23 — Razbes MCP-1/TGF- 1 nas fases da doenca em 227 casos de CHIKF em
2017 no Ceara.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: razes MCP-1/TGF- B1 nas fases da doenca,
p =0,0203.




Gréfico 24 - Raz6es MCP-1/TGF-B1 nos grupos de soropositividade em 226 casos
de CHIKF em 2017 no Ceara.

CHIKV IgM+ 1gG- 70.7

CHIKV IgM+ IgG+

CHIKV IgM- IgG+

T T
0 20 40 60 80 100
percent breakdown

<0214 [ >=0214 |

Fonte: Elaborado pelo autor. Teste de Kruskal — Wallis: razdes IL-1p/TGF- B1 nos grupos de soropo-

sitividade para anticorpos anti-CHIKV, p = 0,0038.
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7 DISCUSSAO

De acordo com o Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN), em 2017
0 Cearé teve, de casos suspeitos de CHIKF, 68.924 notificagdes acumuladas em Fortaleza e
2.554 registros dos outros municipios juntos, indicando, da mesma maneira que este estudo,
que a capital foi a cidade do Ceara que mais teve casos da doenca (FORTALEZA, 2017). Dos
casos confirmados da CHIKF naquele ano no estado, até a semana epidemiologica 39,
66,30% (61.293/91.752) se concentravam na faixa de 20 a 59 anos e 0 sexo feminino foi o
predominante nas faixas etérias acima de 14 anos, ratificando o que foi obtido neste estudo
(CEARA, 2017).

As pessoas do sexo feminino foram as mais acometidas pela doenca de acordo com esta
pesquisa (78,92%) e estas apresentaram maior tempo de duragdo dos sintomas (p < 0,05).
Alguns estudos de grupos brasileiros corroboram com estes resultados: um estudo de base
populacional, conduzido por meio de entrevistas e inquéritos soroldgicos da CHIKF entre
outubro e dezembro de 2015 em duas cidades baianas um ano apds a emergéncia da doenca
no pais, mostrou predominio do sexo feminino e de pessoas com mais de 60 anos entre 0s
casos sintomaticos e também predominio do sexo feminino entre participantes sintomaticos
na fase cronica (DIAS et al., 2018); outro estudo, de Silva Junior et al. (2018), do tipo
transversal, onde foram analisados todos 0s casos registrados da doenca em 2016-2017 no
Ceara (182.731) por meio de dados de relatdrios de notificacdo, mostrou maioria de mulheres
(62%).

Brasil (2014) cita entre os fatores de risco para a ndo recuperacdo da doenca a idade
avancada (maior que 65 anos), tendéncia que foi demonstrada nesta pesquisa pela constatacdo
de que as pessoas com mais de 65 anos tiveram maior tempo de duragdo dos sintomas do que
as pessoas com menos de 65 anos, mas sem diferenca significativa (p > 0,05). Entretanto, foi
observado que sujeitos acima da mediana de idade (51,73) estavam mais frequentes nas fases
p6s-aguda (51,15%) e cronica (25,29%) do que na fase aguda (23,56%) (p < 0,05), indicando
a propensdo de pessoas com idade maior que a da mediana para a cronificacdo da doenca.

Sobre o fato de a CHIKF ser mais observada no sexo feminino, van Genderen et al.,
(2016), que realizaram um estudo prospectivo com casos clinicamente suspeitos da doenca
entre 2014 e 2015 no Suriname, trouxeram que houve um comportamento de busca por
cuidados de saude maior entre as mulheres (81,80%) do que entre os homens (71,40%)
estudados (p < 0,05).
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Vidal et al. (2020), através de um estudo transversal com pessoas diagnosticadas
clinicamente com CHIKV em 2015 na Colémbia, observaram padrdes de resposta fenotipica
nas mulheres diferentes dos presentes nos homens. As mulheres tém uma resposta
imunolégica a infeccdo viral mais forte do que os homens, o que pode ajudar no
desenvolvimento de doencas autoimunes neste grupo. Uma forte resposta imune ao CHIKV
pode estar relacionada a producdo de sintomas mais complexa. Acredita-se que a
disseminacdo do virus para outras regides do corpo pode levar a uma resposta antigénica
andmala no sexo feminino, o que pode gerar padrdes de sintomas piores.

As medianas das idades por grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV se
mostraram aumentadas nos grupos de soropositividade com IgG reagente (48,02 para IgM+
IgG-; 53,44 para IgM+ IgG+ e 59,45 para IgM- IgG+), sugerindo que pessoas mais velhas
tinham maior tempo de duragéo dos sintomas. No grupo com IgM+ 1gG-, 50,00% dos sujeitos
estavam na fase aguda e os outros 50,00% na fase pos-aguda; nos grupos com IgM+ IgG+ e
com IgM- lIgG+ predominaram, respectivamente, 53,41% dos pacientes na fase pos-aguda e
70,83% dos pacientes na fase cronica, mostrando que o perfil com maior representatividade
para uma fase foi o de IgM néo reagente e 1gG reagente, com quase 1/3 dos pacientes na fase
cronica e salientando as diferencas entre as fases da doenca e o periodo de soroconversao.

Neste trabalho, IgM e IgG foram detectadas em pessoas com no minimo quatro dias de
sintomas relatados, a maior proporcao de soropositividade para IgM foi vista em pacientes
com dez a 12 dias de sintomas relatados e a maior proporc¢do de soropositividade para 1gG foi
vista em pacientes com dez a 15 dias de sintomas relatados, confirmando o que ja foi trazido
pela literatura (AMDEKAR, PARASHAR, ALAGARASU, 2017; CHUA et al., 2017). Pelo
fato de se utilizar um bioarquivo de conveniéncia, a maioria das amostras incluidas na
pesquisa (344/351) sdo de pacientes com mais de sete dias de sintomas relatados, tornando
limitadas as conclusdes sobre inicio da soropositividade para IgM anti-CHIKV.

Foi notada a presenca de IgM anti-CHIKV em participantes com mais de 90 dias de
sintomas 76,71% (56/73). A presenca da IgM especifica para CHIKV por mais de 90 dias da
infeccdo e até por mais de 12 meses (IgM de longa duracédo) j& foi observada por outros
pesquisadores e parece ter relacdo com a persisténcia do virus oculto, podendo estar associada
a quadros de artralgia crénica e artrite destrutiva (MALVY et al., 2009; CHUA et al., 2017).
A persisténcia da IgM especifica foi descrita também para outros alfavirus, como o virus do
Rio Ross (RRV), e até para flavivirus (virus da dengue) (FARMER; SUHRBIER, 2019).
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Foram encontradas 28 codeteccdes de IgM anti-CHIKV e IgM anti-DENV. Vale
ressaltar que estes achados ndo permitem afirmar se os casos séo de infecgcdo recente ou de
coinfeccdo, 0 que so seria possivel através da realizagdo de testes moleculares. Entretanto, as
coinfeccdes ndo sdo eventos raros durante periodos de transmissdo arboviral intensa e em
areas de cocirculacdo de CHIKV e DENV. Outra hipotese é que o individuo pode ter se
infectado primeiramente por um desses arbovirus e posteriormente pelo outro, ou seja,
infeccdo subsequente. Adicionalmente, ndo pode ser descartada a possibilidade de reagéo
cruzada, mesmo sendo entre um alfavirus e um flavivirus.

O DENV circula desde 1986 no Ceara. 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 estado confirmou quase um milhdo de
casos da doenca e registrou pelo menos 14 epidemias (CAVALCANTI et al., 2017; BRASIL,
2019a); o que explica o achado deste estudo de 90,67% (311/343) de 1gG anti-DENV entre as

amostras analisadas.

O desequilibrio entre os mecanismos de eliminacdo viral e os sistemas de protecdo do
hospedeiro aparenta ter papel destacado na CHIKF e no desenvolvimento dos seus sintomas
persistentes. Elucidar até que ponto as vias imunoldgicas patogénicas e protetoras estdo
presentes na doenca e contribuem para a artrite cronica é condicdo fundamental para se ter
entendimento da patologia e das possiveis rotas terapéuticas que se dirigem aos provaveis
santuarios virais e a inflamacdo cronica. Em vista disso, um caminho para investigacdo da
patogénese da infeccdo por CHIKV é o esclarecimento das respostas especificas em
condigdes agudas e de longa duracdo (HOARAU et al., 2010).

Neste estudo, as concentragcbes de IL-1B, IL-2, IL-17A, MCP-1 e TGF-p1 foram
quantificadas no soro dos participantes a fim de verificar seu comportamento nos grupos de
fases da doenca e nos grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKV. Obtivemos
resultados com diferenca significativa nas duas situacoes.

A IL-1B é a principal forma biologicamente ativa da IL-1 secretada. Ela age no
hipotalamo induzindo a elevacdo da temperatura corpdrea e a expressao de proteinas de fase
aguda, as quais podem ter fungdes protetoras, homeostaticas e de reparo tecidual (ABBAS et
al., 2012). Um trabalho semelhante a este no que se refere ao periodo da doenca, realizado por
intermédio de determinacédo do perfil de algumas moléculas em pacientes com CHIKF dentro
de um més do inicio da doenca, revelou que a IL-1p apresentou resposta intensa na fase aguda
(0-5 dias do inicio da febre) (VENUGOPALAN, GHORPADE, CHOPRA; 2014). No
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trabalho citado, a elevagdo desta citocina foi observada em pacientes com infeccdo muito
recente (com febre), o que pode ndo ter sido possivel de observar neste trabalho, pois apenas
7,00 % (7/100) dos individuos na fase aguda relataram menos de 7 dias de sintomas.

Kelvin et al. (2011) e Chaaithanya et al. (2011) seguiram pacientes que tiveram apenas
sintomas agudos de CHIKV e aqueles que evoluiram para a doenga crénica meses depois da
infeccdo, estimando os niveis de varias citocinas, dentre elas a IL-1B que, nas duas pesquisas,
se mostrou aumentada na fase aguda precoce. Alguns trabalhos ndo mostraram aumento da
IL-1pB na fase aguda precoce (HOARAU et al., 2010; WAUQUIER et al., 2010; REDDY et
al., 2014) e um trabalho ndo mostrou aumento desta citocina na fase aguda muito precoce (1-3
dias depois da doenca comecar) (TANABE et al., 2019).

Segundo Ng et al. (2009), niveis altos da IL-1p estdo associados a gravidade dos
sintomas da CHIKF. Além de ser a causadora de febre alta, esta molécula pode mediar a
artralgia, uma vez que ela esta implicada na origem de doencas artriticas como a AR.

A IL-2 é uma citocina produzida pelos linfocitos T ap0ds sua ativacdo pelo antigeno; ela
promove o crescimento de linfécitos TCD4", a atividade citolitica de linfocitos TCD8" e NK e
modula programas de diferenciacdo de linfécitos TCD4", além de ser essencial para o
desenvolvimento e a manutencédo de linfocitos Treg (LIAO, LIN, LEONARD; 2013). Apesar
de ndo ter sido notado aumento dos seus niveis em nenhuma das fases da CHIKF de acordo
com a classificacdo utilizada neste trabalho, a IL-2 estava mais presente no grupo com IgM-
IgG+ entre os grupos de soropositividade para anticorpos anti-CHIKF (p < 0,05). A maioria
dos individuos deste grupo (70,8%) estava na fase cronica da doenca (com trés a quatro meses
do inicio da infeccdo), quando os titulos da IgM em geral caem e entdo somente a IgG pode
ser detectada pelo exame (VAIRO et al., 2019). Sabendo-se que a IL-2 € essencial para a
proliferacédo celular, especialmente na resposta imune adaptativa, € justificavel encontrar sua
concentracdo elevada no grupo ligado a fase crbnica da doenca. Hoarau et al. (2010) e
tambeém Kelvin et al. (2011) ndo encontraram relacdo da IL-2 com a progressao da CHIKF.

Chang et al. (2018) em um estudo de caso-controle com pacientes sintomaticos para
CHIKYV, observaram que citocinas relacionadas a tolerancia imunoldgica, dentre elas a IL-2,
baixas durante a fase inicial da CHIKF, s&o preditivas para dor articular persistente, sugerindo
que a presenca destas na fase aguda é importante para o desenvolvimento de uma tolerancia
imunoldgica que evite a cronificacdo da doencga. Este comportamento ndo pode ser avaliado

neste trabalho porque os participantes ndo foram seguidos.
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A IL-17 é uma citocina que induz inflamacdo neutrofilica, ajudando no combate a
patdgenos bacterianos e flngicos extracelulares; também existem evidéncias de que ela pode
induzir resposta a infeccdes virais (ABBAS, 2012). Neste trabalho ndo foi vista diferenca
significativa nos niveis de IL-17 dos pacientes nem entre as fases da CHIKF nem entre os
perfis de resultados de sorologia para CHIKF. De todas as amostras para IL-17, 43,45%
(146/336) se mostraram abaixo do limite de deteccdo do kit, 0 que pode ter contribuido para a
ndo observacdo de resultados semelhantes aos trazidos pelos trabalhos citados anteriormente.
Waugquier et al. (2010) observaram um aumento da IL-17 na fase aguda muito precoce. Chow
et al. (2011) e Cavalcanti et al. (2019) observaram aumento da IL-17 em pacientes com artrite
crénica por CHIKV em comparacdo a pacientes nas outras fases da doenca. Chaaithanya et al.
(2011) ndo viram diferenca significativa entre as concentracfes de IL-17 dos pacientes nas
diferentes fases da CHIKF.

A expressdo de receptores para IL-17 foi verificada em diversas células
parenquimatosas de pacientes com artrite persistente; esta molécula estimula a producdo de
citocinas pré-inflamatorias e metaloproteinases de matriz, as Ultimas destroem a matriz
extracelular e causam reabsorcdo Gssea, 0 que condiz com a erosdo éssea encontrada em
pacientes com CHIKF cronica (AMARAL et al., 2019).

A MCP-1 é uma molécula que participa destacadamente do recrutamento de mondcitos
e macrofagos e esta bastante ligada a infeccdo aguda por CHIKV em modelos humanos e
animais (AMARAL et al., 2019). Ainda que a elevagdo da MCP-1 n&o tenha sido observada
em nenhuma das fases da CHIKF de acordo com a classificagdo utilizada nesta pesquisa, 0s
grupos que apresentaram IgM+ IgG-, composto por pacientes nas fases aguda e pés-aguda na
mesma proporc¢éo, e IgM- IgG+, composto predominantemente por pacientes na fase crénica,
tenderam a um aumento, mas sem diferenca significativa. Reddy et al. (2014) observaram
altos niveis de MCP-1 na fase aguda e também na fase cronica, sugerindo que esta quimiocina
pode contribuir para a permanéncia dos sintomas. Alguns pesquisadores mostraram que a
MCP-1 estd mais presente em pacientes com CHIKF crénica quando comparados aos
controles saudaveis (CHAAITHANYA et al.,, 2011; NINLA-AESONG, MITARNUN,
NOIPHA; 2019).

Hoarau et al. (2010) conseguiram demonstrar que altas concentragdes de MCP-1 no
liquido sinovial de um paciente com CHIKF cronica estavam correlacionados a alteragdes
citopaticas no tecido de origem e a persisténcia antigénica do CHIKYV. Um estudo de Chen et

al. (2014) utilizando modelo murino obteve que animais infectados pelo CHIKYV tratados com
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um inibidor de MCP (Bindarit) tiveram significativamente menor aumento de MCPs, menor
aumento de celularidade dentro da tibia e das articulacGes do tornozelo e menor perda 0ssea
do que animais ndo tratados. A MCP-1 parece agir como a quimiocina que mais contribui
para a osteoclastogénese, pois ela promove o aumento de células monociticas-macrofégicas,
as quais podem servir como provimento de precursores de osteoclastos.

Cavalcanti et al. (2019) trazem que citocinas, dentre elas o TGF-B, estdo relacionadas a
patogénese de doencas inflamatorias articulares como AR, artrite psoritica e espondilite
anquilosante, cujos sintomas sio semelhantes as manifestacdes cronicas da CHIKF. A partir
desta afirmagdo, eles investigaram os niveis de citocinas e obtiveram que o TGF-§ estava
concentracdes elevadas nas amostras de individuos nas fases pds-aguda e cronica da doenca, o
que condiz com o que foi encontrado neste trabalho, uma vez que o grupo com IgM+ IgG+,
com maioria de amostras de individuos nas fases pds-aguda e crénica (53,4% e 21,2%,
respectivamente) e o grupo com IgM- 1gG+ (com maioria dos individuos na fase cronica da
doenca) tiveram maiores niveis da citocina (p < 0,05). E importante ressaltar que 96 amostras
ndo foram testadas para TGF-B1 por falta de reagente no kit (anticorpo de captura).

Com excecdo de TGF-B1, as outras citocinas quantificadas ndo tiveram seus niveis
associados a nenhuma fase da doenca, 0 que pode estar relacionado a imprecisao do relato do
namero de dias de sintomas pelos pacientes. A observagdo de altos niveis de IL-2 e TGF-$1
no grupo com IgM- IgG+ sugere um perfil regulatério para linfécitos T (CAVALCANTI et
al., 2019).

Foi observada uma diminui¢cdo na razdo entre MCP-1 e TGF-B1 nas amostras de
individuos na fase cronica da doenca e naqueles com IgM+ IgG+ e IgM- 1gG+, o0 que
corrobora com o fato de terem sido observadas evidéncias de um perfil regulatério com
reducdo da resposta inflamatoria.

Estes achados auxiliam na compreenséo dos mecanismos de resposta imune da infeccao
por CHIKV, sendo relevantes para um melhor conhecimento da imunopatologia da doenga,
mesmo preliminar, traz subsidios para estudos posteriores. Devido a natureza deste trabalho,
ndo foi possivel realizar seguimento dos pacientes, desta forma, futuras iniciativas deverao
focar no estabelecimento de estudos de coorte prospectivos com aquisi¢ao de dados primarios,
avaliacdo de desfechos clinicos e obtencdo de amostras seriais para analises longitudinais que

possam gerar novas evidéncias e hipbteses.
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8 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que sujeitos acometidos pela chikungunya do sexo feminino e com
idade maior que 51,73 anos apresentaram dura¢do maior dos sintomas e que niveis elevados
de IL-2 e de TGF-B1 foram relacionados ao grupo com IgM- IgG+ e a fase cronica da doenca,
sugerindo que as caracteristicas imunologicas da cronificacdo da CHIKF estdo associados a

alteracdo nos mecanismos de imunotolerancia.
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