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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV), apés ser inoculado no organismo por meio da picadura
de mosquitos do género Aedes sp., causa uma infeccdo que leva a ativacdo resposta imune
inata antiviral. Esta se inicia por meio da ativacdo de receptores dereconhcimiento de
padrdes (PRRs), como por exemplo os Toll-like receptors (TLRS) e consequente ativacéo
do fator de transcricdo regulador de interferon (IRF), que culmina na producdo de
moléculas antivirais, como os interferons do tipo I. Vérios fatores, incluindo variacoes
genéticas do hospedeiro e resposta imune contra o CHIKYV, resultam em diferentes
manifestacdes clinicas da doenca. A infeccdo pode variar de subclinica a artralgia
debilitante e reumatismo inflamatério crénico. O presente estudo teve como objetivo
investigar a associacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico(SNPs) em genes que
codificam os receptores TLRs, sendo eles TLR3 (rs3775291), TLR7 (rs3853839) e TLR8
(rs3764879) e no gene codificador do fator de transcricdo IRF5 (rs2004640) na
suscetibilidade a infeccdo por CHIKV e desenvolvimento de dor persistente. A escolha
dessas variantes genéticas nos genes TLR3/7/8 neste estudo foi realizada por meio de uma
revisdo bibliogréfica bastante minuciosa que mostrou associacao desses SNPs com risco
de infeccdo por CHIKYV. Entrtanto a variante do gene IRF5 (rs2004640) ja tenha sido
associada a varios tipos de artrite, sua escolhida foi porque estudos mostram que o0 1%
dos pacientes com CHIKF podem desenvolver artrite reumatéide. Para tanto, um estudo
caso-controle foi realizado na cidade de Fortaleza/CE,Brasil, com coleta de amostras de
dados e amostras durante os anos de 2019, 2020 e 2021. O estudo incluiu 121 casos com
sorologia IgG anti-CHIKYV positiva, 29 casos assintomaticos (IgG anti-CHIKV+) e 182
controles saudaveis (IgG anti-CHIKV-) pareados por idade e sexo. Os polimorfismos
foram identificados por meio de ensaios de genotipagem TagMan® SNP. O alelo
polimorfico G da variante 3’UTR C/G do geneTLR7 (rs3853839) e o alelo polimérfico G
da variante 129 C/G do gene TLR8 (rs3764879) apresentaram-se associados & protecao
contra infec¢do por CHIKV (OR ajustado = 0.64; p = 0.02 e OR ajustado = 0.54; p =
0.001, respectivamente). Essas variantes também estiveram associadas a reducéo da dor
em pacientes com Chikungunya crénica (OR ajustado = 0.54; p = 0.008 e OR ajustado
=0.42; p = 0.002, respectivamente). Alémdisso, individuos que apresentaram o alelo G na
variante rs3764879 tiveram maior chance de desenvolver a infeccdo na forma
assintomatica (OR ajustado =2.88; p=0.004). As anélises de desequilibrio de ligacao
(LD) para os SNPs rs3764879 e rs3853839, evidenciaram forte desequilibrio de ligagéo
entre esses marcadores (D'=0,99e r2 = 0.98). Nenhuma diferenca significativa foi
observada para as variantes 1234 C/T do gene TLR3 (rs3775291) e 198 G/T do gene IRF5

(rs2004640) em relacdo a associagdo com infeccdo e dor cronica. Assim, 0 presente



estudo identificou que os polimorfismos dos genes TLR7 e TLR8 podem atuar como
fatores protetores para infeccdo por CHIKV e reducdo da dor, sugerindo que essas

variantes podemdesempenhar um papel na patogénese da Chikungunya.

Palavras-chave: Chikungunya; Polimorfismos de nucleotideo unico; Receptores Toll-
like (TLRs); Fator regulador de interferon 5 (IRF5), Resposta imune.



SUMMARY

The Chikungunya virus (CHIKV), after being inoculated into the body through the bite
of mosquitoes of the genus Aedes sp., causes an infection that leads to the activation of
the innate antiviral immune response. This begins through the activation of pattern
recognition receptors (PRRs), such as Toll-like receptors (TLRs) and consequent
activation of the interferon regulatory transcription factor (IRF), which culminates in the
production of antiviral molecules, such as type | interferons. Several factors, including
host genetic variations and immune response against CHIKV, result in different clinical
manifestations of the disease. Infection can range from subclinical to debilitating
arthralgia and chronic inflammatory rheumatism. The present study aimed to investigate
the association of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes encoding the
receptors TLRs-3 (rs3775291), TLR-7 (rs3853839) and TLR-8 (rs3853839) and in the
gene encoding the factor of IRF5 transcription in susceptibility to CHIKV infection and
development of persistent pain. To this end, a case-control study was carried out in the
city of Fortaleza/CE, Brazil, with collection of data samples and samples during the years
2019, 2020 and 2021. The study included 121 cases with positive anti-CHIKVIgG
serology, 29 asymptomatic cases (IgG anti-CHIKV +) and 182 healthy controls (IgG anti-
CHIKV-) matched by age and sex. Polymorphisms were identified using TagMan® SNP
genotyping assays. The G polymorphic allele of the 3°UTR C/G variant (rs3853839) of
the TLR7 gene and the G polymorphic allele of the 129 C/G variant (rs3764879) of the
TLR8 gene were associated with protection against CHIKV infection(adjusted OR = 0.64;
p = 0.02 and adjusted OR = 0.54; p = 0.001, respectively). These variants were also
associated with pain in patients with chronic Chikungunya (adjusted OR = 0.54; p = 0.008
and adjusted OR =0.42; p = 0.002, respectively). Furthermore, individuals who presented
the G allele in the rs3764879 variant had a greater chance of developing the infection in
asymptomatic form (adjusted OR =2.88; p =0.004). Linkage disequilibrium (LD)
analyzes for the SNPs rs3764879 and rs3853839 showed strong linkage disequilibrium
between these markers (D'=0.99 and r2 = 0.98). No significant differences were observed
for the 1234 C/T (rs3775291) variants of the TLR3 gene and 198 G/T (rs2004640) of the
IRF5 gene in relation to the association with infection and chronic pain. Thus, the present
study identified that polymorphisms in the TLR7 and TLR8 genes can act as protective
factors for CHIKV infection and pain reduction, suggesting that these variants may play
a role in the pathogenesis of Chikungunya.



Keywords: Chikungunya; Single nucleotide polymorphisms; Toll-like receptors
(TLRs); Interferon regulatory factor 5 (IRF5), immune response.
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1. INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) é um membro do género Alphavirus, pertencente a
familia Togaviridae, cujo material genético é constituido por uma uUnica fita de RNA de
aproximadamente 12 kb com polaridade positiva (WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020).
Este virus é o agente etioldgico da febre Chikungunya (CHIKF) e foi isolado pela primeira
vez em 1952-1953 durante uma epidemia na Africa Oriental (Planalto Makonde-
Tanzania) (NARESH KUMAR; SAI GOPAL, 2010 GIMENEZ-RICHARTE
et al., 2022).

Entre 1960 e 1990, surtos de CHIKF ocorreram esporadicamente na Africa e na Asia,
aparecendo com mais frequéncia a partir de 2000 e se espalhando para outros paises. Em
2014, o CHIKYV foi responsavel por causar uma grande epidemia no Brasil, afetando
principalmente a regido Nordeste. S6 nas Ameéricas, cerca de 11.693.489 casos suspeitos
e 37.480 casos confirmados de CHIKF foram notificados em 2015 (GIMENEZ-
RICHARTE et al., 2022). Até o periodo de 23 de novembro de 2022, foram notificados
362.021 casos e 77 mortes, sendo a maioria dos casos (247.537) relatada no Brasil
(ECDC, 2022). Até 31 de dezembro de 2023, aproximadamente
500.000 casos de CHIKF e mais de 400 mortes foram notificados em todo o mundo
(ECDC, 2023).

Depois da picada de um mosquito fémea infectado do género Aedes sp., 0 CHIKV
é inoculado nos capilares sanguineos e na derme, onde infecta células residentes da pele,
como queratinécitos e fibroblastos dérmicos, iniciando o primeiro ciclo de replicacdo
viral (TENG et al., 2015). Os principais locais de infec¢do secundaria s&o os masculos e
articulacoes. O periodo de incubacao do CHIKYV ¢é de doisa sete dias na maioria dos casos
(WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020), e a infeccdo pode resultar em diferentes
apresentacdes clinicas. A fase aguda da CHIKF é associada a varios sintomas e é
caracterizada pelo aparecimento de febre alta e poliartrite. A fase cronica é marcada por
artritogenicidade com manifestacdes artrogénicas com duragdo superior a meses e inicio
de sintomas reuméaticos (RIBERA et al., 2012; SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE;
GASQUE, 2012).

A resposta imune antiviral inata inicia principalmente com o reconhecimento de
RNA viral por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os Toll-like
receptors (TLRs) (DUNLEVY; MCELVANEY; GREENE, 2010). Estes receptores tém

capacidade de desencadear uma resposta imune contra agentes infecciosos, uma vez que
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reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos (Pathogen- associated
molecular patterns: PAMPSs) (HER et al., 2015) e padrées associados ao dano (DAMPS).
A estimulacéo ativacdo dos TLRs é dada pelo reconhecimento de PAMPs ou DAMPs,
Em seguida, ha ativacdo das cascatas de sinalizagdo intracelulares e recrutamento de
moléculas adaptadoras. O fator de transcricdo regulador de interferon (IRF) é
ubiquitinado e fosforilado por IKKp, resultado na translocagdo do IRF para o nucleo,
levando a producéo de interferons do tipo I, e citocinas como IL-6, e TNF (REYKANDE
et al., 2018; AGHAI et al., 2007).

Numerosos fatores de risco para o desenvolvimento de CHIKF grave em pacientes
adultos foram relatados, incluindo idade, e sexo e variagdes genéticas do hospedeiro
(BUCARDO et al., 2021; DUTTA; TRIPATHI, 2017; MICKIENE et al.,

2014). O conhecimento dos perfis genéticos do hospedeiro que influenciam a
suscetibilidade da infeccdo por CHIKV é uma ferramenta essencial para elucidar a
fisiopatologia dessa arbovirose e sua progressao. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
investigar uma possivel relagdo entre as variagcdes genéticas dos receptores Toll- Like
3/7/8 e do fator de transcri¢cdo regulador de interferon-5 (IRF5) com a infecgdo por

CHIKYV e desenvolvimento de dor persistente.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas Gerais das Arboviroses

Arbovirus sdo virus transmitidos por artropodes (Arthropod-borne virus) e sao
assim designados ndo somente pela sua veiculacdo por meio de artropodes, mas,
principalmente, pelo fato de parte de seu ciclo replicativo ocorrer nos insetos. Osarbovirus
sdo transmitidos aos seres humanos e outros animais pela picada de artropodes
hematdfagos (ESPOSITO; FONSECA, 2017).

Os arbovirus que causam doengas em humanos e outros animais de sangue quente
sdo membros de cinco familias virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae e Rhabdoviridae. As arboviroses tém se tornado importantes e constantes
ameacas em regides tropicais devido as rapidas mudancas climaticas, desmatamentos,
migracdo populacional, ocupacdo desordenada de areas urbanas, precariedade das
condicbes sanitarias que favorecem a amplificacdo e transmissdo viral (BAXTER,;
HEISE, 2018). Predominantemente, os arbovirus possuem genoma constituido por RNA
de fita simples ou dupla, com excecdo daqueles pertencentes a familia Asfaviridae, cujo
material genético é composto por DNA (LEVI; VIGNUZZI, 2019; RUST, 2012).

Dentre as arboviroses mais comuns em ambientes urbanos estdo a Dengue (DEN),
a Chikungunya (CHIK) e a Zika (ZIK). As manifestacBes clinicas das arboviroses em
seres humanos podem variar desde doenca febril (DF) indiferenciada, moderada ou grave,
erupcdes cutaneas e artralgia (AR), a sindrome neuroldgica (SN) e sindrome hemorragica
(SH) (ZANOTTO; LEITE, 2018). A DF geralmente se apresenta com sintomas de gripe,
como febre, cefaléia, dor retro-orbital e mialgia. A SN pode manifestar-se como mielite,
meningite e/ou encefalite, com mudancas de comportamento, paralisia, paresia,
convulsdes e problemas de coordenacdo. A AR manifesta-se como exantema ou rash
maculopapular, poliartralgia e poliartrite, enquanto que a SH é evidenciada pelas
petéquias, hemorragia e choque combinado com uma reducdo intensa de plaquetas
(GIRARD et al., 2020 ZANOTTO; LEITE, 2018; RUST, 2012).
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2.2 Género Alphavirus

Os alfavirus sdo virus de RNA de cadeia simples, envelopados e de sentido
positivo pertencentes a familia Togaviridae. Eles sdo transmitidos por artropodes e
responsaveis por doencas emergentes e reemergentes em humanos. Alguns alfavirus,
como por exemplo, CHIKV, Ross River (RRV), Mayaro (MAYYV), Semliki Forest (SFV),
Sindbis (SINV) e O'nyong-nyong (ONNV) séo responsaveis por causar sindromes, que
podem se tornar cronicas ( LEVI; VIGNUZZI, 2019; BAXTER; HEISE,2018). Al[em
disso, outros alfavirus, como o virus da encefalite equina oriental (EEEV), ocidental
(WEEV) e venezuelano (VEEV) causam infeccdo no cerebro edoenca neuroldgica
(SILVA; DERMODY, 2017).

Os arbovirus pertencentes ao Velho Mundo, como é o caso do CHIKV, sdo
conhecidos por apresentar tropismo reumatico, sendo também chamados de Alphavirus
artritogénicos (SILVA; DERMODY, 2017; FROS; PIJLMAN, 2016). Dentre as
linhagens de CHIKYV destacam-se hoje trés linhagens: Oeste Africano, Leste-Centro-Sul
(ECSA), Asiatico e Oceano indico (I0OL). No Brasil, até 0 momento foram detectadas as
linhagens asiatica e ECSA ( SILVA; DERMODY, 2017;FROS; PIJLMAN, 2016).

2.3 Breve contexto historico e aspectos epidemioldgicos da Chikungunya

O CHIKV foi descrito em 1952-1953 em uma epidemia na Africa Oriental,
especificamente na Tanzinia (FERNANDES; MONTE; BEZERRA, 2023).
Chikungunya € uma palavra maconde que significa "aquele que se dobra" referindo-se a
postura adquirida pelo individuo infectado como resultado de fortes dores nas
articulagbes (BURT et al., 2012). O primeiro surto foi reconhecido durante a era cientifica
moderna, em julho de 1958, quando uma epidemia ocorreu ao longo dos planaltos
costeiros de Mawia, Makonde e Rondo, na Tanzania (HAMMON; RUNDNICK;
SATHER, 1960). Apos sua descoberta na Africa Oriental, infeccdes humanas foram
detectadas em Uganda (WEINBREN, 1958). Em 1964, anticorpos foram detectados em
primatas ndo humanos (NHPs) capturados no Zimbabue, e macacos-vervet demonstraram
ser hospedeiros de amplificacdo competentes para CHIKV(PATERSON; MCINTOSH,
1964).
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A segunda emergéncia do CHIKV ocorreu no Quénia, em 2004, que se estendeu
pelos anos seguintes por diversas ilhas do Oceano indico, atingindo a india e Sudeste
Asiatico (HONORIO; CAMARA; CALVET, 2015). Em 2006, nas llhas da Reuni&o, uma
epidemia foi resultado de mutagdes virais, levando a uma transmissibilidade mais eficaz
pelo mosquito Aedes. (TSETSARKIN; WEAVER, 2011). Leparc-Gofart et al. (2014)
demonstraram o primeiro caso de transmissdo autoctone do virus nas Americas, na llha
Sant Martin, uma ilha do nordeste das Antilhas, localizada 250 km ao norte do
arquipélago de Guadalupe e 240 km a leste de Porto Rico (LEPARC-GOFFART et al.,
2014).

Em 2004, um surto envolvendo a linhagem ECSA comecou na costa do Quénia.
Em 2005, um grande surto de CHIKV ocorreu em ilhas do Oceano Indico, atingindo
vérios paises da Asia e causando a infecgio de mais de 1,9 milhdo de pessoas (TAUIL,
2014). Entre 2006 e 2007, outra grande epidemia pelo CHIKYV atingiu a India, registrando
mais de 1,25 milhdo de casos suspeitos. A rapida dispersdo geografica do CHIKV, as
condigBes ambientais favoréaveis e o grande nimero de Aedes na regido contribuiram para
essa ocorréncia (GHILDIYAL; GABRANI, 2020; WILL et al., 2021).

Em 2011, o CHIKYV foi detectado pela primeira vez na regido das ilhas do Pacifico
da Nova Caleddnia (CAO-LORMEAU; MUSSO, 2014). A partir de 2012, as ilhas da
Oceania foram relatados surtos de CHIKV, mas também com epidemias de virus da
Dengue e Zika virus (GUBLER, 2015; CAO-LORMEAU; MUSSO, 2014; MUSSO). Em
dezembro de 2013, foi relatada a primeira transmissdo local de CHIKVno Hemisfério
Ocidental, com casos autoctones identificados na ilha caribenha St.Martin. Em outubro
do ano 2013, os primeiros casos autoctones foram diagnosticados na ilha de Saint Martin,
no Caribe francés (LEPARC-GOFFART et al., 2014). Desde entdo, comegou uma
enorme epidemia que se espalhou para mais de 43 paises americanos, onde 1.184.045
casos foram notificados, sendo destes 191 ébitos em 2014 (WEAVER; LECUIT, 2015).
A partir dai, o CHIKV se espalhou para a América Centrale do Sul, e os casos ainda
estavam sendo relatados em 2018/2019 (SUHRBIER, 2019). Dados mostram que o
gendtipo Centro-Leste-Sul-Africano (ECSA), foi o genotiporesponsavel pela epidemia de
Chikungunya no Brasil desde 2014 (SOUZA et al., 2019).

Historicamente, a transmissdo urbana do CHIKV era vetorizada principalmente
por mosquitos Aedes sp. No entanto, muitos dos surtos na bacia do Oceano indico e no

Sudeste Asiatico foram atribuidos a cepas circulantes da linhagem do Oceano indico
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(I0L), um subgrupo recém-emergido dentro do clado ECSA (FERREIRA et al., 2021a;
VOLK et al., 2010). Algumas cepas deste subgrupo contém uma mutacao adaptativa (E1-
A226V) que aumenta a aptiddo viral em mosquitos Aedes albopictus (BERRY etal.,
2019).

Entre semana epidemioldgica (SE) 1 e SE 52 de 2022, um total de 273,685 casos
de CHIK foram notificados em 15 dos 52 paises e territdrios da Regido das Américas, dos
quais 138,438 foram confirmados. A incidéncia cumulativa regional para Chikungunya
em 2022 foi de 27,56 casos por 100.000 habitantes. O nimero de Obitosno ano 2022
por CHIK foi de 87 mortes nas Américas (Figura 1). A taxa de crescimentoda curva para
2020 foi de 181% da SE 1 até o pico da SE 20, enquanto a taxa de crescimento da curva
em 2021 foi de 482%, da SE 1 ate o pico da SE 22 (PAHO/OMS, 2022).

A partir da SE 52 de 2022, o Brasil registrou 0 maior nimero de casos de CHIK
na Regido, com 265,289 casos, 0 que representa (96,8%) do total de casos regionais. A
Guatemala segue na contagem de casos com 2,086 casos (1,6%), seguida por Belizecom
2,509 casos (0,5%), o Peru com 595 casos (0,3%) e a Bolivia com 249 casos (0,3%).
Durante o mesmo periodo, 87 mortes atribuidas a infeccdo por Chikungunya foram
relatadas no Brasil (PAHO/OMS, 2022).

Em 2022, entre SE 1 e SE 52, a taxa de incidéncia cumulativa no cone sul foi de
92.40 casos por 100.000 habitantes. Os paises com maiores taxas de incidéncia foram
América Central e México com 2,65 casos por 100.000 habitantes, Paraguai com 1,339
casos notificados por 100.000 habitantes e Guatemala com 2,086 casos por 100.000
habitantes (OPS/OMS, 2022). Em 2023 e até 01 de junho, foram relatados 210,371 casos
e 251 Gbitos. A maioria dos casos foi relatada no cone sul (208,448), Brasil (124,270),
Argentina (1,336), Paraguai (82,838). Foram relatadas no Brasil (25) Obitos
(PAHO/OMS, 2023). A Figura 1 mostra o nimero de casos de CHIK nas Américas por
ano, no periodo de 2008 a 2022.
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Figura 1-Distribuicdo de casos notificados de Chikungunya, por ano, nas Américas, no
periodo de 2020-2023.
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Fonte: Dados obtidos da Plataforma de Informagdo em Salde para as Américas (PLISA, PAHO/OMS)
pelos Ministérios e Institutos de Salde dos paises e territérios da Regido. Disponivel em:

https://www.paho.org/plisa. Acessados em 04/02/24.

2.3.1 Epidemiologia dos casos de CHIKF no Brasil e no Ceara

Em setembro de 2014 foi registrada transmissdo autoctone no Amapé e na Bahia
e, a partir de entdo todos os estados reportaram casos autdctones da febre Chikungunya
(DONALISIO; FREITAS, 2015). Segundo dados obtidos do boletim epidemiolégico da
Secretaria de Vigilancia em Salde, no ano de 2015, foram registrados 38.332 casos
provaveis de CHIKF no Brasil, nimero que subiu consideravelmente para 277.882 no
ano de 2016 (Brasil, 2016). Em 2017, foram registrados 185.854 casos provaveis da
doenca no pais, sendo que para ambas as datas descritas, 0 maior nimero de casos se

concentrou na regido nordeste em relacéo ao total do pais (Brasil, 2018).

Entre dezembro de 2019 e junho de 2020, mais de 48.000 casos de Chikungunya
foram notificados e 11 mortes foram confirmadas em decorréncia da doenga (WILL et
al., 2021). Foram notificados em junho de 2021, aproximadamente 41.673 casos
provaveis de doenca pelo virus Chikungunya no Brasil. Destes, 21.127 ocorreram na
regido nordeste, 18.663 na regido Sudeste, 605 na regido Norte, 655 na regido Sul e 623
na regido Centro-Oeste (BRASIL, 2021).


http://www.paho.org/plisa
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O Cearéa foi um dos estados brasileiros mais acometidos por CHIKF, apresentando
grande taxa de incidéncia da doenca no ano de 2016, caracterizando epidemia, com
49.516 casos suspeitos, 63,6% destes (31.482 casos) foram confirmados (BRASIL, 2021).
Em 2017, foram notificados 137.424 casos de CHIKF no Ceara, indicando aumento
exorbitante quando comparado ao ano anterior; 75% destes (104.880 casos) foram
confirmados, havendo também o registro de 192 6bitos ocasionados pela doenga (BRASI,
2018).

Em 2023 até a SE 24 foram registrados no Sinan 6.107 casos suspeitos de
Chikungunya: 18,5% (1.131/6.107) confirmados e 68,0% (4.151/6.107) descartados
(Figura 2). Dos confirmados, 53,1% (601/1.131) foram por critério laboratorial e 46,9%
(530/1.131) por critério clinico-epidemioldgico (BRASIL,2023).

Figura 2— Casos de CHIKF segundo classificacdo e SE, Ceara/2023.
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Fonte: SESA/COVEP/CEVEP/Sinan. *Dados exportados em 12/06/2023. A figura

representa o0 nimero de casos por CHIKV.

2.4 Caracteristicas gerais do Chikungunya virus (CHIKV)

2.4.1 Estrutura e Genoma Viral

O CHIKYV é um alfavirus envelopado de 60 a 70 nm de diametro, possui um
RNA de sentido positivo e com 11,8 kb de comprimento (METZ; PIJLMAN, 2016). O
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genoma do CHIKV contém dois quadros de leitura (Open reading frame, ORF): 0 ORF
5', traduzido do RNA genémico (49S) e codificador de quatro proteinas néo estruturais,
nspl, nsp2, nsp3 e nsp4); e a ORF 3', traduzida a partir de um RNA subgendmico (26S)
que codifica uma poliproteina posteriormente clivada na proteina do capsideo, duas
proteinas do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptideos E3 e 6K (MANZOOR et al.,
2022; METZ; PIJLMAN, 2016; THIBERVILLE et al., 2013). O virus possui um

nucleocapsideo de simetria icosaédrica constituido pela proteina do capsideo (Proteina
C), que envolve e protege 0 genoma (METZ; PIJLMAN, 2016; RUPP et al., 2015). As
representacfes esquematicas da estrutura do CHIKYV e organizagdo gendmica podem ser

observadas nas Figuras 3 e 4.

Figura 3— Representacdo esquematica da particula de CHIKV
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FONTE: adaptada de (SANTOS et al., 2018).

Estrutura do Chikungunya virus. A glicoproteina E1 participa da fusdo celular (laranja vermelha), enquanto

a glicoproteina E2 se liga aos receptores celulares (amarelo).
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Figura 4-Organizagéo estrutural do genoma do CHIKV
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FONTE: Adaptada de (GALAN-HUERTA et al., 2015). A figura mostra os diferentes genes que codificam

para as proteinas estruturais e ndo estruturais de CHIKV, bem como as regides ndo traduziveis em 5'e 3'.

2.4.2 Ciclo de Replicagdo do CHIKV

Apds picada do mosquito infectado, o CHIKV ¢é inoculado na pele, dando inicio
ao processo de infeccdo das células dermicas (principalmente fibroblastos e macréfagos),
caracterizando a primeira fase de replicagdo do virus (SILVA; DERMODY, 2017;
MUDHAKIR; HARASHIMA, 2009).

Vaérios fatores de ligacdo e receptores putativos para CHIKV e outros alfavirus
foram documentados. Os receptores de células de mamiferos para o CHIKV ja conhecidos
incluem proibitina (PHB) (WINTACHAI et al., 2012), o receptor de fosfatidilserina TIM-
1 (MOLLER-TANK et al., 2013), o complexo proteico CD147 (DE CALUWE et al.,
2021), e a DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
non-integrin) (PRADO ACOSTA et al., 2019). Mais recentemente, a proteina 1 FHL1
(Four and a half LIM domains protein 1) foi descrita como receptor para CHIKV
(MEERTENS et al., 2019).

Apos a ligagdo mediada por E2 as células, as particulas virais ligadas ao receptor
sdo internalizadas, principalmente por endocitose mediada por clatrina (ESTOFOLETE
et al.,, 2019). A acidificacdo endossomal provoca alteragdes conformacionais nas
glicoproteinas virais promovendo a dissociacao de E1 e consequente ativacao da fuséo do
envelope viral 8 membrana endossomal, liberando o nucleocapsideo no citoplasma celular

0 qual se desnuda dando inicio a replicacdo (MANZOOR et al., 2022). Apos a
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liberacdo no citoplasma, o nucleocapsideo se desmonta para entregar 0 RNA viral
genémico (VRNA) no citosol para iniciar a traducdo (VAN DUIL-RICHTER et al., 2015;
BERNARD et al., 2010).

O RNA antigenémico serve como molde para a sintese de RNA genémico, bem
como a transcri¢cdo de mRNA subgendmico 26S que codificara poliproteinas estruturais
(C-E3-E2-6K-E1) associadas ao reticulo endoplasmético e complexo de Golgi (Figura
5) (SILVA; DERMODY, 2017; SPUUL et al., 2010).

Figura 5-Representacdo esquemaética do ciclo de replicacdo do CHIKV em células de
mamiferos (entrada, replicacdo intracelular e maturacéo do virus).
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FONTE: Adaptada de (CHING; FP NG; CHAI, 2017). Ciclo de replicacéo viral: (1) O virus entra na célula

por endocitose mediada por receptor. (2,3) A uma vez que a internalizagdo ocorre, as condi¢@es acidas do

endossoma produzem uma mudanga na conformacdo do envelope do virus que permite a fusdo das
membranas e a liberagdo do nucleocapsideo. (4,5) O genoma viral é liberado no citoplasma, as proteinas
ndo estruturais sdo traduzidas, o virus é montado. (6) Complexo de replicacdo e um RNA antisense é
sintetizado, o qual é usado como molde para a sintese de RNA genémico e RNA subgendmico, a partir dos
quais sdo sintetizadas as proteinas estruturais (7, 8 € 9). Essas proteinas sdo processadas e direcionadas para

a membrana onde a particula viral ¢ montada e liberada por brotamento.
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2.5 Vetor e transmissao do CHIKV

O termo -arbovirusl tem origem da expressdo inglesa “arthropod-borne virus”,
sendo utilizado para designar os virus que sdo transmitidos e mantidos na natureza em
ciclos silvestres e ou urbanos, relacionados a vetores artropodes hematofagos e
hospedeiros vertebrados suscetiveis (MANIERO et al., 2016). O CHIKV é mantido na
natureza por meio de dois ciclos de transmissdo, o enzodtico (selvagem) e o epidémico
(urbano) (WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020).

O ciclo enzootico, tem sido descrito em ambientes de florestas africanas,
principalmente infectando primatas ndo humanos, sendo as espécies de mosquitos do
género Aedes caracteristicos destes ambientes, tais como A. furcifer, A. taylori e A.
africanus (WEAVER; CHEN; DIALLO, 2020). No ciclo de transmissdo urbano, a
transmisséo ocorre entre 0 homem e 0 mosquito e tem como principais vetores mosquito
A. aegypti e A. albopictus (MANZOOR et al., 2022; THIBOUTOT et al., 2010). A Figura
6 ilustra o ciclo silvestre que afeta primatas e mosquitos e o ciclo urbano que afeta os

seres humanos.

2.5.1 Mosquitos Aedes aegypti

A palavra Aedes aegypti deriva do grego a&des, —odiosol, e do latim aegypt -do
Egitol (GADELHA; TODA, 1985). O A. aegypti teve origem no continente africano e
esta amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais. Por ser um mosquito
fortemente adaptado ao ambiente urbano, seus locais de reprodugdo mais comuns sao 0s
recipientes artificiais que acumulam agua, como garrafas, pneus, latas e potes (LIMA-
CAMARA, 2016). Os ovos de A. aegypti resistem a desidratacao e temperatura elevada,
mantendo-se viaveis por longos periodos, de sete meses a um ano. Esta propriedade
constitui uma vantagem evolutiva que dificulta notavelmente a erradicacdo do vetor
(HONORIO et al., 2015; MONTERO, 2015).
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Figura 6-Ciclo selvatico/ urbano de transmissdo do CHIKV.
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FONTE: Adaptada de (MADARIAGA,; TICONA; RESURRECION, 2016). Primatas ndo humanos servem
como reservatorio do virus. Mosquitos Aedes infectados picam e infectam humanos, que por sua vez

infectam o Aedes aegypti peridoméstico, sustentando o ciclo urbano de transmissdo do CHIKV.

2.6 Patogénese da infec¢éo por CHIKV

A transmissdo do CHIKV ocorre pela picada de Aedes aegypti ou Aedes
albopictus infectados. As particulas virais sao capturadas por células dendriticas, as quais
migram para os ganglios linfaticos, com o objetivo de apresentar 0s antigenos aos
linfocitos T, mas também transferem os virus para os mondcitos e macréfagos presentes
nos linfonodos (SILVA; DERMODY, 2017;LUM; NG, 2015).

Os virus se replicam no interior de mondcitos e macrofagos, e essas células
infectadas entram na corrente sanguinea causando viremia e levando os virus para érgaos-
alvo especificos, principalmente as articulagdes, bem como baco, figado, rins musculos,
cerebro, dentre outros (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; SILVA; DERMODY,
2017). Durante a fase de viremia, o virus pode ser facilmente transmitido aos mosquitos
durante a hematofagia. A viremia é normalmente eliminada dentro de dois a dez dias
apos a infeccdo (LI etal., 2023; DONALISIO; FREITAS, 2015). O periodo de incubacéo
é de dois a sete dias e é seguido por um inicio subito de doenca clinica sem fase
prodromica (AMARAL et al., 2022; GOTAY; RODRIGUES,;


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genomeprj&cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9551
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genomeprj&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9552
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=genomeprj&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=9552
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/viremia
https://www.nature.com/articles/nrmicro2368#Glos2
https://www.nature.com/articles/nrmicro2368#Glos2
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YAOCHITE, 2023). A Figura 7 ilustra a fisiopatatologia da infec¢do por CHIKV.

Figura 7- Mecanismos de patogénese da infec¢do por CHIKV
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e musculos, onde ocorre a replicagdo adicional.

2.7 ManifestacOes da Febre Chikungunya

Nos achados clinicos da CHIKF, a maioria dos individuos infectados apresenta
sintomatologia, sendo raros 0s pacientes assintomaticos. Alguns estudos mostram que a
estimativa para taxas de infeccdo assintomética por CHIKV pode chegar a 13%
(BUSTOS CARRILLO; GORDON; HARRIS, 2019). A classificacdo da CHIKF inclui
trés fases, sendo elas a fase aguda, subaguda e cronica, estando estas associadas a uma
gama de sintomas diferentes (SIMON et al., 2015) (Tabela 1).
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2.7.1 Fase Aguda da CHIKF

As caracteristicas distintivas do inicio da CHIKF sdo geralmente febre,
poliartralgia, dores e edemas nas articulagdes. Queixas clinicas de cefaléia, dores nas
costas, mialgia, nauseas/vomitos, diarreia, fotofobia, dor retro orbital muitas vezes
acompanhadas de poliartrite podem ocorrer. A febre é frequentemente de inicio rapido e
de alto grau sendo que a, temperatura corporal € média de 39,8°C e duracédo da febre de
4,88 dias (HOSSAIN et al., 2018). A CHIK aguda comumente também envolve uma
erupcdo cutanea, geralmente maculopapular e localizada predominantemente no tronco
e extremidades, mas também ocorre com menos frequéncia na face, palmas das méaos ou
plantas dos pés (PAIXAO et al., 2018).

2.7.2 Fase cronica da CHIKF e mecanismos relacionados a ocorréncia de dor nos
pacientes com CHIKF

A fase cronica caracteriza-se pela dor articular persistente similar a uma artrite
reumatoide, e pela dor musculoesquelética e neuropética de padrdo continuo, apos trés
meses dos sintomas iniciais. Geralmente, os pacientes com doenca crbnica acabam se
recuperando no periodo 3 a 24 meses apds infeccdo. No entanto, uma porcentagem de
pacientes persiste com a dor por muitos anos (SUHRBIER, 2019). Além da dor com ou
sem edema, limitacdo de movimento e rigidez articular matinal, pode levar a deformidade
nos 0ssos ao longo dos anos (BRITO et al., 2016). Cerca de 1% dos pacientes com CHIKF
em fase cronica poderdo evoluir com artropatia destrutiva semelhante a artrite psoriatica
ou reumatoide, incluindo fator reumatoide positivo (ABELLA et al., 2019; SILVA; DE
LIMA; WANDENKOLK, [s.d.]).

Resultados de ressonancia nuclear magnética evidenciam derrame articular,
erosdes Osseas, edema 0sseo, espessamento sinovial, tendinite e tenossinovite. Essa
observacao contribui para a classificagcdo da artrite por Chikungunya como uma artrite
cronica inflamatdria erosiva. Queixas neurolégicas podem estar presentes em 40% dos
pacientes. Destes, 10% irdo evoluir com manifestacdes persistentes (CASTRO; LIMA;
NASCIMENTO, 2016).

Uma das consequéncias dos impactos da cronicidade mais comuns em decorréncia
das limitacgdes fisicas é a reducdo do nivel de relagBes sociais do individuo, que associada

a varias complicacdes neuroldgicas, devido a natureza neurotropica do
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virus, refletida em repercussdes psicologicas, como depressao e ansiedade. A CHIKF
causou um impacto financeiro de R$ 2,3 bilhdes, representando cerca de 2% do
orcamento de saude esperado para o Brasil em 2016, causado pelo afastamento de
pacientes infectados das suas respectivas atividades laborais (SIMOES et al., 2022;
SOUSA; SILVA; CASTRO, 2018; LIRA, 2017; CHANDAK et al., 2009).

Os mecanismos fisiopatoldgicos da dor musculoesquelética e da artrite cronica
apos a infeccdo pelo virus Chikungunya sdo parcialmente compreendidos. A neuropatia
periférica com predominancia do componente sensorial € a apresentacdo mais comum. A
neuropatia motora é rara. Pensa-se que a dor e a parestesia podem estar associadas a
neuropatia compressiva (Saxena et al. 2008).

Saxena et al. (2008) demonstraram por meio de exame eletroneuromiografico e
avaliacdo fisica neuroldgica que pacientes com chikungunya apresentam frequentemente
dor neuropatica periférica. Sabe-se que a dor neuropatica, geralmente é descrita como
uma sensacdo de choque elétrico ou queimacao, € estd associada a uma maior dificuldade
no seu manejo. No mesmo estudo foi demonstrado que a dor durante a CHIKF pode ter

origem mista, com participacdo de mecanismos nociceptivos e neuropaticos.

2.7.3 Formas atipicas e graves da CHIKF

A infeccdo pelo CHIKV pode resultar em manifestacdes graves, sendo as mais
prevalentes a faléncia cardiaca (BRITO, 2017). A CHIKF também pode resultar em
complicagdes neuroldgicas, com mortalidade frequentemente associada a doengas do
sistema nervoso central (SNC), incluindo encefalite e encefalopatia (MEHTA et al.,
2018). Neuropatia periférica com predominio de componente sensitivo é a apresentacdo
mais comum sendo que, neuropatia motora € rara. Acredita-se que dor e parestesia podem
estar associadas a neuropatia compressiva (CASTRO; LIMA; NASCIMENTO, 2016). A
insuficiéncia renal também pode ocorrer com frequéncia em casos graves de CHIKF e é
uma causa de morte relatada (MERCADO et al., 2018; ECONOMOPOULOQU et al.,
2009). A Tabela 1 mostra as diferentes complicagdes causadas pela infeccdo pelo
CHIKV.
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Tabela 1- Manifestacdes tipicas e atipicas da doenca por CHIKV

Org&o/Sistema Manifestacdes Tipicas

Manifestagdes Atipicas

Musculoesquelético Artralgia; artrite;
mialgia; edema articular;
tenossinovite; dor lombar;

poliartralgias  persistentes

ou recidivantes

Dermatologico Exantema; eritema

Neuroldgico Dor de cabeca

Gastrointestinal

Reumatismo inflamatorio

cronico; destruicdo articular

Dermatose bolhosa;
hiperpigmentacéo;
estomatite
Meningoencefalite;
encefalopatia; convulsoes;
anormalidades
neurossensoriais;
Sindrome de Guillain-
Barré; paresia;
paralisias; neuropatia
Néausea; vomito; dor
abdominal.

anorexia; diarréia

Fonte: (SILVA; DERMODY, 2017).

2.7 .4 Diagndstico e Tratamento da CHIKF

Existem diferentes testes laboratoriais disponiveis para constatar a infeccao por

CHIKYV, sendo estes realizados a partir da obtencdo de amostras de sangue, soro ou
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plasma do paciente. Contudo, nos casos de acometimento neuroldgico, amostras de
liquido cefalorraquidiano tambeém podem ser coletadas. Trés tipos principais de métodos
séo utilizados para conceder o diagndstico de CHIKF sendo eles: sorologia, isolamento
viral e as técnicas moleculares de reacdo em cadeia da polimerase, 0 RT-PCR (do inglés,
Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction) e RT-qPCR (do inglés, Reverse-
Transcription Polymerase Chain Reaction Quantitative Real Time). A escolha do exame
laboratorial mais adequado para cada caso baseia-se principalmente na datade inicio
das manifestacdes clinicas, bem como na especificidade do teste (FINNERUP et al.,
2015).

Até o momento, ndo h& tratamento antiviral especifico para CHIKF. A terapia
utilizada é de suporte sintomatico, hidratacdo e repouso. Na dor de leve intensidade, tanto
a dipirona como o paracetamol sdo bons analgésicos quando utilizados nas doses e
intervalos corretos (ALVES, 2022).0 metotrexato (MTX), na dose média de 15mg por
semana, parece ser benéfico nas poliartrites reumaticas inflamatdrias desenvolvidasapos
a Chikungunya. O MTX tem sua utilizacdo justificada pela observacdo da presencade
monacitos e macrofagos no tecido sinovial de pacientes cronicos, possivelmente pela
persisténcia do virus nessa localidade. Os casos com artralgia prolongada e rigidez
articular podem se beneficiar de um programa progressivo de fisioterapia. O movimento
e 0 exercicio moderado tendem a melhorar a rigidez matinal e a dor, porém o exercicio

intenso pode exacerbar os sintomas algicos (ABELLA et al., 2019).

2.8 Resposta imune na infeccéo por CHIKV

Estudos tém demonstrado a ativacdo de diversos mecanismos de resposta
imunoldgica desencadeada pelo hospedeiro durante o processo de infec¢do por CHIKV.
Contudo, é importante salientar que tais mecanismos podem apresentar-se de modo
distinto em decorréncia da influéncia de diversos fatores inerentes ao proprio hospedeiro
e, por tanto, precisam de uma melhor compreenséo. Sabe-se que uma vez inoculado em
individuo suscetivel, o virus possui a capacidade de infectar uma variedade de células
humanas ( SILVAJR et al., 2018;LEUNG; NG; CHU, 2011).

De maneira pragmatica, evidenciou-se que CHIKV tem como principal alvo os

fibroblastos musculares, articulares e dérmicos, possuindo tambeém a capacidade de
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infectar células satélites musculares humanas, as quais podem funcionar como pequenos
reservatorios do virus durante um periodo prolongado, o que pode implicar na
persisténcia da infeccao e evolucdo de CHIKF para o estagio crénico, com uma possivel
continuidade da resposta imunolégica (CHEN et al., 2016; THIBERVILLE et al.,2013).

No entanto, é importante destacar que a eficicia da resposta imunoldgica pode
sofrer impactos em decorréncia da idade, sendo os individuos idosos sdo0 comumente
afetados pela permanéncia dos sintomas articulares provenientes da infeccdo por CHIKV
(AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017).

2.8.1 Resposta Imune Inata ao CHIKV

O mecanismo pelo qual o CHIKV inicia a resposta imune é semelhante ao
observado para outros virus de RNA. A resposta imune inata comega com O
reconhecimento do RNA viral por receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs)
(BUCARDO et al., 2021; HE et al., 2013; THOMPSON; MATTA; BARNES, 2018).
No caso do CHIKV, o RNA ativa os receptores Toll-like (TLR-3 e TLR-7/8) e os
receptores RIG-like (RIG-1 e MDAS) (SENGUPTA et al., 2021; DUTTA; TRIPATHI,
2017; HE et al., 2013).

2.8.1.1 Receptores TLRs Endossomais: TLR-3, TLR-7 e TLR-8

O reconhecimento de componentes microbianos por receptores Toll-like (TLRs)
€ um evento crucial nas respostas do hospedeiro ao patdgeno. Os TLRs pertencem auma
familia de proteinas que detectam patdgenos invasores ou enddgenos, desencadeando
sinais que iniciam a resposta imune inata (DUAN et al., 2022; BALKA; DE NARDO,
2019). A Figura 8 mostra como se d& a ativacdo de receptores Toll-like eo recrutamento
de moléculas adaptadoras.

Os TLRs também detectam acidos nucleicos e desempenham um papel
fundamental no reconhecimento de virus. Os TLRs que fazem esse reconhecimento sao:
TLRs- 3, 7, 8 € 9. O TLR-3 reconhece moléculas RNA de cadeia dupla presentes na

maioria dos virus de RNA e de DNA; o TLR-7 e o TLR-8 reconhecem moléculas de
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RNA de cadeia simples ssSRNA (single-stranded RNA: ssRNA); e o0 TLR-9 reconhece 0
DNA de sequéncias CpG no metiladas (AVENDANO-TAMAYO et al., 2019; HER et
al., 2015; SIRONI et al., 2012).

O gene TLR3 localiza-se no cromossomo 4 e codifica para o receptor TLR-3, que
é expresso no interior de muitos tipos de células, incluindo células da microglia,
mastocitos, eosinofilos, macréfagos, células natural killer (NK), e células dendriticas,
contudo apresenta menor expressao em linfocitos B e T (MUKHERJEE; HUDA; SINHA
BABU, 2019; YOKOTA; OKABAYASHI; FUJII, 2010). O TLR-7 é
predominantemente expresso em células plasmocitdides e esta envolvido na forte inducéo
de IFN-a, e 0 TLR-8 tende a ser detectado em mondcitos (WANG et al., 2019).

Ap6s a ativagdo dos TLRs, duas vias intracelulares podem seguir. A via
dependente de MyD88 desencadeia a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, como
TNF, IL-6 e 1L-12p40. Em seguida, MyD88 recruta varias moléculas sinalizadoras, como
IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4), IRAK1 e TRAF6 (TNFR-associated factor 6), o que
leva a ativacdo e translocacdo nuclear do fator de transcricio NF-kB que induza
transcri¢do genes de citocinas pro-inflamatorias (DUAN et al., 2022). Uma vez que TRIF
é ativado (via sinalizagdo de TLR-3 ou TLR-4) ele se liga a TRAF3 e TBK1, ativando
finalmente IRF-3, IRF5 e IRF-7 para enfim estimular a producdo de interferons do tipo
I (LIetal., 2020; HE et al., 2013;) (Figura 8).
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Figura 8- Via de sinalizagéo dos receptores Toll-like (TLRs)
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FONTE: Adaptado por GOTAY, 2021 baseado em HE et al., (2013). A Deteccdo de PAMPSs por
TLRs induz uma mudanca conformacional permitindo a interagdo e o recrutamento de moléculas

adaptadoras que levam a liberacdo de citocinas inflamatorias e moléculas antivirais (interferons tipo
1).

Em uma segunda via de ativacdo, o sinal emitido pelo ectodominio desses
receptores permite o recrutamento de fatores reguladores de interferon (IRFs), induzindo
a transcricdo de interferons antivirais (interferons do tipo I: IFN-a ¢ IFN-B) e citocinas
pré-inflamatorias (ALURI; COOPER; SCHUETTPELZ, 2021). A liberacdo delFNs tipo
| controla a replicacdo viral nas células e a progressdo viral durante a infeccdoaguda.
Estudos mostram que a sinalizagdo ineficiente de IFNs tipo | é um fator de risco para
desenvolver formas graves de doenca associada ao CHIKV (WEBB et al.,
2020;NARENDRA et al., 2014).

Em humanos, o IFN-a ¢ liberado precocemente e ¢ detectado no primeiro dia de
infeccdo por CHIKV. Além disso, sua concentracdo correlaciona-se com a carga viral
plasmética (RUIZ et al., 2023; WEBB et al., 2020). Modelos experimentais mostram uma
inducdo precoce de IFN-a, MCP-1/CCL-2 e IL-6, seqguido pela deteccdo de MIP-
1a/CCL-3 e MIP- 1B/CCL -4, IFN-y e TNF (COOK et al., 2019; POO et al., 2014).
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2.8.2 Resposta Imune Adaptativa ao CHIKV

Os sintomas de CHIKF aguda séo causados por dano celular direto e inflamagéo
local. No entanto, as contribuicGes especificas da replicacdo viral e da imunidade
adaptativa do hospedeiro a infec¢do por CHIKV ainda precisa ser totalmente elucidada
(BEZERRA et al., 2023).

As células T e B desempenham um papel essencial na resposta imune contra o
CHIKYV e a patogénese da doenga articular associada ao CHIKV (LEE et al., 2015). Um
estudo realizado na fase cronica da doenga, usando modelo de camundongos Ragl—/—
(desprovidos de células T e B maduras) infectados por CHIKV, demonstrou que 0 RNA
viral persistiu em tecidos associados a articulagbes. Por outro lado, em camundongos
imunocompetentes 0 RNA viral foi removido dos tecidos, sugerindo que o sistema
imunolégico adquirido é necessario para a eliminacdo do CHIKV (HAWMAN et al.,
2013). O desenvolvimento de anticorpos neutralizantes anti-CHIKV ¢ essencial para o
controle da viremia. Em humanos e camundongos, a resposta imune mediada por
anticorpos parece ter como alvo a glicoproteina E2 do envelope do CHIKV (CHUA et al.,
2017; WEBER; BUCHNER; SCHNIERLE, 2015).

2.8.3 O papel das citocinas e quimiocinas como biomarcadores na infecgdo
pelo CHIKV

As citocinas desempenham importante papel na imunidade, sendo responsaveis
por coordenar o desenvolvimento e a atividade do sistema imunolégico (FERREIRA et
al., 2021b; ROSE-JOHN, 2018). Sabe-se que estas moléculas estdo envolvidas na
exacerbacdo e inibicdo dos sintomas clinicos decorrentes de diferentes processos
infecciosos, contribuindo para a resolugdo ou progresséo de uma determinada doenga
(CAO; DIAMOND; MYSOREKAR, 2017). Durante uma infeccéo viral, ocorre uma
reacdo aguda da célula infectada, esta caracteristica envolve uma série de processos, tais
como a ativagdo de um mecanismo de defesa antiviral preexistente e a producdo de
citocinas especificas com o intuito de limitar a disseminacéao viral (CHIRATHAWORN;
CHANSAENROJ; POOVORAWAN, 2020).

Em 2015, um estudo de revisdo sistematica analisou pela primeira vez os perfis

de mediadores imunes em pacientes com CHIKF de 14 coortes realizadas entre 2007 e



38

2010 em diferentes localidades. A comparacdo dos niveis de mediadores imunoldgicos
em pacientes infectados com CHIKV comparados com controles saudaveis demonstrou
niveis significativamente elevados de diversas citocinas (IFN-a, IFN-y, IL-2, IL-2R, IL-
6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IL-1Ra, IL-4 e IL-10), quimiocinas (CXCL10,
CCL2, CCL9, CCL3) e do fator de crescimento béasico de fibroblastos (FGF-B)
(RESTREPO et al., 2022; TENG et al., 2015).

Analises demonstraram que o perfil de citocinas na infeccdo por CHIKV ¢é
semelhante aos encontrado durante a artrite (FERREIRA et al., 2021b; MORI et al.,
2011). IL-1beta e IL-6 sdo responsaveis pela febre de alto grau (NG et al., 2009). Além
disso, a alta expressdo de IL-6 também foi implicada na perda 6ssea em outros disturbios
Gsseos, como na artrite reumatoide (CASTANEDA; GARCES-PUENTES; BERNAD
PINEDA, 2021). Niveis elevados de IL-1B e IL-6 podem mediar o desenvolvimento de
artralgia abrupta e persistente, uma vez que estdo envolvidas na imunopatogénese de
artropatias, como a artrite reumatoide (FERIA DIAZ et al., 2020). Além disso, niveis da
quimiocina CCL5 foram significativamente mais elevados em pacientes com CHIKF
grave (JACOB-NASCIMENTO et al., 2021). Niveis aumentadosde CCL-2, IL-6 e IL-8
foram quantificados no liquido sinovial de pacientes infectados com CHIKV
(ASSUNCAO-MIRANDA; BOZZA; DA POIAN, 2010).

Os IFNs sdo proteinas capazes de limitar a replicacdo/disseminacdo do CHIKV,
podem induzir uma resposta imune potente do hospedeiro regulando citocinas pro-
inflamatorias (RESTREPO et al., 2022). Estudos in vitro demonstraram que as células
ndo hematopoiéticas infectadas com CHIKV sdo capazes de controlar a infeccdo
produzindo IFNs do tipo | (SCHILTE et al., 2010). Pesquisas conduzidas por Locke et
al., (2022) mostraram que os niveis séricos de IFN- o apresentaram-se elevados em
pacientes com carga viral mais alta por CHIKV, quando comparados com aqueles com
carga viral mais baixa, sugerindo que a carga viral mais elevada induz producéo de IFN-
a (LOCKE et al.,, 2022). O IFN-a é um importante biomarcador, que é regulado
positivamente durante a infeccdo por CHIKV (LOCKE et al., 2022).
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2.9 Papel dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) na resposta imune

Pouco se conhece a respeito os fatores do hospedeiro que regulam a
susceptibilidade a infeccdo por CHIKYV. Acredita-se que as infecgdes por CHIKV e o
desenvolvimento das formas mais graves da doenca sejam influenciados pelas
caracteristicas genéticas do hospedeiro (BUCARDO et al., 2021; DUTTA; TRIPATHI,
2017). Dentre dos fatores genéticos, os SNPs sdo variacbes no DNA caracterizadas por
uma mutacdo simples na sequéncia genémica de determinada populagéo. Estes sitios no
genoma, onde variantes de um nucleotideo sdo comuns na populacdo, representam a
maior fonte de variabilidade genética interindividual, podem ndo ter consequéncias
patoldgicas diretas, embora diversos estudos tenham mostrado associaces entre SNPs
com a progressao da doenca (DUTTA; TRIPATHI, 2017; SINGH et al., 2021).

VariagOes nos genes que codificam os TLRs podem conferir suscetibilidade para
determinadas infecgdes, contribuindo assim para um risco aumentado (BUCARDO et al.,
2021; KINDBERG et al., 2011). Os SNPs dependendo da sua localizagdo podem
influenciar a funcéo dos TLRs. Assim, caso a variacdo se encontre na regido quecodifica
o ectodominio do receptor, esta pode afetar a ligacdo deste com o ligante (GAOet al.,
2015). A presenca do SNP na regido que codifica o dominio transmembranar ou no
dominio citoplasmatico pode alterar a capacidade de transmitir o sinal para o interior da
célula e alterar a interacdo com as moléculas adaptadoras intracelulares, respetivamente
(MUKHERJEE; HUDA; SINHA BABU, 2019).

Os fatores genéticos do hospedeiro, portanto, possuem relevante importancia para
o melhor entendimento das multiplas variacdes interindividuais comumente encontradas
em portadores de doengas infecciosas e, com isso, ndo podem ser negligenciados, uma
vez que a hereditariedade parece exercer uma influéncia central no desfecho clinico de
diversas  enfermidades  (SINHABABU,2019;CASANOVA;  ABEL, 2013,
MUKHERJEE; HUDA,; OLIVEIRA et al., 2011).

2.9.1 SNP 1234 C/T do gene do TLR3 (rs3775291)

O gene do receptor TLR-3 (TLR3) esta localizado na regido 35 do brago longo
do cromossomo 4 (4935) e codifica a glicoproteina integral de membrana de mesmo

nome. O receptor TLR-3 ¢é expresso dentro do compartimento endossomal de células
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dendriticas convencionais, macrofagos e linfocitos T (THOMAS et al., 2021; LIU et al.,
2020). O SNP rs3775291 leva a uma alteracdo missense funcional caracterizada pela
variacdo 1234 C>T que resulta na mudanca do residuo de aminoacido leucina para
fenilalanina na posicdo 412 (L412F) (SA et al., 2015; ZHOU et al., 2011).

O polimorfismo L412F tem uma frequéncia alélica geral de cerca de 20%,
variando de 30% nas populacbes europeias a 0,88% nas populacbes africanas
(principalmente subsaarianas) (CROCI et al., 2022). Experimentos in vitro mostram que
a proteina variante da fenilalanina ndo é eficientemente secretada no meio de cultura e
tem uma capacidade reduzida de ativar a expressao (CROCI et al., 2022). Outrosestudos
demonstraram que esse polimorfismo gera uma alteragdo na estrutura do dominio de
ligagéo do receptor ao ligante (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011).

Este SNP tem sido associado a algumas doencas virais, como na Dengue, Zika
(SA et al., 2015; FANG et al., 2012). O alelo T da variante TLR3 1234 C/T rs3775291
em mulheres infectadas com ZIKV durante a gravidez foi associado a microcefalia grave
(RIBEIRO et al., 2019). Além disso, essa mesma variante ja foi associada ao aumento do
risco de infeccdo por CHIKV (DUTTA; TRIPATHI, 2017).

E possivel que o Leud12Phe possa afetar a glicosilacdo da asparagina 413 ou
impedir a interacdo de sua porcao glicana com o dsRNA, explicando assim a atividade de
sinalizacdo reduzida (BIYANI et al., 2015; MUKHERJEE; HUDA; SINHA BABU,
2019). Ensaios baseados em luciferase dupla mostraram que o TLR-3 contendo a
fenilalanina reduz a ativagdo de NFkB em 50% em comparagdo com o TLR-3 contendo
leucina (ZHOU et al., 2011). Estudos conduzidos por Bucardo et al. (2021) mostram
que o polimorfismo rs3775291 promove maior suscetibilidade a infeccdo por CHIKV
(BUCARDO et al. 2021). Outros estudos realizados por Singh et al. (2021) demonstram
que SNPs no gene TLR3 foi associado a risco de infeccdo por DENV (SINGH et al.,
2021).

2.9.2 SNP TLR7 3’ UTR C/G (rs3853839) e TLR8 129 C/G (rs3764879)

O cromossomo Xp22 abriga os genes TLR7 e TLR8 que codificam a proteinas de
mesmo nome (MUKHERJEE; HUDA; SINHA BABU, 2019). Estudos que

caracterizaram o gene TLR7, identificaram que o polimorfismo rs3853839 consiste
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numa substituicdo de C /G, na posi¢do 32 de cDNA, sendo responsavel por glutamina a
leucina na posicdo 11 na sequéncia de aminoacidos (BORTOLOTTI et al., 2021;
DUTTA; TRIPATHI, 2017). Esse SNP (rs3853839) afeta a funcéo do receptor levando a
uma menor producdo de IFNs e de citocina préinflamatdrias (WANG et al., 2019). Por
outro lado, esse mesmo SNP foi associado ao aumento da expressdo de MRNA de TLR7
e da proteina TLR-7 ( SOUYRIS et al., 2019; SHEN et al., 2010).

Estudos realizados por Shen et al. (2010) demonstraram que individuos com o
alelo G apresentavam niveis de expressdo da proteina TLR-7 mais elevados do que os
dois portadores do alelo C (SHEN et al., 2010).

Estudos mostraram que o SNP rs3764879 apresentou as seguintes frequéncias
alélicas na populacdo Chinesa: o alelo C 16% e G em 83%. O mesmo estudo mostrou que
este SNP alterou a expressdo do receptor TLR-8 (CHENG et al., 2007).

Estudos conduzidos por Dutta e Tripathi (2017) demostraram que 0S
polimorfismos de TLR-7 3 UTR C/G (rs3853839) e TLR8 129 C/G (rs3764879) foram
significativamente associados a infeccdo por CHIKV. No mesmo estudo, a variante
rs38533839 foi associada com a febre, dor articular e erupcéo cuténea, respectivamente.
Outros estudos do tipo caso/controle demonstraram que a presenca do polimorfismo
genético rs3764879 pode influenciar na suscetibilidade para o desenvolvimento da
CHIKF (DUTTA,; TRIPATHI, 2017) (Figura 9).

2.9.3 SNP 198 G/T do gene IRF5 (rs2004640)

O fator de transcricao regulador de interferon (IRF) esta localizado no citoplasma
da célula néo estimulada, onde existem em sua forma monomérica inativa. Apoés ativacao,
induz a cascata de sinalizagdo para o recrutamento de moléculas adaptadoras que, por sua
vez, regulam uma cascata de sinal para promover a ativacdo delRF e a translocagéo
nuclear (WANG et al., 2018; COLONNA, 2007).

O IRF5 foi identificado como um mediador critico da sinalizacdo TLR dependente
de MyD88, levando a expressao/producdo de multiplas citocinas pré- inflamatorias,
incluindo IFNs tipo I, IL-6, TNF, IL-12 e IL-23 (CHAM; KO; NIEWOLD, 2012).
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Um estudo conduzido por Lee et al. (2013), na populacdo asiatica, avaliou a
relacdo entre o polimorfismo rs2004640 e AR, onde foi possivel observar uma associacéo
desse polimorfismo com a doenca (LEE et al., 2013). Sigurdsson et al. (2007) analisaram
esse mesmo 0 SNPs (rs2004640) em pacientes suecos com artrite reumatoide e
descobriram que essa variante estava associada a doenca (SIGURDSSON et al., 2007).
Reykande et al. (2018) também avaliaram a associacao desse SNP com a susceptibilidade
a artrite e constataram que a presenca do alelo T pode ser considerada um fator de risco
para o desenvolvimento de artrite (REYKANDE et al., 2018) (Figura 9).

Figura 9-Representacdo e localizacdo das variantes genéticas rs3775291, rs3853839,
rs3764879 e rs2004640 nos genes TLR3/7/8 e IRF5.

198G/T
r$2004640

1377 ¢C/T

J2j0Wold \

3 ’
rs3853839
Gene TLR3 TLR7 TLR8 IRF5
Gene ID 7098 51284 53011 3663
Localizagio do cromossomo 4q35 Xp22 Xp22 7932

FONTE: Adaptado de (MUKHERJEE; HUDA; SINHA BABU, 2019).
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O conhecimento dos perfis genéticos do hospedeiro que influenciam a
suscetibilidade da infeccdo por CHIKV, principalmente em moléculas envolvidas na
resposta imune, é uma ferramenta essencial para elucidar a fisiopatologia desta arbovirose
e sua progressdo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar uma possivel relacdo
entre as variacdes genéticas dos receptores Toll- Like 3/7/8 e do fatorde transcri¢do
regulador de interferon-5 (IRF5) com a infec¢do por CHIKV e desenvolvimento de dor

persistente.

3. HIPOTESES

e A frequéncia genotipica dos polimorfismos nos genes TLR3, TLR7, TLR8 e no
gene IRF5 é diferente em pacientes com CHIKF sintomética, CHIKV
assintomatica e individuos saudaveis;

e Os polimorfismos nos genes TLR3, TLR7, TLR8 e no gene IRF5 podem:

- Afetar o desenvolvimento da resposta imune antiviral;
- Estar associados a um aumento do risco de infec¢do por CHIKV;

- Estar associados a uma diminui¢do do desenvolvimento de dor crénica.
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4. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo investigar a associacdo de polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs) em genes que codificam os receptores TLRs, sendo eles
TLR3 (rs3775291), TLR7 (rs3853839) e TLR8 (rs3764879) e no gene codificador do fator
de transcricdo IRF5 (rs2004640) com a suscetibilidade & infeccdo por CHIKV e
desenvolvimento de dor persistente.

4.1 Objetivos Especificos

e Comparar a frequéncia dos gendtipos e alelos para os polimorfismos estudados
entre 0s grupos sintomaticos, assintomaticos e controles;

e Relacionar os polimorfismos com a ocorréncia de infeccéo;

e Associar a frequéncia genotipica a sintomatologia dos pacientes infectados por CHIKV;

e Investigar a influéncia das variantes genéticas de TLRs 3/7/8 e IRF5 sobre o
desenvolvimento de dor cronica;

e Auvaliar a influéncia das variantes genéticas de TLRs 3/7/8 e IRF5 na infeccdo
assintomatica por CHIKV;

e Analisar o desequilibrio de ligacdo entre os SNPs do cromossomo X.



5. MATERIAL E METODOS

5.1 Desenho experimental do estudo
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Trata-se de um estudo do tipo caso-controle. As metodologias utilizadas para a

elucidacgéo dos objetivos estdo agrupadas de acordo com o desenho experimental (Figura

10).

Figura 10-Organograma das principais etapas experimentais do estudo
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FONTE: Elaborada pelo autor (2023).
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5.2 Local de realizag¢éo do estudo

O recrutamento de individuos voluntarios para participacao no estudo, bemcomo
aplicacdo de questionario e assinatura do TCLE, seguida da coleta de sangue total, foi
realizada no Laboratério de Analises Clinicas e Toxicologicas (LACT), vinculado a
Universidade Federal do Ceara (UFC) durante os anos de 2019, 2020 e 2021.

5.3 Populagéo do estudo e critérios de inclusédo

Para o grupo de casos, foram incluidos no estudo individuos (>18 anos, n=121)
que relataram ter apresentado pelo menos trés sintomas clinicos de CHIKF, presenca de
IgG anti-CHIKYV e que foram acometidos pela doenga durante os anos de 2016, 2017 ou
2018. O grupo controle foi composto por individuos (>18 anos, n=182), que nunca
apresentaram sinais ou sintomas caracteristicos de CHIKF e auséncia de IgG anti-
CHIKV. O grupo assintomatico (n=29) foi composto por individuos que nao relataram
sintomas clinicos, mas que apresentaram presenca de IgG anti-CHIKV. O grupo de
pacientes com dor persistente (n=86/121) foram pacientes que apresentaram dor com
duracdo > 3 meses. Os individuos foram recrutados no LACT (Laboratdrio de Andlises
Clinicas e Toxicoldgicas) da Universidade Federal do Ceara e foram coletados 10 mL de
sangue periférico. Todos o0s sujeitos do estudo residem na mesma area geografica(Cidade
de Fortaleza, Estado do Ceard, Brasil). A Figura 11 é uma representacdo esquematica

dos grupos analisados no estudo.

Foram excluidos os individuos que apresentavam outras infeccdes (hepatite B,

hepatite C, entre outras), gestantes, imunossuprimidos ou portadores de neoplasias.
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Figura 11-Representacdo esquematica da populagéo do estudo
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FONTE: Elaborada pelo autor (2023).

5.4 Coleta de informacdes clinico-epidemiolégicas

Apds a autorizacdo inicial dos diretores/responsaveis pelo laboratério de analises
(LACT) para realizacdo inicial do estudo, bem como ap6s autorizacdo dos individuos
recrutados para compor os diferentes grupos da pesquisa mediante assinatura do TCLE,
foi realizada uma puncéo venosa para coleta de sangue total (10 mL), utilizando 2 tubos
de coleta a vacuo, um contendo EDTA e, o outro, gel separador.

A obtencdo dos dados clinicos dos pacientes ocorreu tanto por meio da analisede
suas fichas medicas, como também através de entrevista direta e aplicacdo de questionario
semiestruturado (Apéndice A), que abrangeu informacOes sobre variaveis
sociodemograficas e clinicas do paciente, como por exemplo: sexo, idade, data do
atendimento, inicio dos sintomas, sinais e sintomas presentes, comorbidades/doencas

cronicas coexistentes, historico familiar de artrite, dentre outras questoes.
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5.4.1 Processamento primario e armazenamento das amostras

Uma vez realizada a coleta, as amostras foram transportadas para o LIMCEMO
e devidamente processadas. O tubo contendo gel separador foi encaminhado para
centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos para obtencéo final do soro. Em seguida,
este foi aliquotado em tubos eppendorfs de 1,5 ml e armazenado em freezer a -20° C. O
sangue contido do tubo EDTA, por sua vez, foi levemente homogeneizado e, emseguida,
aliquotado em tubos eppendorfs de 1,5 ml, também sendo armazenado em freezer a -20°

C até o momento de realizacdo dos ensaios.

5.5 Aspectos éticos da pesquisa

A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFC-
PROPESQ e aprovada sob o parecer n° 3.212.740 (ANEXO A). Todos os participantes
do estudo receberam as devidas orientacGes a respeito dos procedimentos e riscos
inerentes a participacdo na pesquisa, bem como foram verbalmente esclarecidos pelos
pesquisadores sobre os objetivos do estudo, sendo assegurado o direito de voluntariedade

com relacdo a inclusdo na pesquisa.

Todas as informac0Oes pessoais e laboratoriais obtidas por meio de entrevista direta
ou analise de ficha laboratorial/médica dos pacientes atendidos ficaram mantidas em
sigilo absoluto e com garantia de anonimato de identidade. Tais informagfes foram
utilizadas somente pelos pesquisadores e pela equipe participante do referido estudo. Uma
vez concordando em se tornar voluntario, foi solicitado o consentimento de cada
individuo para participacdo na pesquisa, 0 qual se deu mediante leitura e posterior

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

5.6 Deteccéo de anticorpos 1gG anti-Chikungunya

A presenca ou auséncia de 1gG especifica para Chikungunya foi determinada em
100 pL de soro diluido 1:100 usando um kit de ELISA indireto comercial distribuido pela
Euroimmun (EI 293a-9601 G; Euroimmun AG). O procedimento e 0s niveis de corte

foramrealizados de acordo com as instrucdes do fabricante.
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5.7 Extracéo de DNA

O DNA genbémico dos individuos participantes da pesquisa foi extraido de
aliquotas de sangue total, utilizando-se o kit comercial Biopur Extraction Kit Mini Plus
Spin — 250 (Biopur, Brasil), seguindo as instrucdes do fabricante. Um total de 200 ul de
DNA foi obtido e armazenado a -20°C até o uso. ApoOs a coleta, foi realizada a
quantificacdo do DNA para verificagdo da concentracdo e pureza, sendo determinados

por meio do espectrofotbmetro ultravioleta.

5.7.1 Quantificagcdo do gDNA

Apds a extracdo realizada conforme o item 5.7 o gDNA foi quantificado no
espectrofotdmetro NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific, Wilmington, EUA,) utilizando
absorbancia de 260 nm. Além da quantificacdo do material genético, fornecida em ng/ uL
, foi também verificada a pureza do gDNA através da razdo da medida de absor¢do dos
indices 260/280nm. Razes de aproximadamente 1,8 foram consideradas como indicativo
de um gDNA com um bom grau de pureza. Apés a quantificacdo, as amostrasde gDNA

foram coletadas com auxilio de pipetador e foram estocadas a - 4 °C até andlise.

5.8 Experimentos de genotipagem TagMan® SNP

Os polimorfismos nos genes TLR3 (rs3775291 C/T), TLR7 (rs3853839 C/G),
TLR8 (rs3764879 C/G) e IRF5( rs2004640 G/T) foram determinados por um método de
discriminacdo alélica VIC - FAM usando testes de PCR em tempo real TagMan (Applied
Biosystems®, Califérnia, EE. UU.) Seguindo as instrucdes do fabricante. A amplificagcdo
e genotipagem do DNA alvo foi realizada no sistema BIO-RAD CFX96 Manager 2.1
(BIO-RAD). A PCR em tempo real foi realizada nas seguintes condi¢des: 95°C por 5 min,
seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. O DNA de amostras
foram usados como controles positivos. Agua de qualidade PCR foi usada como controle
negativo. Apos o final das reacdes, o software do aparelho gera umrelatorio com as curvas
de amplificacdo da discriminacdo alélica de cada individuo. A Tabela 2 ilustra as

diferentes variantes polimorficas utilizadas no estudo.



50

Tabela 2-Identificacdo e caracterizacdo dos SNPs genotipados em grupos de pacientes e
controles. Na tabela estdo destacados o gene, identificagdo do SNP, localizacdo
cromossOmica e regido génica, tipo da troca de base e ensaio das sondas TagMan®

utilizados neste estudo

Gene SNP Cromossomo/ Tipodo SNP  Alelo Assay
Localizacao

TLR3 rs3775291  Chr4/ Substituicdo C>T C__ 1731425 10
Intragénica de transicao

TLR7 rs3853839  Chr.X/ Substituicdo G>C C__ 2259573 10
Intragénica de transverséo

TLR8 rs3764879  Chr.X/ Substituicdo G>C C__ 2183829 10
Intragénica de transversao

IRF5 rs2004640 Chrl7/ Substituicao G>T C__ 9491614 20
Intragénica de transverséo

FONTE: Thermofischer Scientific (2021).

Cada ensaio de genotipagem validado é composto por dois iniciadores (um senso
e outro anti-senso) para a amplificacdo das regides de interesse de cada polimorfismo e
uma sonda (fragmentos de DNA marcados para hibridizar outra molécula de DNA)

responsavel pela deteccao dos alelos.
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5.9 Analises estatisticas dos dados

As analises estatisticas foram realizadas no software R (versao 3.4) com o pacote
-SNPassocll. O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) de todos os SNPs foi
realizado usando a calculadora online de Michael H. Court's (2005-2008). Para 0s SNPs
localizados em autossomos as analises do equilibrio de Hardy-Weinberg, foram
realizadas com grupo controle. Enquanto para os SNPs localizados no cromossomo X,
as andlises do EHW foram feitas apenas com individuos do sexo feminino do grupo
controle. As caracteristicas clinicas dos individuos infectados foram estimadas pelo
teste exato de Fisher usando contingéncia 2x2. A regressdo logistica foi realizada para
determinar o odds ratio (OR) entre pacientes caso e controle para os SNPs investigados
nos genes TLR3, TLR7, TLR8, IRF5. A interpretacdo de Odds Ratio (<1 diminuigéo do
risco de infeccdo ou diminuicdo da suscetibilidade; >1 Aumento do risco de infec¢do). O
risco relativo foi calculado com intervalo de confianca de 95% (IC 95%). p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. Os padrdes de desequilibrio de ligagdo (LD)

foram determinados usando a estatistica r.

5.9.1 Analise dos dados das manifestacgdes clinicas

A prevaléncia dos sintomas, a presenca de comorbidades entre 0s casos e 0
grupo controle. Para obtencéo de tais resultados, foram realizados calculos matematicos
envolvendo mediana, a variacdo interquartil (IQR) e porcentagem com regra de trés
simples. As variaveis ndo paramétricas foram mostradas como mediana (intervalo
interquartil). J& as variaveis categéricas foram mostradas como frequéncia absoluta (n) e

relativa (%).



52

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo dos participantes do estudo quanto ao género, idade,

comorbidades e perfil soroldgico

N&o houveram diferencas entre os sexos nos individuos incluidos no estudo
(p=0,90), nem tdo pouco para os fatores que contribuem para a infeccdo, como por exemplo
ter contatos domiciliares (p=0,3641) (Tabela 3). De acordo com o desenho do estudo, a
mediana da idade (faixa interquartil) foi de 51 (27-63) anos para controles, 57 (48-68) anos
para casos e 58 (40-70,5) anos para casos assintomaticos. Os individuos do grupo de casos
apresentam maior frequéncia de doencas cronicas, como hipertensdo (45%), diabetes
(33%), asma (2%), anemia (3%), cardiomiopatia (8%) e hipotireoidismo (9 %), quando
comparado a controles saudaveis. Em relacdo as doengas pré-existentes, houve uma
distribuicdo desigual dessas comorbidades entre os diferentes grupos (p< 0.001), como
mostrado na Tabela 3. Além disso, os individuos do grupo de casosrelataram que as
atividades domeésticas foram prejudicadas e limitadas apos infeccdo por CHIKV (p <
0.0001) (Tabela 3). Com relacdo ao impacto da doenga nos afazeres domesticos, foi
possivel observar que 96% dos individuos infectados com CHIKYV apresentaram de forma
significativa limitacdo e diminuicdo na frequéncia de suas atividades domesticas (Tabela
3).
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Tabela 3- Caracterizacdo dos participantes do estudo quanto sexo, idade, comorbidades.

Sujeitos do estudo, N°. (%)

Caracteristica Casos (n =121) Controle (n =182) p-value
Sexo

Masculino 35 (29) 51 (28) 0.90
Feminino 86 (71) 131 (72)

Anos de idade (mediana e IQR) 57 (48 — 68) 51 (27 - 63) 0.195

Doencas cronicas

Sim 75 (62) 30 (16) <0.001*
Néo 46 (38) 152 (84)

Contatos domiciliares com CHIKV

Sim 90 (74) 124 (68) 0.3641

Nao 31 (26) 58 (32)

Atividades domésticas prejudicadas
Sim 96 (79) 0 (0) <0.0001*

Nao 25 (21) 182 (100)

As analises de caracteristicas foram realizadas pelo teste exato de Fisher com corre¢do do valor de P. Os dados
representam o nimero (%) de participantes do estudo, a menos que especificado de outra forma; Valores de P,

IQR: intervalo interquartil e Doencas crénicas encontradas: Hipertensdo, diabetes, asma ou artrite.



54

6.2 Caracteristicas clinicas dos casos de CHIKF

Os principais sintomas relatados por individuos do grupo de casos sintomaticos
foram febre (85%, 103/121), cefaleia (72%,87/121) e erupcdo cutanea (42%,51/121)
Cerca de 99% (120/121) dos individuos relataram dor articular durante a doenca. A
intensidade da dor foi classificada como leve em 7% (9/121) dos pacientes, moderada em
23% (28/121) e grave em 69% (84/121). Um total de 71% (86/121) pacientes relatouter
sofrido dor persistente. As articulaces mais afetadas foram pescoco, ombro, cotovelo,
méao, dedos, joelho e tornozelo. Um total de 55% (67/121) dos casos relatou edema
articular durante as manifestacdes de Chikungunya e 66% (80/121) dos casos relataram
ter sofrido diarreia durante o curso da doenca (p= 0.001). Esses resultados estdo

evidenciados na Tabela 4.

Dos 121 casos, 86 eram do sexo feminino, das quais 64 (74%) apresentaram dor
cronica e 35 eram do sexo masculino, dos quais 22 (63%) apresentaram dor cronica. Em
relacdo ao grupo controle dos 182 individuos, 131 eram do sexo feminino, (72%) e 51
eram do sexo masculino (28%). Dos 29 individuos do grupo assintomatico, 14 eram do

sexo feminino (48%) e 15 eram do sexo masculino (52%).

Tabela 4- Caracteristicas clinicas de individuos sintomaticos para CHIKF
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Pacientes sintomaticos investigados , N°. (%)

Sintomas

Febre

Cefaleia

Mialgia

Erupcéo cuténea

Dor articular

Dor articular persistente
Dor retro-ocular

Edema

Vomito/ Nausea

Casos sintomaticos

(n=121)

103
87
81
51

120
86
53
67

48

Feminino (%)

(n = 86)

75 (87)
63 (73)
61 (71)
37 (43)
85 (99)
63 (73)
41 (48)
51 (59)

35 (41)

Masculino (%0)

(n =35)

28 (80)
24 (69)
20 (57)
14 (40)
35 (100)
21 (60)
12 (34)
16 (48)

13 (37)

Prevaléncia dos sintomas de
Chikungunya (%0)

103 (85)
87 (72)
81(67)
51 (42)
120 (99)
86 (71)
53 (44)
67 (55)

48 (55)

p- value

0.40
0.66
0.20
0.84
1.00
0.19
0.23
0.23

0.84



Fraqueza 75 55 (64) 20 (57)

Diarreia 80 50 (93) 30 (86)

75 (62)

80 (66)

56

0.54

0.001*

Abreviaturas: N°, Numero de pacientes; p- value, valores de p determinados com teste de (Fisher).
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6.3 Associacao dos polimorfismos nos genes TLR3, IRF5, TLR7 e TLR8 como fator
protetor contra infecgdo por CHIKV

As anélises estatisticas permitiram estabelecer as frequéncias genotipicas dos
polimorfismos nos genes TLR3 e IFR5, sendo que os resultados de associagéo obtidos

através de varios modelos para essas variantes ndo mostraram diferenca (Tabela 5).

Os genes TLR7 e TLR8 estdo localizados no cromossomo X sendo assim, as
analises estatisticas foram primeiramente realizadas sob um modelo aditivo para permitir
a inclusdo de participantes do sexo masculino. Os resultados dessas analises mostraram
um efeito protetor contra a infeccdo por CHIKV para o alelo G em ambos 0s SNPs
rs3853839 (OR ajustado= 0.64; 95%C=0.44-0.93; p=0,.02) e rs3764879 (OR
ajustado =0.54;95%C=0.38-0.78; p=0.001) com ajuste para a idade e sexo.

Posteriormente, a anélise dos dados foi realizada incluindo apenas individuos do
sexo feminino, e, em seguida, diferentes modelos foram avaliados. Da mesma forma,
alelo G do polimorfismo TLR7 (rs3853839 G/C) e o alelo G do polimorfismo TLR8
(rs3764879 G/C) conferiram protecdo contra a infec¢do por CHIKV, assim como o SNP
rs3853839 sob modelo Dominante (OR ajustado =0.55; ¢5% IC =0,32 - 0,93; p=0.024). Os

modelos foram associados a um menor risco de infec¢cdo pelo CHIKV.

Enquanto a variante rs3764879 do gene TLR8 apresentou os seguintes resultados
obtidos utilizando o modelo Codominante para homozigoto GG e heterozigoto GC, a
presenca do alelo G diminui a suscetibilidade a infeccdo por CHIKV (OR ajustado
=0.50; 959 IC =0.13-0.63; p=0.004) 0 modelo Dominante (OR ajustado=0.43; o5%IC
=0.24 — 0.76; p=0.003) e 0 modelo log-aditivo (OR ajustado =0.54; g¢50 IC = 0.36 —
0.78; p=0.001) (Tabela 5).

Tabela 5- Associagdo genotipica dos SNPs de TLR3/7/8 e IRF5 com o risco de infec¢éo
por CHIKV.



SNP Genotipo Casos SIN + ASS (%) Controles Saudaveis (%) OR ajustado (95% IC) p- value
(n=150) (n=182)
TLR3
(rs3775291) TODOS
Codominante
C/C 65 (43.3) 87 (47.8) 1.0 (Referéncia)
CIT 67 (44.7) 80 (44.0) 1.12 (0.71- 1.77) 0.465
TIT 18 (12.0) 15 (8.2) 1.61 (0.75 - 3.42)
Dominante
C/C 65 (43.3) 87 (47.8) 1.0 (Referéncia)
CIT-TIT 85 (56.7) 95 (52.2) 1.20 (0.78 - 1.85) 0.415
log-Aditivo (T) 150 (45.2) 182 (54.8) 1.21 (0.87- 1.69) 0.254
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IRF5
(rs2004640)

TLR7
(rs3853839)

TODOS
Codominante
G/G

GIT

TIT
Dominante
GIG

G/T-TIT

log-Aditivo(G)

TODOS

log-Aditivo (G)

46 (30.7)
73 (48.7)

31 (20.7)

46 (30.7)
104 (69.3)

150 (45.2)

(n= 150)

150 (45.2)

49 (26.9)
89 (48.9)

44 (24.2)

49 (26.9)
133 (73.1)

182 (54.8)

(n=182)

182 (54.8)

1.0 (Referéncia)
0.87 (0.53 - 1.45)

0.75 (0.41 - 1.38)

1.0 (Referéncia)

0.83 (0.52 - 1.34)

0.87 (0.64 - 1.17)

0.64 (0.44-0.93)

0.652

0.453

0.356

0.02*
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TLR8

(rs3764879)

FEMININO
Codominante
C/IC

G/C

G/G
Dominante
C/IC
G/C-G/G

log-Additivo (G)

TODOS

log-Aditivo (G)

(n=100)

53 (53.0)
36 (36.0)

11 (11.0)

53 (53.0)
47 (47.0)

100 (43.3)

(n=150)

150 (45.2)

(n=131)

50 (38.2)
64 (48.9)

17 (13.0)

50 (38.2)
81 (61.8)

131 (56.7)

(n=182)

182 (54.8)

1.0 (Referéncia)
0.53 (0.30- 0.93)

0.61 (0.26 - 1.43)

1.0 (Referéncia)

0.55 (0.32 - 0.93)

0.69 (0.47 - 1.02)

0.54 (0.38-0.78)

60

0.075

0.024*

0.060

0.001*



FEMININO
Codominante
C/IC

G/C

G/G
Dominante
C/IC
G/C-G/G

log-Aditivo (G)

(n=100)

39 (39.0)
46 (46.0)

15 (15.0)

39 (39.0)

61 (61.0)

100 (43.3)

(n=131)

28 (21.4)
66 (50.4)

37 (28.2)

28 (21.4)
103 (78.6)

131 (56.7)

61

1.0 (Referéncia)
0.50 (0.27 - 0.92) 0.004*

0.29 (0.13 - 0.63)

1.0 (Referéncia)
0.43 (0.24 - 0.76) 0.003*

0.54 (0.36 - 0.78) 0.001*

Resultados de modelos de regressdo logistica ajustados para idade (continua) e sexo. As associagoes significativas estdo destacadas em negrito. A analise estatistica foi realizada

por meio de regresséo logistica, OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga, *p<0,05 a 95% IC foi considerado estatisticamente significativo e em itélico. Sintomatico(SIN) (121)

+ Assintomatico (ASS) (29) = 150 (individuos infectados masculino e feminino); Sintomatico (SIN) (86) + Assintomatico (ASS) (14) = 100 (pacientes femininas infectadas).
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6.4 Associacao dos polimorfismos nos genes TLR3, IRF5, TLR7 e TLR8 como fator
protetor na reducéo da dor persistente

N&o houve diferenca entre 0s grupos quanto a associacdo dos SNPs nos genes
TLR3 (rs3775291) e IRF5 (rs2004640) com a dor persistente (Tabela 6). As analises
incluindo individuos do sexo masculino e feminino com dor persistente foram obtidas
pelo modelo aditivo, que considera o numero de cépias do alelo de risco. Isso também
permitiu a inclusédo de homens, que podem ter 0 ou 1 alelo nos SNPs do cromossomo X.
Houve associacdo dos SNPs rs3853839 em TLR7 (OR ajustado = 0.54; g5 IC = 0.34-
0.85; p = 0.0081) e rs3764879 em TLR8 (OR ajustado = 0.42; 959 IC = 0.27-0.65; p =
0.001) com a dor cronica, exercendo feito protetor na reducdo da dor persistente (Tabela
6).

Avaliando somente individuos do sexo feminino, o SNP em TLR7 (rs3853839)
mostrou-se associado com a protecdo contra a dor crénica utilizando o modelo dominante
(OR ajustado =0.51; IC 95% = 0.28 — 0.94; p= 0.029). Da mesma forma, a variante
rs3764879 do gene TLR8 também se mostrou associada a reducdo da dor crénica, nos
diferentes modelos (modelo codominante para homozigoto GG e heterozigoto GC, OR
ajustado =0.25; 959 IC =0.10- 0.62; p= 0.004 / modelo dominante, OR ajustado =0.37,
95% IC = 0.19 - 0.7; p =0.002/ e o modelo aditivo, OR ajustado
=0.49; 95%IC = 0.31-0.77; p=0.001) (Tabela 6).

Tabela 6- Associacdo genotipica dos SNPs nos genes TLR3/7/8 e IRF5 com dor a
persistente.
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SNP Genotipo Dor articular persistente (%)  Controles Saudaveis  OR ajustado (95% IC)  p-value
(n=86) (%6)
(n=182)
TLR3 (rs3775291)
TODOS
Codominante
C/IC 36 (41.9) 87 47.8) 1.0 (Referéncia)
CIT 39 (45.3) 80 (44.0) 1.18 (0.68 - 2.03) 0.433
TIT 11 (12.8) 15 (8.2) 1.77 (0.74 - 4.23)
Dominante
C/C 36 (41.9) 87 (47.8) 1.0 (Referéncia)
CIT-TIT 50 (58.1) 95 (52.2) 1.27 (0.76- 2.13) 0.361
log-Aditivo (T) 86 (32.1) 182 (67.9) 1.28 (0.86 -1.89) 0.220



IRF5 (rs2004640)

TLR7 (rs3853839)

TODOS
Codominante
G/G

GIT

TIT
Dominante
G/G

GIT-TIT

log-Aditivo (G)

TODOS

log-Aditivo (G)

27 (31.4)
38 (44.2)

21 (24.4)

27 (31.4)
59 (68.6)

86 (32.1)

(n=86)

86 (32.1)

49 (26.9)
89 (48.9)

44 (24.2)

49 (26.9)
133 (73.1)

182 (67.9)

(n=182)

182 (67.9)

1.0 (Referéncia)
0.77 (0.42 - 1.42)

0.87 (0.43 - 1.75)

1.0 (Referéncia)

0.81 (0.46 - 1.41)

0.92 (0.65 -1.32)

0.54 (0.34- 0.85)

64

0.710

0.450

0.655

0.008*



TLR8

(rs3764879)

FEMININO
Codominante
C/IC

G/IC

G/G
Dominante
C/IC
G/C-GIG

log-Aditivo (G)

TODOS

log-Aditivo (G)

(n=64)

35 (54.7)

22 (34.4)

7 (10.9)

35 (54.7)

29 (45.3)

64 (32.8)

(n=86)

86 (32.1)

(n=131)

50 (38.2)

64 (48.9)

17 (13.0)

50 (38.2)

81 (61.8)

131 (67.2)

(n=182)

182 (67.9)

1.0 (Referéncia)
0.49 (0.26 - 0.94)

0.59 (0.22 - 1.57)

1.0 (Referéncia)

0.51 (0.28 - 0.94)

0.66 (0.42 - 1.04)

0.42 (0.27-0.65)

65

0.087

0.03*

0.069

0.000*



FEMININO
Codominante
C/IC

G/IC

G/G
Dominante
C/IC
G/C-GIG

log-Aditivo (G)

(n=64)

27 (42.2)
28 (43.8)

9 (14.1)

27 (42.2)
37 (57.8)

64 (32.8)

(n=131)

28 (21.4)
66 (50.4)

37 (28.2)

28214
103 78.6

131 (67.2)

1.0 (Referéncia)
0.44 (0.22 - 0.88)

0.25 (0.10 - 0.62)

1.0 (Referéncia)
0.37 (0.19-0.71)

0.49 (0.31 - 0.77)

0.004*

0.002*

0.001*

66

Resultados de modelos de regressdo logistica ajustados para idade (continua) e sexo. As associagdes significativas estdo destacadas em negrito. A andlise estatistica foi

realizada por meio de regressdo logistica, OR, odds ratio; IC, intervalo de confianga, *p<0,05 a 95% IC foi considerado estatisticamente significativo e em italico. Mulheres

(64) + homens (22) = 86 (individuos com dor articular persistente).
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6.5 A variante rs3764879 no gene TLR8 esta associada a infeccdo assintomatica
por CHIKV

Dos 211 individuos que nao relataram sintomas de CHIK, 29 (14%) apresentaram
amostras soropositivas para 1gG anti-CHIKV (Tabela 7). Dentre eles, 14 eram do sexo
feminino (6,8%) e 15 do sexo masculino (7,2%). Utilizando o modelo aditivo, foram
incluidos individuos do sexo masculino e do sexo feminino, onde os seguintes resultados
foram observados (OR ajustado =2.88; os% IC= 1.40-5.94; p=0.004)(Tabela 7). Ao
analisar apenas individuos do sexo feminino os resultados foram obtidos através do
modelo dominante: OR ajustado =4.53; g¢5% IC= 0.96-21.49; p=0.029. Assim, o alelo
polimorfico G do SNP rs3764879 de TLR8 esteve associado com infec¢do assintomatica
(Tabela 7).

Tabela 7- Associacdo dos SNPs estudados com o desenvolvimento de infecgéo
assintomatica e infeccdo sintomatica por CHIKV.
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SNP Gendtipo Casos Assintomaticos (%) Casos sintomaticos (%o) OR ajustado (95% IC)  p-value
(n=29) (n=121)
TLR3 (rs3775291)
TODOS
Codominante
C/IC 11 (37.9) 54 (44.6) 1.0 ( Referéncia)
CIT 15 (51.7) 52 (43.0) 1.42 (0.60- 3.37) 0.697
T/T 3 (10.3) 15 (12.4) 0.98 (0.24 3.98)
Dominante
C/IC 11 (37.9) 54 (44.6) 1.0 ( Referéncia) 0.511
CIT-TIT 18 (62.1) 67 (55.4) 1.32 (0.57- 3.03)
log-Aditivo (T) 29 (19.3) 121 (80.7) 1.11 (0.61- 2.01) 0.739



IRF5 (rs2004640)

TLR7 (rs3853839)

TODOS
Codominante
G/G

GIT

TIT

Dominante
G/G

GIT-TIT
log-Aditivo (G)

TODOS

log-Aditivo (G)

8 (27.6)
16 (55.2)

5(17.2)

8 (27.6)
21 (72.4)
29 (19.3)

(n=29)

29 (19.3)

38 (31.4)
57 (47.1)

26 (21.5)

38 (31.4)
83 (68.6)
121 (80.7)

(n=121)

121 (80.7)

1.0 ( Referéncia)
1.33 (0.52 - 3.42)

0.91(0.27- 3.11)

1.0 ( Referéncia)

1.20 (0.49 -2.96)

0.99 (0.56 -1.76)

1.52 (0.76-3.06)

69

0.729

0.686

0.976

0.24



TLR8 (rs3764879)

FEMININO
Codominante
C/IC

GIC

G/G
Dominante
C/IC

G/C-G/G
log-Aditivo (G)

TODOS

log-Aditivo (G)

FEMININO

(n=14)

6 (42.9)
7 (50.0)

1(7.1)

6 (42.9)

8 (57.1)

14 (14.0)

(n=29)

29 (19.3)

(n=14)

(n=86)

47 (54.7)
29 (33.7)

10 (11.6)

47 (54.7)

39 (45.3)

86 (86.0)

(n=121)

121 (80.7)

(n=86)

1.0 ( Referéncia)
1.89 (0.58 -6.18)

0.78 (0.08 - 7.24)

1.0 ( Referéncia)

1.61 (0.51- 5.03)

1.17 (0.52- 2.62)

2.88 (1.40-5.94)

70

0.499

0.412

0.712

0.004*



Codominante
c/C

G/C

G/G
Dominante
c/C
G/C-G/G

log-Aditivo (G)

2 (14.3)
10 (71.4)

2 (14.3)

2 (14.3)
12(85.7)

14 (14.0)

37 (43.0)
36 (41.9)

13 (15.1)

37 (43.0)
49 (57.0)

86 (86.0)

1.0 (Referéncia)
5.14 (1.05 - 25.10)

2.85 (0.36 - 22.31)

1.0 ( Referéncia)
4.53 (0.96 - 21.49)

1.76 (0.79 - 3.94)

71

0.071

0.029*

0.167

Resultados de modelos de regressdo logistica ajustados para idade (continua) e sexo. As associacBes significativas estdo destacadas em negrito. A analise estatistica foi

realizada por meio de regresséo logistica, OR, odds ratio; IC, intervalo de confian¢a, *p<0,05 a 95% IC foi considerado estatisticamente significativo e em italico.
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6.6 Andlises de desequilibrio de ligacdo

Foram realizadas andlises de desequilibrio de ligagdo (DL) para os SNPs
rs3764879 e rs3853839, usando marcadores bi-alélicos r2 e D'. Dessa forma, foram
observadas evidéncias de forte desequilibrio de ligacdo entre esses SNPs (D'=0.99 e
r?=0.99). D'| <1 indica que ocorreu recombinagdo entre dois loci. O r? <1 representa a

correlacdo entre dois loci (Tabela 8).

Tabela 8- Desequilibrio de ligacdo entre os SNPs rs3764879 e rs3853839 no

cromossomo X.

TLR8_rs3764879 D 0.2487394
TLR8_rs3764879 D’ 0.9996761
TLR8_rs3764879 Corr. 0.9996761
TLR8_rs3764879 Xn2 261.8303098
TLR8_rs3764879 P-value < 2.2204e-16
TLR8_rs3764879 N 131.0000000

Os valores de p foram obtidos a partir de modelos de regressdo logistica log-aditiva
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7. DISCUSSAO

A imunopatogénese da infeccdo pelo CHIKYV € bastante complexa. Os fatores do
hospedeiro desempenham um papel importante sua progresséo e gravidade da doenca.
Além disso, fatores como a idade e a existéncia de comorbidades também podem
contribuir (DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA; BORGES, 2021; CHAAITHANYA et al.,
2016).

No presente estudo, os grupos de casos e controles foram pareados por idade e
sexo. A mediana de idade (intervalo interquartil) foi de 51 (27 — 63) anos para 0 grupo
controle e 57 (48 — 68) anos para 0 grupo casos. Individuos do sexo feminino constituiram
72% dos participantes do grupo controle e 71% do grupo de casos. Esses achados séo
semelhantes aos mostrados por Bucardo et.al (2021), no qual 64% dos individuos do
grupo controle eram do sexo feminino (84 /132) e 66% dos casos pacientes (87 /132)
também eram do sexo feminino. Em relacdo as doencas pré- existentes, nossas analises
mostraram uma distribuicdo desigual dessas comorbidades entre os diferentes grupos.
Esses resultados também concordam com os apresentados nos estudos de Bucardo et al.
(2021), que mostraram que essa desigualdade entre doencas pré-existentes e ter uma
doenca cronica pode ser um fator de risco para infec¢do por CHIKV (BUCARDO et al.,
2021).

Em relacdo aos contatos domiciliares com CHIKV, 74% dos casos e 68% dos
controles saudaveis tiveram contatos domiciliares com CHIKV, o que significa que,
efetivamente, a populacdo estudada reside em area endémica para CHIKV e, portanto,
que todos 0s casos e controles , estdo expostos a infeccdo por CHIKV. Esses resultados
também concordam com os apresentados no estudo de Bucardo et al. (2021), que mostrou
resultados semelhantes para contato domiciliar com CHIKYV 82% dos casos e 64% dos
controles (BUCARDO et al. 2021).

Com relacdo ao impacto da doenca nos afazeres domesticos, foi possivel observar
neste estudo que 96% dos individuos infectados com CHIKV apresentaram de forma
significativa limitacdo e diminuigdo na frequéncia de suas atividades domésticas. Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Hossain, Mohammad Sorowar et al. (2018)
que confirmaram que 83% dos pacientes infectados pelo CHIKV apresentavam
limitacbes em suas atividades domésticas (HOSSAIN et al., 2018). Outro estudo,
realizado em Santa Cruz de Natal/Brasil, avaliou a funcionalidade, dor, qualidade de vida,
sono e produtividade ocupacional de individuos com artralgia cronica pés CHIKFe

também demonstrou que pacientes apresentaram limitagdes funcionais no trabalho
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domeéstico (ALMEIDA et al., 2022). Dessa forma, essas limitacdes podem estar
relacionadas com a presenca de dor e disfungéo articular presente nos individuos que
vivenciam a fase cronica da CHIKF. Nesse contexto, é provavel que a artralgia relatada
pelos individuos com sequelas da doenca seja um fator importante para a diminuicéo da

funcionalidade dessas pessoas.
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Com relacdo a sintomatologia, foi possivel observar que cerca de 99%
apresentaram dor articular apos a infecgdo por CHIKV e que em 71% dos individuos com
CHIKF essa dor se tornou persistente. As articulacbes mais afetadas neste estudo foram
joelhos, punhos, ombros, méos, tornozelos e pés. De forma semelhante, outros estudos
também evidenciaram a presenca de dor persistente como um sintoma bastante
prevalente, variando de 67% a 85% dos individuos com essa queixa (DUTTA et al., 2017,
BUCARDO et al., 2021; SENGUPTA; BHATTACHARYA; TRIPATHI, 2023).

Alguns estudos tém estabelecido a ligacdo entre a infeccdo pelo virus CHIKV e
a artrite reumatoide. Ja foi demostrado que cerca de 1% dos pacientes com CHIKF cronica

podem desenvolver artrite rematoide (JIA et al., 2013).

Além da presenca de dor, sintomas como febre (85%), cefaleia (72%), mialgia
(67%) e diarreia (66%), também foram relatados pelos pacientes do presente estudo.
Durante um grande surto de CHIKF no leste da india, entre os anos 2011 e 2013, os
principais sintomas relatados pelos pacientes foram mialgia (95,9%), dor nasarticulagdes
(85,5%), inchago nas articulacées (57,8%), febre (57,2%), erupcédo cutanea (44,5%), dor
abdominal (21,9%) e vomitos (20,2%). Em média, 80,3% dos pacientes apresentavam
dores em sete articulagcbes (DUTTA et al.,, 2017). Dessa forma, fica claro notar a
diversidade de sintomas que estdo relacionados a infeccdo por CHIKV, assim como em
outras arboviroses, sendo a dor e o comprometimento articular os maisfrequentes em

pacientes com CHIKF.

A frequéncia da infeccdo assintomatica por Chikungunya pode variar dependendo
de fatores como a populacéo estudada, a localizacdo geografica e a cepa do virus. Alguns
estudos, estabeleceram inquéritos soroldgicos para documentar a prevaléncia da infeccao
por CHIKYV e identificar os fatores de risco para CHIKF assintomaética e sintomatica, e
os resultados variam de 17,5% e 27,7% das pessoas com anticorpos contra CHIKV mas
que ndo apresentam nenhum sintoma, ou seja, apresentam infeccdo assintomatica
(NAKKHARA et al., 2013). Na pesquisa realizada por Bucardo et al. (2021) na
Nicaragua, foi observado que 22% dos individuos incluidos no estudo apresentaram a
forma assintomatica da infeccdo por CHIKV. Esses achados sdo semelhantes aos
mostrados no presente estudo, onde foi visto que 29 individuos (16 %), durante a

aplicagdo do questionario, ndo relataram ter tido sintomas
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de CHIKF em nenhum momento, mas que apresentaram IgG anti-CHIKV sérica,

confirmando a infeccéo.

O regulador de interferon 5 (IRF5) desempenha um papel crucial em varios
processos celulares, incluindo a transcricdo de genes de citocinas inflamatdrias e
moléculas antivirais. J& foi demonstrado que a variante genética rs2004640, no exon 1,
do gene IRF5 resulta em modificacdes funcionais que afetam a expressdo do RNA
mensageiro, aumentando o risco de desenvolvimento de artrite reumatoide (JIA et al.,
2013). No entanto, em nosso estudo, ndo foi observado diferencas nas frequéncias de
alelos ou gendtipos do polimorfismo rs2004640 do gene IRF5, bem como nenhuma
associacdo com o risco de infeccdo ou dor persistente. Até o presente momento ndo ha
relatos na literatura acerca da influéncia do SNP rs2004640 em arboviroses, somente em
infeccdo causada por HIV e virus Epstein-Barr (TANG et al., 2021; SEPULVEDA-
CRESPO et al., 2023).

A capacidade dos seres humanos de responder a padrdes moleculares associados
a patdgenos pode ser alterada por varios SNPs dentro dos genes TLR da imunidade inata,
0 que pode influenciar suas funcdes, afetando a capacidade de reconhecimento
microbiano e as vias de sinalizacdo dos TLR (COLONNA, 2007; TREJO-DE LA O;
HERNANDEZ-SANCEN; MALDONADO-BERNAL, 2014). O TLR-3 desempenha
um papel importante na resposta imune a infecgbes causadas por virus. Estudos
demonstraram que o TLR-3 regula a resposta imune do hospedeiro e que a perda de TLR-
3 agrava a doenca na infecgédo por CHIKV (HER et al., 2015). No presente estudo,néo foi
possivel observar diferencas nas frequéncias de alelos ou gen6tipos dos polimorfismos
do gene TLR3 (rs3775291) e também ndo houve associacdo com suscetibilidade a
infeccdo, dor cronica ou infecgcdo assintomatica por CHIKV. Por outro lado, Bucardo et
al (2021) mostraram que pacientes com CHIKF tinham probabilidade significativamente
maior de serem portadores do genétipo AA do que do gendtipo GG deste SNP
(BUCARDO et al., 2021).

Este SNPs tambem foi estudado na severidade da dengue por Singh et al., 2021,
e 0s autores ndo encontraram nenhuma associagéo entre a frequéncia genotipica do SNP
em pacientes com dengue grave versus pacientes com dengue nédo grave (SINGH et al.,
2021). No contexto da COVID-19, Pati et al., (2021) ndo observaram associagéo entre a

variante rs3775291 do gene TLR3 com a suscetibilidade a infeccdo e a mortalidade
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causada pelo por SARS-CoV-2 (PATI et al., 2021). Em um estudo de revisao sistematica
e meta-analise, Silva e colaboradores (2023) objetivaram determinar seexiste associacéo
entre 0 SNP rs3775291 e a suscetibilidade a infeccdes. Os resultados da metanalise
sugerem uma associacdo significativa entre este polimorfismo e a suscetibilidade a
infeccGes. Assim, ao analisar 0s subgrupos, 0s continentes asiatico e americano
mostraram que este SNP confere maior risco contra infeccbes em um modelodominante.
No entanto, 0s autores sugerem que mais estudos sdo necessarios para elucidar
completamente o papel do SNP rs3775291 nas infec¢des (SILVA et al., 2023).

Os polimorfismos nos genes TLR7 e TLR8 sd@o amplamente estudados no contexto
de infec¢bes virais, haja visto seus papéis no reconhecimento viral e resposta antiviral.
No entanto, até o presente momento, somente dois estudos demonstraram o papel dos
polimorfismos nos genes TLR7 e TLR8 (rs3853839 e rs3764879, respectivamente) na
suscetibilidade a infeccdo por CHIKV e na gravidade da doenca. O objetivo do estudo de
Dutta et al. (2017) foi identificar o papel de diversos polimorfismos de TLRs na
suscetibilidade ao CHIKV e suas associacdes com citocinase sintomas clinicos. Ja no
estudo de Sengupta et al. (2021), os autores investigaram a importancia dos SNPs em
TLR7 e TLR8 na monoinfecgéo ou coinfecgdo por DENV/CHIKV (DUTTA; TRIPATHI,
2017; SENGUPTA et al., 2021).

Nesse contexto, nosso estudo representa o primeiro relato de variantes genéticas
em TLR7 e TLR8 associadas a protecao contra a infec¢do pelo CHIKV e a reducédo da dor
em pacientes com dor persistente. Os resultados obtidos pelo método log aditivo sugerem
que pacientes do sexo feminino e masculino que carregam o alelo G davariante
rs3853839 em TLR7 e rs3764879 em TLR8 apresentam protecdo contra ainfeccao por
CHIKYV ou estdo associados a um risco reduzido de infeccdo. Tomados em conjunto, esses

achados sugerem que o alelo G atua como um fator benéfico ao hospedeiro.

Polimorfismos nos genes de TLR7 e TLR8 também ja foram investigados em
outras infecgGes virais. Estudos de genética populacional realizados por YUE et al., 2014
investigaram também a variante rs3853839 no gene TLR7, onde foi visto um o efeito
protetor contra a persisténcia do virus da hepatite C em pacientes do sexo feminine
devido a uma superexpressdo do mRNA de TLR-7 alterando o perfil de citocinas in vitro
(YUE et al., 2014). No estudo conduzido por Sengupta et al. (2021),
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utilizando um modelo aditivo, observaram uma associacdo protetora da variante
rs3764879 do gene TLR8 durante a coinfec¢do dengue-chikungunya virus, sugerindo uma
alteracdo na resposta imune (SENGUPTA et al., 2021). Em outro estudo, Oh et al. (2008)
avaliaram o polimorfismo rs3764880 no gene TLR8, e também observaram que esse SNP
confere um efeito protetor contra o virus do HIV. Ensaios de superexpressdo mostraram
que esta variante do receptor apresenta ativacdo de NF-kB in vitro, modulando a secrecao
de citocinas. Consequentemente, isto poderia ser responsavel por um menor nivel de
ativacdo imunoldgica, o que explicaria o curso natural mais lento da doenca nos
portadores da essa variante (OH et al., 2008). Estudo realizado em pacientescom COVID-
19 revelou que individuos do sexo feminino apresentam expressao bialélica dos
receptores TLR-7 e TLR-8, tendo maior efeito protetor contra COVID-19 grave
(SPIERING; DE VRIES, 2021).

Estudos realizados Shen et al. (2010) demostraram que o polimorfismo 3 UTR
rs3853839 em TLRY7, situado na regido ndo traduzida aumenta a expressao de mRNA
em individuos com o alelo G aumentando os niveis de expressdo da proteina TLR-7 do
que os portadores do alelo C, alterando a capacidade de ligacdo de dsSRNA e producdo de
fatores inflamatorios relacionados a vias de sinalizacéo, principalmente NF-xkB e MAPK
(SHEN et al., 2010).

Outras pesquisas realizadas por Wang et al., (2014), analisando a expressao do
receptor TLR-8 em pacientes com a variante rs3764879 demonstrou que individuos
portadores do alelo G, infectados pelo virus da hepatite C, apresentaram maior expressao
da atividade promotora e expressao do receptor. Assim sugere-se que esse SNP pode
modular a regulacdo transcricional em mondcitos, explicando dessa forma porgue o curso

natural da infec¢do é inibido nesses hospedeiros (WANG et al., 2014).

Existem poucos estudos que associaram variantes polimorficas presentes em
genes TLRs com dor persistente na infeccdo por CHIKYV. Estudos conduzido por Dutta
et al. (2017) estabeleceram a ligacdo de algumas variantes genéticas com a dor articular
na fase aguda da CHIKF. O genédtipo GG do polimorfismo rs5741880 apresentou
associacdo significativa com dor articular. Esse mesmo estudo detectou um nivel
consideravelmente mais elevado de IFN-a entre pacientes com CHIKV com gendtipo CC
para a variante rs179010 (DUTTA et al., 2017). Ja no estudo de Bucardo et al. (2021) foi

observado a relagdo entre a variante rs1800629 do gene TNF-a e a dor
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persistente, mostrando que individuos portadores do gendétipo AG apresentaram reducéo
da dor articular persistente, expressando maiores niveis de TNF-a, que de alguma forma
modulou e controlou a dor (BUCARDO et al., 2021).

No presente estudo, o alelo G polimorfico da variante rs3853839 e rs3764879 foi
significativamente mais prevalente em pacientes que relataram dor articular persistente
apos infeccdo por CHIKV do que em pacientes sem dor articular persistente. Os
resultados sugerem que os individuos portadores do alelo G experimentaram uma reducéo
na dor. Uma hipotese pode ser que a diminuicdo da dor seja mediada pela diminuicéo da
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, dependente da sinalizacdo desses receptores.
Esse possivel mecanismo ja foi observado em outras doencas virais cronicas, em estudos
caso-controle, que analisaram os receptores TLRs do tipo endossomal (SIRONI et al.,
2012).

De forma geral, podemos sugerir que o alelo G da variante rs3853839 (C/G) do
gene TLR7 e o alelo G da variante rs3764879 (C/G) do TLR8 contribuem néo apenas para
protecdo para a infeccdo, mas também na reducdo da dor. O presente estudotem algumas
limitacBes, sendo uma delss o fato de que a coleta de dados clinicos foi baseada nas
respostas recordatorias dos pacientes. Assim, dados relativos aos sintomas esua duracdo
podem ndo ser totalmente precisos. Outro ponto foi em relagdo ao nimero amostral
limitado de pacientes assintomaticos, limitando assim as comparacdes estatisticas entre

0s grupos do estudo.



8. CONCLUSOES

Com relagdo aos SNPs estudados em TLR3 e IRF5, conclui-se que ndo houveram
diferencas na frequéncia alélica e genotipica nos diferentes grupos, e também néo houve
associacao deles com a infecgdo por CHIKYV e dor persistente. Com base nas anélises de
desequilibrio de ligacdo, conclui-se que os SNPs estudados em TLR7 e TLR8segregam
juntos. A presenca do alelo G na variante rs3853839 do gene TLR7 e na variante
rs3764879 de TLR8 mostrou-se associada a diminuicdo do risco de infeccdo por
CHIKV, bem como protecdo contra a dor cronica, sugereriendo que oalelo G atua
como um fator benéfico. Por fim, individuos que apresentaram o alelo G navariante
rs3764879 tiveram maior chance de desenvolver a infec¢do na forma assintomatica da
CHIKF.

Em suma, o presente estudo identificou que os polimorfismos dos genes TLR7 e
TLR8 podem atuar como fatores protetores para infecgdo por CHIKV e reducdo da dor,
sugerindo que essas variantes podem desempenhar um papel na patogénese da
Chikungunya.
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APENDICE A - FICHA PARA COLETA DE DADOS

QUESTIONARIO

Paciente/ AmostraNe°: Amostras coletadas:

Data do atendimento:

Local do atendimento:

Identificacéo:

Data de nascimento: Sexo:

Endereco: N°

Complemento:

Bairro: Cidade

Telefone: () Celular: ()

1. Ja teve Chikungunya? () SIM () NAO

Quando (més/ano)

2. Apresentou: Marcar com X

as articulagdes

afetadas

() Febre alta () Dor de cabeca () Dor articular () Nauseas () Dor retroorbitaria ()
Prostracédo () Diarreia () vomitos () Mialgia/dor muscular () Tontura () Fadiga () Dor

nas costas () Convulséo () paralisia () Manifestacbes hemorragicas

() Manchas/erupcdes na pele () Dor abdominal o S

Outros:

3. Apresentou edema (inchago) nas articulacdes afetadas? () SIM () NAO
4. Apresentou ansiedade, depressdo ou desmotivacdo pds infeccdo? () SIM ()NAO

Se sim, qual(s) deste(s)?

5. Data aproximada do inicio da manifestacdo dos sintomas:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de polimorfismos genéticos associados aos processos de imunorregulacao em
pacientes acometidos por Chikungunya

Pesquisador: JULIANA NAVARRO UEDA YAOCHITE

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 03271118.2.0000.5054

Instituicao Proponente: Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.212.740

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo que pretende investigar a associacao entre polimorfismos de genes envolvidos nos
processos de imunorregulacao e a progressao da doenca em pacientes

acometidos por Chikungunya.

Objetivo da Pesquisa:

Geral:

Investigar a associacao entre polimorfismos de genes envolvidos nos processos de imunorregulacao e a
progressao da doenca em pacientes acometidos por Chikungunya.

Especificos:

- Investigar polimorfismos de genes de citocinas imunorreguladoras (IL-6, IL-10, TGF-beta, TNF);

- Investigar polimorfismos de genes de moléculas de superficie (CTLA-4, DC-sign);

- Investigar polimorfismos de fatores de transdugao de sinal e transcricao (JAK1, NF-kB);

- Associar a evolucao clinica dos pacientes com a distribuicao genotipica e as frequéncias alélicas dos
polimorfismos;

- Comparar os grupos controles x pacientes em relagao ao genétipo apresentado.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: minimos associados a coleta de sangue e estao descritos no TCLE.

Beneficios: indiretos para os participantes, pois serao fontes de conhecimento que poderao ser

Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municlpio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.212.740

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo que pretende investigar a associagdo entre polimorfismos de genes envolvidos nos
processos de imunorregulacdo e a progressédo da doenga em pacientes

acometidos por Chikungunya.

Objetivo da Pesquisa:

Geral:

Investigar a associagéo entre polimorfismos de genes envolvidos nos processos de imunorregulagdo e a
progressdo da doenga em pacientes acometidos por Chikungunya.

Especificos:

- Investigar polimorfismos de genes de citocinas imunorreguladoras (IL-6, IL-10, TGF-beta, TNF);

- Investigar polimorfismos de genes de moléculas de superficie (CTLA-4, DC-sign);

- Investigar polimorfismos de fatores de transducéo de sinal e transcrigdo (JAK1, NF-kB);

- Associar a evolugdo clinica dos pacientes com a distribuicdo genotipica e as frequéncias alélicas dos
polimorfismos;

- Comparar os grupos controles x pacientes em relagdo ao genétipo apresentado.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: minimos associados a coleta de sangue e estio descritos no TCLE.
Beneficios: indiretos para os participantes, pois serédo fontes de conhecimento que poderao ser
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utilizados futuramente para o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da chikungunya.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo transversal, onde serdo incluidos individuos (> 18 anos, n=200) que apresentaram,
nos anos de 2016, 2017 ou 2018, pelo menos trés sintomas classicos de febre chikungunya (febre subita,
dor de cabeca, mialgia, erupcdo cutanea e dor nas articulagdes), com sorologia positiva (IgG- anti CHIKV
positiva).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos foram devidamente apresentados.

Recomendacoes:

N&o se aplica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
N&o se aplica.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 19/02/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1219385.pdf 12:18:19
TCLE / Termos de | TCLE_controles_polimorfismo_atual.pdf | 19/02/2019 |JULIANA NAVARRO | Aceito
Assentimento / 12:17:55 |UEDA YAOCHITE
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_pacientes_polimorfismo_atual.pdf| 19/02/2019 |JULIANA NAVARRO | Aceito
Assentimento / 12:17:37 |UEDA YAOCHITE
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto rosto.pdf 21/11/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito

17:13:46 |UEDA YAOCHITE
Orgamento valores.pdf 16/11/2018 | JULIANA NAVARRO | Aceito
10:48:09 |UEDA YAOCHITE
Cronograma CRONOGRAMA_atual.pdf 16/11/2018 [JULIANA NAVARRO| Aceito
10:24:28 |UEDA YAOCHITE
Outros questionario.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO| Aceito
09:47:38 | UEDA YAOCHITE
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Assentimento / 09:35:43 |UEDA YAOCHITE

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_controles_polimorfismo.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito

Assentimento / 09:35:31 UEDA YAOCHITE

Justificativa de

Auséncia

Outros coparticipante_hsj.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:27:18 |UEDA YAOCHITE

Outros compromisso_hsj.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:27:01 |UEDA YAOCHITE

Outros termo_confidencialidae_hsj.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:26:38 | UEDA YAOCHITE

Outros onus_hsj.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:26:13 |UEDA YAOCHITE

Outros termo_confidencialidae_hemoce.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:25:49 |UEDA YAOCHITE

Outros comprometimento_hemoce.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:25:27 |UEDA YAOCHITE

Outros fiel_hsj.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:24:58 | UEDA YAOCHITE

Outros fiel_hemoce.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:24:32 | UEDA YAOCHITE
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Brochura 09:23:54 |UEDA YAOCHITE

Investigador

Outros carta_hemoce.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:23:20 | UEDA YAOCHITE

Outros carta_hsj.pdf 30/10/2018 [JULIANA NAVARRO| Aceito
09:22:58 | UEDA YAOCHITE

Outros carta_propesq.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito
09:22:30 | UEDA YAOCHITE

Declaracédo de participantes.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito

Pesquisadores 09:17:11 UEDA YAOCHITE

Declaracédo de anuencia_hsj.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito

Instituicdo e 09:16:44 |UEDA YAOCHITE

Infraestrutura

Declaracdo de anuencia_hemoce.pdf 30/10/2018 |JULIANA NAVARRO | Aceito

Instituicdo e 09:16:27 |UEDA YAOCHITE

Infraestrutura
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Instituicdo e 09:16:11 |UEDA YAOCHITE

Infraestrutura
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Influence of host genetic polymorphisms involved in
immune response and their role in the development of
Chikungunya disease: a review

W.J.P. Gotay'®, R.O. Rodrigues'®, and J.N.U. Yaochite'®"

"Departamento de Anlises Clinicas e Toxicologicas, Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem,
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, CE, Brasil

Abstract

Chikungunya virus (CHIKV) is transmitted by the bite of infected mosquitoes and can cause significant pathogenicity in humans.
Moreover, its importance has increased in the Americas since 2013. The primary vectors for viral delivery are the mosquito
species Aedes aegypti and Aedes albopictus. Several factors, including host genetic variations and immune response against
CHIKYV, influence the outcomes of Chikungunya disease. This work aimed to gather information about different single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in genes that influence the host immune response during an infection by CHIKV. The viral
characteristics, disease epidemiology, clinical manifestations, and immune response against CHIKV are also addressed. The
main immune molecules related to this arboviral disease elucidated in this review are TLR3/7/8, DC-SIGN, HLA-DRB1/HLA-
DQBT1, TNF, IL1RN, OAS2/3, and CRP. Advances in knowledge about the genetic basis of the immune response during CHIKV
infection are essential for expanding the understanding of disease pathophysiology, providing new genetic markers for
prognosis, and identifying molecular targets for the development of new drug treatments.

Key words: Single nucleotide polymorphisms (SNPs); Chikungunya virus (CHIKV); Chikungunya disease; Immune response

Introduction

The chikungunya virus (CHIKV) is a member of the
Alphavirus genus, belonging to the Togaviridae family,
whose genetic material is constituted by a single strand of
RNA of approximately 12 kb with positive polarity. This
virus is the etiologic agent of Chikungunya disease (CHIK)
and was first isolated in 1952-1953 during an epidemic in
East Africa (Makonde Plateau-Tanzania) (1,2). Between
1960 and 1990, CHIK outbreaks occurred sporadically in
Africa and Asia, reappearing more frequently from 2000
onwards and spreading to other countries (3). In 2014,
CHIKV was responsible for causing a major epidemic in
Brazil, mainly affecting the Northeast region (4). In the
Americas alone, about 693,489 suspected cases and
37,480 confirmed cases of CHIK were reported in 2015
(5,6). In 2022, from January until November 23, 2022,
a total of 362,021 cases and 77 deaths were reported. The
majority of cases have been reported in Brazil (247,537)
(7). CHIKV infection may have different clinical presenta-
tions. The acute phase of Chikungunya is associated with
various symptoms and characterized by the onset of high
fever, polyarthritis, and maculopapular rash. The chronic
phase is marked by arthritogenic manifestations lasting

Correspondence: J.N.U. Yaochite: <ueda juliana@gmail.com>
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Braz J Med Biol Res | doi: 10.1590/1414-431X2023e12557

>3 months and the onset of rheumatic symptoms (8).
After the bite of an infected mosquito, CHIKV is inoculated
into the blood capillaries and dermis, where it infects
resident skin cells such as keratinocytes and dermal
fibroblasts, initiating the first cycle of viral replication (9).
The main sites of secondary infection are the muscles and
joints, causing polyarthralgia/polyarthritis. The incubation
period for CHIKV is usually 2 to 7 days in most cases (10).
Numerous risk factors for developing severe disease in
adult patients have been reported, including age and
gender. Moreover, host genetic variation has a significant
influence on the immune response and outcome of
CHIKV infections. It modulates the disease, influences
viral entry into cells, symptom onset and progression, and
individual susceptibility or resistance to infection (11,12).
Thus, the knowledge of the host profile of genes that
influence or contribute to the outcome and susceptibility
of CHIKV infection is an essential tool to elucidate
the pathophysiology of this arboviral disease and its
progression (2,13). Therefore, the present review aimed
to identify in the literature the influence of host genetic
variations on the immune response during CHIKV
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