&

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

THALITA DO NASCIMENTO SILVA

ESTUDO PROSPECTIVO DO PERFIL DE CITOCINAS EM MULHERES COM
DIAGNOSTICO CONFIRMADO DE CHIKUNGUNYA NAS FASES AGUDA, POS-
AGUDA E CRONICA ACOMPANHADAS EM UMA UNIDADE BASICA DE SAUDE
EM FORTALEZA, CEARA

FORTALEZA
2025



THALITA DO NASCIMENTO SILVA

ESTUDO PROSPECTIVO DO PERFIL DE CITOCINAS EM MULHERES COM
DIAGNOSTICO CONFIRMADO DE CHIKUNGUNYA NAS FASES AGUDA, POS-
AGUDA E CRONICA ACOMPANHADAS EM UMA UNIDADE BASICA DE SAUDE EM
FORTALEZA, CEARA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Patologia, da Universidade
Federal do Ceara como requisito a obtengao do
titulo de mestre em Patologia. Area de
concentragdo: Patologia.

Orientador: Prof. Dr. Luciano Pamplona de
Gois Cavalcanti.
Coorientadora: Prof. Dra. Francisca Kalline de
Almeida Barreto.

FORTALEZA
2025



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagio
Universidade Federal do Ceara
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

S584e Silva, Thalita do Nascimento.
Estudo prospectivo do perfil de citocinas em mulheres com diagnostico confirmado de Chikungunya nas
fases aguda, pos-aguda e crénica acompanhadas em uma unidade basica de saide em Fortaleza, Ceara /
Thalita do Nascimento Silva. - 2025.
71 f. : il. color.

Dissertagio (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Medicina, Programa de Pos-
Graduagido em Patologia, Fortaleza, 2025.
Orientagdo: Prof. Dr. Luciano Pamplona de Goes Calvalcanti.

1. Febre de Chikungunya. 2. Citocinas. 3. Inflamagdo. I. Titulo.
CDD 571.9




THALITA DO NASCIMENTO SILVA

ESTUDO PROSPECTIVO DO PERFIL DE CITOCINAS EM MULHERES COM
DIAGNOSTICO CONFIRMADO DE CHIKUNGUNYA NAS FASES AGUDA, POS-
AGUDA E CRONICA ACOMPANHADAS EM UMA UNIDADE BASICA DE SAUDE EM
FORTALEZA, CEARA

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Patologia, da Universidade
Federal do Ceara como requisito a obtengao do
titulo de mestre em Patologia. Area de
concentragdo: Patologia.

Aprovada em: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Luciano Pamplona de Goées Cavalcanti
Universidade Federal do Ceara (Orientador)

Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Marco Ant6nio de Freitas Clementino
Universidade Federal do Ceard (UFC)

Profa. Dra. Juliana Navarro Ueda Yaochite

Universidade Federal do Ceard (UFC)

Profa. Dra. Anne Carolinne Bezerra Perdigdo
Centro Universitario Unichristus



Aos meus pais, Lucia e Francisco, pelo amor
imensuravel e por sempre acreditarem no poder
transformador da educacao.

Ao meu esposo Elano, pelo amor e pela

paciéncia diarios.



AGRADECIMENTOS

Aos meus amados pais, Lucia de Fatima e Francisco Silva, meus maiores
incentivadores, desde as épocas da escola, passando pela faculdade, residéncia médica e agora,
Mestrado.

Ao meu irm3o Manoel César, a minha cunhada Claudiana Almeida ¢ a minha
sobrinha Elis Maria, pelo carinho e por sempre acreditarem no meu potencial.

Ao meu esposo Elano Sousa, que, com seu amor e generosidade, sempre me apoia
em todos os meus projetos.

Aos meus sogros Silvana Barbosa e Fernando Sousa, pela convivéncia amavel e
por se alegrarem com as minhas conquistas.

Ao prof. Dr. Luciano Pamplona, meu orientador, por ter me recebido com gentileza
no Mestrado, por ter me transmitido tantas ligdes sobre Patologia e por ter sido disponivel
durante o processo de orientacao.

A profa. Dra. Kalline Barreto, minha coorientadora, por seu engajamento nesse
estudo, pela sua disponibilidade e por todos os conhecimentos valiosos repassados.

A profa. Dra. Juliana Ueda, & profa. Dra. Rafhaella Gondim e ao prof. Dr. Marco
Clementino pela colaboragdo técnico-cientifica indispensavel nos experimentos.

A Priscila Dourado, com quem compartilhei um cotidiano de amizade e
aprendizado nos ambulatorios de Reumatologia e que me estimulou aos estudos na pos-
graduacao.

Aos colegas reumatologistas José Gerardo, Leonardo Cavalcante, Déborah
Gongalves, Kéthia Bezerra, Rodrigo Azevedo, Vanessa Marques, Helialdo Oliveira, Romano
Brasileiro, Priscila Garcia, Djandir Costa e Lis Maria pelo companheirismo e bondade
inesgotaveis.

A Fernanda Leitdo, & Renata Carvalho e ao Luis Arthur pela amizade sincera e por
termos em comum a vocag¢ao para docéncia.

Ao prof. Arnaldo Peixoto, a Caroline Perdigdo, a Beatriz Caetano e a Livia Almeida
pelo apoio e compreensdo nas jornadas de trabalho como docente e de estudos de Mestrado.

Aos meus pacientes do Hospital Geral Dr. César Cals (HGCC), aos residentes de
Reumatologia do HGCC e aos meus alunos do Centro Universitario Unichristus por me
permitirem exercer com honra e alegria as profissdes de médica e de professora.

A Valéria Carneiro, por sua atuagdo sempre solicita e respeitosa com os pos-

graduandos da Patologia.



“E justo que muito custe o que muito vale”

(Santa Tereza D’ Avila)



RESUMO

Chikungunya (CHIK) ¢ uma doenca artritica febril aguda transmitida através da picada de
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus. Trés fases dessa doencga sdo descritas: fase aguda,
poés-aguda e cronica. Cerca de 50% dos pacientes acometidos por CHIK pode evoluir com
poliartralgia e/ou poliartrite cronica. Apesar da ampla distribuigdo de casos de CHIK no mundo,
ainda ndo ha tratamento antiviral especifico disponivel ou biomarcadores validados para
progndstico. A fisiopatogenia da CHIK ainda nao foi completamente elucidada. Por isso, nesse
estudo, foi analisado o perfil de citocinas em pacientes do sexo feminino, com diagndstico
confirmado de CHIK, nas 3 fases da doenga, acompanhadas em uma Unidade Basica de Satde
de Fortaleza, Ceara. Além disso, verificou-se se ha associagdo entre os niveis de citocinas ¢
artralgias persistentes e se ha correlagcdo entre as concentragdes de citocinas e a presenca de
comorbidades nas pacientes avaliadas. Tratou-se de uma coorte prospectiva, realizada entre
2021 e 2024, que incluiu 40 pacientes do sexo feminino e 10 controles (mulheres saudaveis).
Além da coleta de amostras de sangue para dosagem de citocinas (GM-CSF, INF-gama, 1L-1
B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-18, MCP-1), em 5 momentos (dias 0, 21, 90, 120, 180 ¢
360 apds sintomas iniciais), foram obtidos dados clinico-epidemiologicos por meio de
questionarios. A andlise do perfil de citocinas foi realizada por meio de ensaios Milliplex.
Utilizaram-se os testes t de Student, Mann-Whitney, qui-quadrado, exato de Fisher e de
Friedman. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As analises
foram realizadas utilizando o software R. A idade média das participantes da pesquisa foi de
47,3 anos. Dor persistente foi relatada por mais da metade das pacientes (57,9%), enquanto
comorbidades estavam presentes em 45% dos casos. Dentre estas, as mais frequentes foram
diabetes mellitus e hipertensdo arterial sistémica. Por fim, a avaliagdo das variagdes
longitudinais nos niveis de citocinas em pacientes com CHIK evidenciou diferengas
significativas ao longo do tempo para IL-10 e IL-18. Niveis da IL-10 apresentaram elevagao
sustentada a partir de D21, com diferengas significativas entre DO e D180 e entre DO e D360 (p
=0,027). AIL-18, por sua vez, apresentou aumento significativo ja entre DO e D21 (p = 0,020).
O comportamento dinamico das citocinas, ao longo das fases de CHIK, pode ser justificado por
varios fatores, como a imunogenética do hospedeiro. Por isso, mais estudos sobre a cinética das
citocinas na CHIK s3o necessarios, direcionados, por exemplo, para IL-10 e IL-18, para
compreendermos com mais detalhes a fisiopatogénse da doenga e, dessa forma, futuramente,
utilizar as citocinas como alvos terapéuticos e biomarcadores de cronificacdo e gravidade de
doenga.

Palavras-chave: Febre de Chikungunya; Citocinas; Inflamagao.



ABSTRACT

Chikungunya (CHIK) is an acute febrile arthritic disease transmitted through the bite of Aedes
aegypti and Aedes albopictus mosquitoes. Three phases of this disease are described: acute,
post-acute, and chronic. Approximately 50% of patients affected by CHIK may develop
polyarthralgia and/or chronic polyarthritis. Despite the widespread distribution of CHIK cases
worldwide, there is still no specific antiviral treatment available or validated biomarkers for
prognosis. The pathophysiology of CHIK has not yet been fully elucidated. Therefore, this
study analyzed the cytokine profile of female patients with a confirmed diagnosis of CHIK,
across the three phases of the disease, treated at a Basic Health Unit in Fortaleza, Ceara.
Furthermore, we investigated whether there is an association between cytokine levels and
persistent arthralgias and whether there is a correlation between cytokine concentrations and
the presence of comorbidities in the patients evaluated. This prospective cohort study,
conducted between 2021 and 2024, included 40 female patients and 10 controls (healthy
women). In addition to collecting blood samples for cytokine levels (GM-CSF, INF-gamma,
IL-1 B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IL-18, MCP-1) at five time points (days 0, 21, 90, 120,
180, and 360 after initial symptoms), clinical and epidemiological data were obtained through
questionnaires. Cytokine profile analysis was performed using Milliplex assays. Student's t-test,
Mann-Whitney test, chi-square test, Fisher's exact test, and Friedman test were used. Values of
p < 0.05 were considered statistically significant. The analyses were performed using R
software. The mean age of the study participants was 47.3 years. Persistent pain was reported
by more than half of the patients (57.9%), while comorbidities were present in 45% of cases.
Among these, the most frequent were diabetes mellitus and systemic arterial hypertension.
Finally, the evaluation of longitudinal variations in cytokine levels in patients with CHIK
revealed significant differences over time for IL-10 and IL-18. IL-10 levels showed a sustained
increase from D21 onwards, with significant differences between DO and D180 and between
DO and D360 (p = 0.027). IL-18, in turn, showed a significant increase between DO and D21 (p
=0.020). The dynamic behavior of cytokines throughout the phases of CHIK can be explained
by several factors, such as host immunogenetics. Therefore, further studies on the kinetics of
cytokines in CHIK are necessary, targeting, for example, IL-10 and IL-18, to understand the
pathophysiology of the disease in more detail and, thus, in the future, use cytokines as
therapeutic targets and biomarkers of disease chronicity and severity.

Keywords: Chikungunya fever; Cytokines; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Chikungunya (CHIK) ¢ uma entidade nosoldgica caracterizada por febre alta
(superior a 38,5° C) de inicio subito, artralgias e/ou artrites, mialgia, cefaleia e rash cutaneo
eritematoso. Tal doenga ¢ transmitia a partir da picada dos mosquitos Aedes aegypti ou Aedes
albopictus em um ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano (Silva; Dermody, 2017).

O virus Chikungunya (CHIKYV) foi reconhecido como o agente etioldgico de uma
doenga artritica febril aguda, em 1952, a partir de uma epidemia em Mawia, Makonde e Rondo,
a atual Tanzania, ap6s ser isolado do soro de pacientes infectados. O nome atribuido a esse virus,
na lingua makonde, pode ser traduzido como “aquele que se curva” e faz referéncia a postura
encurvada dos doentes devido as dores articulares (Silva; Dermody, 2017).

Com base em analises filogenéticas das sequéncias de CHIKV, pode-se afirmar que
esse virus se originou na Africa, ha mais de 500 anos (Silva; Dermody, 2017). Quatro gendtipos
deste virus foram identificados: Africano ocidental, também chamado de Oeste Africano (WA);
Africano Oriental/Central/Sul (ECSA); Indiano Oriental (IOL) e Asiatico. Os genotipos WA e
ECSA sdo comumente reportados na Africa subsaariana. O genotipo IOL estd associado as
epidemias na Asia e no Oceano Indico, enquanto que, no sudeste da Asia, observa-se o genétipo
Asiatico (Constant et al., 2021).

Desde sua identificagdo, CHIK resultou em surtos esporadicos restritos & Asia e a
Africa. Porém, no final da década de 1990 e inicio dos anos 2000, casos dessa arbovirose
passaram a ser registrados em escala global (Ganesan; Duan; Reid, 2017).

Em 2005, um grave surto do genoétipo ECSA ocorreu na ilha de La Reunion, que ¢é
parte da Franca, localizada no Oceano Indico. Essa ilha foi o primeiro territorio ocidental a ser
acometido pelo CHIKV (Schwartz; Albert, 2010). Posteriormente, registrou-se um surto na
India entre 2006-2007 ¢ em 2008-2009 no Sudeste Asiatico. Depois, entre 2013-2014, o
CHIKYV foi introduzido na América Latina (Chirathaworn et al., 2020).

O primeiro caso autdctone reportado no Brasil ocorreu no municipio do Oiapoque,
Amapa, em 2014. Devido a similaridade entre os ciclos de transmissdo do virus dengue e do
CHIKY, associada a circulacdo dessas arboviroses nas diferentes regides do pais, o CHIKV
atualmente apresenta comportamento endémico em varios estados do Brasil, com os picos de
transmissdo ocorrendo entre janeiro e abril. At¢é o momento, no territdrio brasileiro, foram
detectadas as linhagens Asiatica e ECSA (Nunes et al., 2015; Organizacdo Mundial da Saude,
2025).

Considerando a grande quantidade de casos de CHIK em escala mundial, vérios
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estudos tem sido realizados visando descrever o agente etiologico e compreender a
fisiopatologia dessa doenga e, dessa forma, orientar intervengdes terapéuticas. Um dos assuntos
relacionados & CHIK amplamente estudado ¢ a atuacdo das citocinas. Durante as infecgoes,
essas moléculas sdo liberadas com os objetivos de eliminar o patégeno e reestabelecer a
homeostase. Embora se conhega esse papel benéfico das citocinas, seus niveis séricos podem
se associar a gravidade e aos desfechos desfavoraveis da doenga, como artropatia crénica e
debilitante (Chirathaworn et al., 2020; Constant et al., 2021; Babu et al., 2023; Chang; Cruz;
Sharma, 2024).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Virus Chikungunya

O virus Chikungunya pertence a familia Togaviridae e ao género Alfavirus. Esse
género pode ser dividido em: grupo do Velho Mundo, que inclui o CHIKYV e o virus Mayaro
(MAYYV), os quais sdo virus artritogénicos e grupo do Novo mundo, a exemplo do virus da
Encefalite Equina Venezuelana (EEEV), associado a quadros gripais e as manifestagdes
neuroldgicas (Mota et al., 2016). Dentre os alfavirus, o CHIKV ¢ uma das espécies chamadas
de arbovirus, pois sdo transmitidos por artropodes (Ganesan; Duan; Reid, 2017).

O virus em questdo ¢ envelopado, possui 70 nanometros de didmetro e acido
ribonucleico (RNA) fita simples, com 12 kilobases (Kb) de comprimento e em sentido positivo.
O genoma consiste em uma regido ndo traduzida seguida por um RNA que codifica 1
poliproteina ndo estrutural (nsP1, nsP2, nsP3, nsP4) e 1 poliproteina estrutural (C, E3, E2, 6K,
E1) (Figura 1). Essas poliproteinas sdo posteriormente clivadas em proteinas individuais. As
proteinas ndo estruturais se associam para formar o complexo de replicacdo viral. A proteina C
participa da formacao do capsideo, enquanto que as proteinas E1, E2 e E3 compdem o envelope
viral. A proteina 6K, assim chamada devido ao seu peso molecular de 6 kiloDaltons (kDa), atua
como proteina de canal i6nico formadora de poros, alterando a permeabilidade da membrana

de células infectadas (Figura 2) (Lum; Ng, 2015; Constant et al., 2021; Modrow et al., 2013).

Figura 1 — Genoma do virus Chikungunya.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 Kb
I-—P 26S
15" cap Poly A 3’
535aa 798aa 530aa 611aa 261aal 423aa 435aa

E3 6K

Sintese de RNA Atividade helicase  Sintese  RNA polimerase 64aa 61a |

de fita negativa e protease de RNA dependente de RNA ”
Proteinas do envelope

Fonte: Adaptado de Galan-Huerta ef al. (2015).
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Figura 2 — Estrutura do virus Chikungunya.

Proteina C

Fita de RNA em sentido positivo

Envelope

~.. Heterodimeros E1/E2 formando
complexos triméricos

Hetorodimeros E1/E2

Fonte: Adaptado de Modrow et al. (2013).

Ap6s a infeccdo do hospedeiro, a proteina E2 se liga ao receptor de membrana,
MXRAS, presente nas células-alvo, resultando na entrada no virus via endocitose mediada por
clatrina. Depois disso, ocorre acidificacdo do potencial hidrogenidnico (pH) do endossomo,
resultando em desprendimento dos dimeros E1-E2 e, consequentemente, fusdo do endossomo
com a membrana viral. Com isso, o nucleocapsideo € liberado no citoplasma. O RNA gendmico
torna-se exposto e ¢ iniciada tradu¢do da poliproteina ndo estrutural. Apds sintetizada, a
poliproteina nsP1- nsP2- nsP3- nsP4 passa por um processo de autoclivagem, através de nsP2,
liberando proteinas ndo estruturais individuais. Isso resulta na formagdo do complexo de
replicagdo viral funcional, o qual forma, inicialmente, RNA em sentido negativo, por meio da
proteina nsP4, que possui atividade RNA polimerase dependente de RNA. A fitas de RNA em
sentido negativo servirdo de molde para fitas de RNA em sentido positivo e também servirdo
para sintese de RNA subgenomico. Essas moléculas sao usadas como RNA mensageiro, o qual
¢ traduzido na poliproteina estrutural. A proteina C, que possui capacidade de autoclivagem,
desprende-se da poliproteina estrutural, e liga-se ao RNA gendmico em sentido positivo para
formar o nucleocapsideo. A proteina E3 contribui com a transloca¢do da poliproteina estrutural
até o reticulo endoplasmatico. As proteinas E1-E2 formam heterodimeros, que se depositam,
como picos triméricos, na membrana celular. Apds esse processo, os nucleocapsideos se
deslocam até essas regides da membrana e o virion ¢ liberado por brotamento (Figura 3)

(Constant et al., 2021; Modrow et al., 2013; Lum; Ng, 2015).
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Figura 3 — Replicacdo do virus Chikungunya.
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Fonte: Adaptado de Kaur ¢ Chu (2013).

2.2 Ciclo de transmissao e via de infec¢ao

Dois ciclos de transmissdo do CHIKV sdo descritos: silvestre e urbano. O ciclo
silvestre ocorre através da interacdo entre mosquitos Aedes, que habitam florestas, e primatas
ndo humanos, como macacos, e pode estar associado a casos pontuais de CHIK em humanos e
pequenos surtos. Outros animais que também sao descritos como reservatorios sao os bufalos,
roedores e aves. Os vetores silvestres mais citados sdo Ae. furcifer-taylori, Ae. africanus, Ae.
luteocephalus, Ae. neoafricanus. Os mosquitos Culex annulirostris e Mansonia africana
também estdo relacionados a transmissdo do CHIKV. O ciclo urbano resulta na transmissdo de
CHIKYV de pessoas infectados para ndo infectadas, utilizando os mosquitos Aedes aegypti €

Aedes albopictus como vetores (Figura 4) (Constant ef al., 2021; Rougeron et al., 2015).
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Figura 4 — Ciclos de transmissdo silvestre e urbano.
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Fonte: Adaptado de Rougeron et al. (2015).

Os mosquitos vetores adquirem o CHIKYV a partir da picada (refeicdo de sangue)
de um humano infectado. O periodo de incubagdo extrinseco, que ocorre nos vetores, ¢ de, em
média, 10 dias. Primeiramente, o virus tem acesso as células do intestino médio do mosquito,
que, ao se tornarem infectadas, permitem a replicacdo do virus e que o mesmo se propague pelo
sistema circulatério do vetor, via hemolinfa, chegando as glandulas salivares, musculos e
gordura. Dessa forma, o virion pode estar presente nas glandulas salivares do mosquito e ser
transmitido para um novo hospedeiro por meio da saliva (Franz et al., 2015; Mcfarlane et al.,
2014; Ministério da Saude, 2024).

O periodo de incubagdo intrinseco, que ocorre nos humanos, ¢ de trés a sete dias,
podendo variar de um a 12 dias. As células dérmicas sdo inicialmente infectadas pelo CHIKV.
Depois disso, inicia-se a replicacdo viral e a resposta imune do hospedeiro. A replicagdo viral
ocorre nos tecidos periféricos, resultando na fase virémica. Durante tal fase, o CHIKV pode ser
facilmente transmitido do humano aos mosquitos por meio das picadas. O periodo de viremia
pode durar até 10 dias, atingindo pico entre 1-2 dias apds a infec¢do (Lum; Ng, 2015; Ministério
da Saude, 2024).

Além da transmissdo por picada de mosquitos vetores, o CHIKV pode ser
transmitido através de gestagdo, transfusdes sanguineas ou transplante. Essas duas ultimas vias
de transmissao tornam-se mais relevantes durante surtos. A transmissao vertical desse arbovirus
pode ocorrer em todos os trimestres da gestagdo e, principalmente, durante o parto, nas

situacdes de viremia materna intraparto (Constant et al., 2021).
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2.3 Epidemiologia

No ano de 2024, 119 paises e territorios registraram transmissao local de CHIK
(Organizagdo Mundial da Saude, 2025). No continente americano, nesse mesmo ano, até a
semana epidemiologica 14, foram notificados 186.274 casos de CHIK, onde 97% dos casos
foram reportados no Brasil (Organizagdo Pan-Americana da Satde, 2024). Desde dos primeiros
casos autdctones, o Brasil ¢ citado como um dos paises com maior nimero de casos de CHIK
registrados (Roo et al., 2024). Segundo De Souza et al. (2023), entre 2016 e 2022, foram
registradas sete ondas epidémicas de CHIK no Brasil. Entre os estados do nordeste, o Ceara foi
o mais afetado, registrando 77.418 casos durante as epidemias de 2016 e 2017 e na onda
epidémica de 2022.

De acordo com dados do Ministério da Saude (MS), no Brasil, em 2024, foram
reportados aproximadamente 265.000 casos provaveis de CHIK. A maior parte dos individuos
infectados foi do sexo feminino (60%) e os estados com maior incidéncia foram Minas Gerais
e Mato Grosso. Registram-se 243 6bitos devido a CHIK nesse periodo. No estado do Cear,
neste mesmo ano, foram registrados 1086 casos provaveis da arbovirose, dos quais 814 foram
confirmados. A maior parte dos casos foi observada entre fevereiro e junho, meses onde ha
maior concentragdo de chuvas e, consequentemente, maior proliferacdo do vetor (Figura 5)

(Ministério da Saude, 2025).

Figura 5 — Casos provaveis de Chikungunya no Ceard em 2024.
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Fonte: Ministério da Saude (2025).

Em estudo conduzido por Freitas ef al. (2024), que investigou o excesso de mortes

por CHIK na epidemia que ocorreu em Minas Gerais, em 2023, evidenciou-se uma taxa de
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mortalidade em excesso significativamente 60 vezes maior do que as mortes reportadas pela
vigilancia epidemiologica, onde constavam apenas 15 obitos confirmados. Trabalhos como este,
além de demonstrarem a subnotificagdo de mortes pela doenga, realcam o real impacto da
infeccdo pelo CHIKV em regides com altas taxas de transmissao.

Estima-se que 1,3 bilhdo de pessoas residentes em areas tropicais e subtropicais
estejam expostas ao CHIKV. Com as mudancas climaticas, as regides temperadas, como
Estados Unidos e China, passaram a apresentar maior risco de epidemia de CHIK (Souza et al.,
2024) (Figura 6).

Quando se avaliou a relacdo entre presenga de comorbidades e 6bitos por CHIK,
notou-se que 67,5% dos individuos que foram a Obito apresentavam, no minimo, uma
comorbidade, sendo as mais comuns a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e o Diabetes
Melitus (DM) (Brasil, 2024). Outros fatores, relacionados aos habitos de vida, podem resultar
em piores desfechos relacionados ao CHIKV, como a ingesta excessiva de alcool (Constant et
al., 2021). Idosos, recém-nascidos e pessoas portadoras de comorbidades apresentam maior
risco de obito pela CHIK, com estimativa de 1 caso fatal para cada 1000 doentes (Schwartz;

Albert, 2010).

Figura 6 — Distribuicdo mundial de casos reportados de CHIK de marco de 2024 a fevereiro de
2025.
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Fonte: Adaptado de European Centre for Disease Prevention and Control (2025).
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2.4 Fisiopatologia

Os fibroblastos e os macréfagos dérmicos sao as primeiras células-alvo do CHIKV.
Com a replica¢dao do arbovirus, os padroes moleculares associados a patégenos (PAMPs), a
exemplo de fitas de RNA viral e proteinas virais, sdo reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs), como receptores Toll /ike (TLRs), TLR-3 e TLR-7,
receptores semelhantes ao Gene I induzivel por acido retinoico (RIG-I) e proteina 5 associada
a diferenciacdo do melanoma (MDAS). (Lum; Ng, 2015; Ministério da Satude, 2024; Ganesan,;
Duan; Reid, 2017; Gotay; Rodrigues; Yaochite, 2023).

A partir da ativacdo dos receptores citados, ocorre a mobilizacdo de moléculas que
ativam diversos fatores de transcri¢do, como fatores reguladores de interferon (IRF) e fator
nuclear (NF)-kB, o que contribui na transcrig¢ao de interferons (IFN) e de varias outras citocinas
(Ganesan; Duan; Reid, 2017; Gotay; Rodrigues; Yaochite, 2023). Apesar disso, o CHIKV
dissemina-se para os linfonodos drenantes, e depois as demais células-alvo, como células
endoteliais, epiteliais, musculares e mononucleares (Lum; Ng, 2015; Ministério da Saude,
2024).

A defesa do hospedeiro contra os patdgenos conta com as respostas imunes inata e
adaptativa. Varias células do sistema imunologico participam desse processo, onde € necessario
que tais células se comuniquem umas com as outras, visando ao estimulo de respostas imunes
eficientes. As moléculas que atuam como “mensageiras” na resposta imunoldgica sdo
denominadas citocinas (Sarrouh et al., 2008).

Citocinas sao moléculas polipeptidicas, glicosiladas ou ndo, extracelulares, com
peso molecular de 8 a 30 kDa, sintetizadas por células no local da injaria ou por células do
sistema imune. As citocinas possuem diversas fun¢des, a exemplo de: ativacgdo, inibicdo da
proliferacdo e diferenciagdo de células; estimulo ou modulagdo da secrecio de outras citocinas;
inducdo da producdo de anticorpos. Contudo, outro processo que conta com agao das citocinas
¢ a manutencdo da homeostase, onde tais moléculas, desde a embriogénese, executam
sinalizagdo para morte celular e morte do organismo. A atuagao dessas moléculas pode ocorrer
de 3 formas: autdcrina, quando agem na propria célula produtora; paricrina, quando
influenciam células proximas; endocrina, quando interferem em células distantes da célula
produtora. Ao contrario dos hormdnios, as citocinas ndo sdo armazenadas como moléculas pré-
formadas (Varella; Forte, 2001; Sarrouh et al., 2008; Oliveira et al., 2011; Chang; Cruz; Sharma,
2024).

Uma caracteristica relevante das citocinas ¢ a pleiotropia, o que representa a
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capacidade de uma mesma citocina agir sobre diversos tipos de células. Além disso, citocinas
sdo redundantes, pois efeitos semelhantes podem ser resultado da acdo de diferentes citocinas
e podem ainda atuar de forma sinérgica ou antagonista. Tais moléculas podem ser produzidas
em cascata ¢, com isso, uma citocina estimula uma célula a sintetizar outras citocinas (Oliveira
et al., 2011; Zhang; An, 2007). As citocinas sdo sintetizadas por diversos tipos de células do
sistema imune, sendo os principais produtores as células T auxiliares ou helper (Th) e os
macrofagos (Bhol ef al., 2024).

As células Th naive se diferenciam, a partir da exposicao a antigenos e da expressao
de fatores de transcri¢do especificos da linhagem, em varios subconjuntos de células T efetoras
(Teff) (Zhang; An, 2007; Kaiko et al., 2008; Zhu; Zhu, 2020). Os linfécitos Th naive, na
presenca de IFN-y e IL-12, os quais induzem a expressao do fator de transcri¢ao T-bet, através
de Signal Transducer and Activator of Transcription 1 e 4 (STAT-1; STAT-4), sdo
impulsionados a se diferenciar em células Th1l. Enquanto que os linfocitos Th naive, expostos
a IL-2 e IL-4, os quais promovem a liberacdo da proteina STAT-6 e a ativacdo do fator de
transcricdo que reconhece a sequéncia guanina, adenina, timina e adenina 3 (GATA-3) sdo
orientados para o perfil Th2. Linfécitos Th9 resultam da estimulagdo do receptor de LT, na
presenca de IL-4 e TGF-b, levando a liberagao de STAT-5. O perfil Th17 se origina da exposi¢ao
de linfécitos Th naive a citocinas, como IL-6 e TGF-b, o que leva a produgdo de STAT-3 e
ativagdo do fator de transcri¢do related orphan receptor gamma t (RORyt). Células Th naive
expostas ao TGF-b, resultando na expressdo de Forkhead box protein 3 (FOXP3), diferenciam-
se em células T reguladoras (Treg) (Furlong ef al., 2018; Romero-Sanchez et al., 2010; Zhu,
Zhu, 2020; Sun et al., 2023).

As células Thl agem na resposta imune tipo 1, promovem eliminagdo de parasitas
intracelulares, como micobactérias e virus e podem favorecer autoimunidade. O IFN-g, TNF-
alfa, IL-2, IL-12, IL-16 e IL-18 sdo exemplos de citocinas Thl. As células perfil Th2 atuam de
forma marcante na resposta imune tipo 2, estimulando a producdo de anticorpos pelo linfocito
B e promovendo respostas anti-parasitarias. Podemos citar 1L-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-
13 como exemplos de citocinas Th2. O perfil Th17, que tem como exemplos IL-17 e IL-22,
atuam na resposta imune tipo 3, participando da fisiopatologia de doengas autoimunes e
eliminando bactérias e fungos. As células Tregs, por sua vez, modulam as respostas imunes das
citadas células efetoras, visando a manuten¢do da homeostase (Furlong et al., 2018; Varella;
Forte, 2001; Romero-Sanchez et al., 2010; Kaiko et al., 2008; Goswami; Kaplan, 2011;
Podolska et al., 2024, Zhu; Zhu, 2020) (Figura 7). No quadro 1, compilamos informagdes sobre

diversas citocinas, como células produtoras, caracteristicas gerais e fungdes.



Quadro 1 — C¢lulas produtoras, caracteristicas gerais e fungdes das citocinas.
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Figura 7 - Diferenciacdo do LT CD4+.
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(Continua)
Citocina Células Caracter}'sticas Funcbes Fonte
produtoras gerais
Interferon Células IFN tipo I inclui | Resposta imune Couderc e
dendriticas IFN-alfa e anti-viral; Lecuit (2015);
plasmocitoides, IFN-beta; Mediadores da Lum e Ng
fibroblastos, IFN tipo II ¢ apoptose e da (2015);
monocitos, representado pelo autofagia; Ali et al. (2019);
macrofagos. IFN-gama; Atividade Moran et al.
IFN tipo IIl tem | imunorreguladora (2013).
como exemplo e anti-neoplasica.
IFN-lambda.
IL-1 Mondcitos, Duas formas: Ativagdo de Varella e Forte
macrofagos, IL-1 AelL-1B. monocitos e (2001);
células macrofagos; Moran et al.
dendriticas. adesdo de (2013).
leucocitos as
células
endoteliais; efeito
pirégeno.

Quadro 1 — C¢lulas produtoras, caracteristicas gerais e fungdes das citocinas.
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(Continuagdo)
Citocina Células Caracterfsticas Fineoes Fonte
produtoras gerais
IL-2 LT, células NK, | Pro-inflamatoria e | Atua como fator Moran et al.
mastocitos. imunorreguladora | de crescimento/ | (2013); Chang
diferenciagao de et al. (2018).
LT;
Inibe respostas
Thl7,
Desenvolvimento
de Tregs.
1L-4 LT, mastdcitos, | Imunorreguladora | Diferenciacdo de | Varella e Forte
basofilos, células Th2; (2001);
eosindfilos. Ativacdo de LB; Oliveira et al.
Modula ativagdo | (2001); Moran
de macréfagos. et al. (2013).
IL-6 LT, monécitos, | Potente indutor de Estimula Lum e Ng
fibroblastos, respostas liberagdo de (2015);
células pro-inflamatorias. MCP-1; Anaya et al.
endoteliais. Diferenciagio de (2013).
monocitos e LT;
Diferenciagao de
LB em
plasmaocitos.
IL-10 LT, monocitos, | Imunorregulador. Modula a Saraiva, Vieira ¢
macrofagos, produgdo de O’Garra (2019).
mastocitos, citocinas;
células Inibe proliferacdo
dentriticas, de LT.
células NK.

IL-17A Células Th17, Faz parte da Atividade pro- Huangfu et al.
células NK, familia IL17: inflamatoria; (2023).
macrofagos, IL-17A, IL-17B, | Reparo tecidual;

células IL-17C, Autoimunidade;
dendriticas. Desenvolvimento

IL-17D, IL-17E
(IL-25) e IL-17F.

de neoplasias.

Quadro 1 — Células produtoras, caracteristicas gerais e fungdes das citocinas.
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(Conclusao)
Citocina Células Caracterfsticas Fineoes Fonte
produtoras gerais
IL-18 LT, Atividade pro- Estimulo a Varella e Forte
Mondcitos, inflamatoria; proliferacao de (2001); Lee et
macrofagos, Modulada pela LT; aumento da al. (2015);
células IL-18 bind sintese de GM- Moran et al.
dendriticas, protein (IL-BP). CSF; induz (2013).
osteoblastos, produgdo de IFN;
células inibe liberagdo de
epiteliais. IL-10.

MCP-1 Células Quimiocina. Estimula Deshmane et al.
endoteliais, migracdo de (2009).
fibroblastos, mondcitos para
macrofagos. tecidos

inflamados;
Produzida de
forma constitutiva
e também apos
estimulos.
GM-CSF LT, Fator estimulador | Atuam nas células | Lee, Achuthan e
especialmente de coldnia. progenitoras da Hamilton
Células T medula dssea, (2020).
produtoras de estimulando
GM-CSF proliferacao
(subconjunto de celular;
LT helper), Favorece a
células polarizacdo de
endoteliais, macrofagos e
fibroblastos, aumenta a
Células NK. capacidade de
apresentacao de
antigenos;
Autoimunidade.

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: MCP-1 - Proteina quimioatraente de monocitos-1; GM-CSF - Fator estimulador de colonias de granulécitos
¢ macrofagos.

A atividade anti-viral do IFN pode explicar a linfopenia observada na CHIK.
Provavelmente, os IFNs tanto estimulam a liberagdo de quimiocinas, como o ligante 10 da
quimiocina CXC (CXCL10), que estimulam a migracdo de linfocitos da circulacdo para os
tecidos infectados, como também induzem morte celular de linfocitos (Schwartz; Albert, 2010).

Estudos in vitro, utilizando osteoblastos de homens sauddveis, mostraram que essas

células 6sseas podem ser infectadas por CHIKV e que s@o produtoras de interleucina-6 (IL-6).
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Tal citocina atua induzindo a liberagdo da proteina quimioatraente de monoécitos-1 (MCP-1),
um quimioatraente de mondcitos e macrofagos. Essas células participam da resposta imune
contra CHIKYV, principalmente nas 2 primeiras semanas de infec¢ao, sdo consideradas veiculos
para a dissemina¢ao do arbovirus e servem como reservatorios celulares para infec¢do cronica
por CHIKV. Trabalhos utilizando tecidos articulares de camundongos infectados com CHIKV
detectaram células NK juntamente com IL-12, citocina que estimula a acdo dessas células
citotoxicas (Lum; Ng, 2015).

A resposta imune elaborada pode eliminar o CHIKV em, aproximadamente, 7 dias
apos a infecgdo. Paralelamente, nota-se ativa¢do da imunidade adaptativa contra o arbovirus,
iniciando-se respostas imunes de LT, LB e anticorpos (Schwartz; Albert, 2010).

As células T CD8+ sdo ativadas ainda na fase aguda e as células T CD4+ sdo
atuantes principalmente na fase cronica de CHIK. As células Tregs também atuam na fase
cronica da arbovirose, onde possuem papal modulador, pois inibem seletivamente as células T
CD4+ efetoras (Gotay; Rodrigues; Yaochite, 2023). As células B, por sua vez, produzem
anticorpos especificos contra CHIKYV, sobretudo, isotipo IgG3. Um dos principais estimulos a
sintese desses anticorpos ¢ a carga viral (Lum; Ng, 2015).

Os anticorpos produzidos na infecg¢do pelo CHIKYV sdo direcionados a glicoproteina
E2 do envelope (Tanabe et al., 2018). Essas imunoglobulinas agem de diversas formas: por
opsonizagdo do virus, o que interfere no reconhecimento do receptor na membrana da célula-
alvo, dificultando a entrada do CHIKV por endocitose; por ligacdo as proteinas estruturais virais
na membrana da célula hospedeira, interferindo no brotamento dos virions; por meio de
citotoxicidade celular mediada por anticorpos, onde células infectadas sdo destruidas por
células T e células NK; por favorecer a fagocitose celular dependente de anticorpos, realizada
por macréfagos (Constant et al., 2021). Apesar do papel neutralizante desses anticorpos, o
antigeno ¢ 0 RNA do CHIKYV foram encontrados em bidpsias de tecidos muscular e sinovial de
individuos com manifestagdes cronicas de doenga. Macrofagos sinoviais e células satélites
musculares podem representar reservatorios para tal virus na infeccdo persistente (Silva;
Dermody, 2017).

Em modelos de infeccdo cronica por CHIKYV, utilizando camundongos com
deficiéncia do gene Recombination Activating I (RAG1), o que resulta em animais desprovidos
de células B e T maduras, notou-se persisténcia de material genético do CHIKV em tecidos
articulares. Esse achado enfatiza a importancia da atividade dessas células de defesa na
fisiopatologia da doenga articular por CHIK (Hawman et al., 2013). Deve-se salientar que, a

persisténcia de antigenos virais na cartilagem, um nicho imunoprivilegiado, contribui para
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migra¢do e ativagao de macrofagos, LT e células NK, que liberam citocinas pré-inflamatorias,
como IFN, IL-6 e IL-8, as quais levam a apoptose de fibroblastos e erosdo da articulagdo
(Lozano-Parra et al., 2025).

Estudos de coorte evidenciaram ainda ativagdo de osteoclastos na infec¢do por
CHIKY, que sao oriundos de macrofagos ativados, explicando as erosdes Osseas de pacientes
que evoluem com acometimento articular cronico (Gasque et al., 2016).

Além das citocinas citadas, outras moléculas como TNF-alfa, IL-7, IL-12, IL-15 ¢
IL-27 também foram detectadas no soro de pacientes acometidos pela CHIK. (Lum; Ng, 2015;
Chirathaworn et al., 2020; Cavalcanti ef al., 2019). Diversos estudos tém enfatizado o papel

das citocinas na resposta imune de CHIK, ao se comparar os niveis sérios dessas moléculas em

pacientes infectados com individuos higidos (Quadro 2) (Lozano-Parra et al., 2025).

Quadro 2 — Citocinas relacionadas a fisiopatologia de CHIK.

Quadro 2 — Citocinas relacionadas a fisiopatologia de CHIK.

(Continua)
Citocina Atuacio na infeccao por CHIKV Fonte
IFN-gama Correlagdo com artralgias intensas na fase aguda. Chirathaworn et al.
(2020).
IL-1B Niveis aumentados na fase aguda e associados a | Couderc e Lecuit
doenga articular grave. (2015); Silva e
Dermody (2017);
Venugopalan,
Ghorpade e Chopra
(2014).
IL-2 Niveis reduzidos na fase aguda sugeridos como | Chirathaworn et al.
preditores de artralgia persistente. (2020).
IL-4 Secrecdo reduzida durante fase convalescente, | Babu ef al. (2023);
correlacionando-se a artralgia persistente; Chirathaworn et al.
Niveis reduzidos na fase aguda sugeridos como | (2020).
preditores de artralgia persistente.
IL-6 Niveis elevados na fase aguda; Lum e Ng (2015);
Associada a gravidade de sintomas e a artralgia | Couderc e Lecuit
persistente; (2015);
Niveis elevados também na fase cronica. Chirathaworn et al.
(2013).
IL-10 Secrecdo reduzida durante fase convalescente, | Babu ef al (2023);
correlacionando-se a artralgia persistente; Chirathaworn et al.
Niveis aumentados em paciente recuperados, quando | (2020).
comparados aos pacientes com sintomas agudos e
Cronicos.
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(Conclusao)
Citocina Atuacio na infeccao por CHIKV Fonte
IL-17A Niveis séricos se correlacionaram com nimero de | Chirathaworn et al.
articulacdes edemaciadas; (2020);
Niveis elevados na fase cronica. Couderc e Lecuit
(2015).
IL-18 Concentragdes elevadas na fase aguda. Chirathaworn et al.
(2013);
Ninla-Aesong,
Mitarnun e Noipha
(2019).
MCP-1 Associagdo entre niveis séricos e gravidade de | Babu et al (2023);
sintomas; Chirathaworn et al.
Concentracdes elevadas na fase aguda. (2020)
GM-CSF Concentragdes elevadas na fase aguda. Chirathaworn ef al.
(2020).

Fonte: Elaborado pela autora.

2.5 Manifestacoes clinicas

A infec¢do pelo CHIKV pode ser dividida em trés fases: aguda, com duracdo de
sete a catorze dias; pds-aguda, durando de catorze dias até trés meses; cronica, quando os
sintomas persistem por mais de trés meses. Cerca de metade dos individuos infectados pode
evoluir para fase cronica (Ministério da Saude, 2024; Marques et al., 2017).

Habitualmente, CHIK resulta em um quadro autolimitado de febre alta, mialgias,
rash, poliartralgia e/ou poliartrite. As dores articulares acometem 90% dos individuos
sintomdticos e podem persistir por anos (Lum; Ng, 2015; Constant et al., 2021). Uma das
caracteristicas mais relevantes da CHIK ¢ a persisténcia dos sintomas articulares por semanas
e até anos, com a possibilidade de recidivas e casos de artrites destrutivas (Couderc; Lecuit,
2015). As manifestagdes clinicas de CHIK sao semelhantes as de dengue e as da Zika e essas
doengas representam dois relevantes diagnosticos diferenciais (Ganesan; Duan; Reid, 2017).

Os achados laboratoriais mais comuns sao linfopenia e neutropenia, mas, também
sdo descritos elevagdo de transaminases, aumento de creatinofosfoquinase (CPK) e elevagdo de
creatinina (Lum; Ng, 2015; Constant et al., 2021; Ganesan; Duan; Reid, 2017).

O quadro de artrite pelo CHIKV ¢ geralmente poliarticular, bilateral e simétrico,
afetando tornozelos, punhos, ombros, interfalangeanas, joelhos e cotovelos. A artralgia possui
intensidade variavel (Couderc; Lecuit, 2015).

Na fase aguda, predominam sintomas de poliartralgia, febre, fadiga, mialgia e
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prurido. O rash surge entre o terceiro e quarto dia de sintomas (Figura 8). Necessario destacar
que idosos podem permanecer afebris nessa fase. Na fase pds-aguda, além das queixas
osteomusculares (Figura 9), podem ser notadas parestesias. Por ultimo, na fase cronica, ocorre
persisténcia das dores osteomusculares, que podem ser intensas e incapacitantes. A dores

neuropaticas também podem permanecer (Ministério da Saude, 2024).

Figura 8 — Lesdes eritematosas por Chikungunya.

Fonte: Ministério da Satude (2024).

Figura 9 — Artrites por Chikungunya.

N

Fonte: Ministério da Satude (2024).

Atualmente, além das trés fases da doenca citadas, discutem-se os conceitos de
Chikungunya com manifestagdes extra-articulares e Chikungunya grave, os quais acometem,
comumente, pacientes nas fases aguda e pds-aguda. Primeiramente, a manifestagdes extra-
articulares podem ser definidas como manifestagdes sistémicas de acometimento de érgaos e
sistemas, associados ou ndo as alteragdes articulares, resultantes de agdo direta do CHIKYV, da
resposta inflamatoéria ou descompensac¢do de comorbidades. Como exemplos, podemos citar as
manifestagdes: cardiacas, como miocardite e arritmias; respiratdrias, como pneumonite €
hemorragia alveolar; neurologicas, como encefaleite, mielite e sindrome de Guillain-Barré;
renais, como nefrite intersticial aguda. Chikunguya grave, por sua vez, pode ser definida como

agravamento clinico do paciente, evoluindo para faléncia organica de, no minimo, um 6rgao ou
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sistema, com risco de Obito ou necessidade de internagdo hospitalar. As disfungdes organicas
podem ser cardiacas, respiratorias, hematologicas, neurologicas ou renais € podem ndo ser
acompanhadas de manifestagdes articulares. Recém-nascidos, idosos e pessoas com
comorbidades representam populacdes de risco para formas graves de CHIK (Ministério da

Saude, 2024).

2.6 Diagnostico

O Ministério da Saude sugere a utilizagdo de critérios clinico-epidemioldgicos para
definicdo de caso suspeito de CHIK. Os critérios clinicos sdo inicio abrupto de febre >38,5° C
e artralgia/artrite intensa de inicio agudo ndo explicada por outras condi¢des médicas. Os
critérios epidemioldgicos sdo individuos que residem ou visitaram area endémica ou epidémica
no prazo de 15 dias antes do inicio dos sintomas ou tém vinculo epidemiologico com caso
confirmado. Por ultimo, os critérios laboratoriais sdo: isolamento do CHIKV por cultura;
presenca de RNA do CHIKYV avaliada por reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase
reversa (RT-PCR); presenca de anticorpos IgM especificos para CHIKV; aumento de quatro
vezes nos valores de Imunoglobulina G (IgG) especificos para CHIKV em amostras colhidas
com, pelo menos, 10-14 dias de intervalo; detec¢do de anticorpos neutralizantes contra CHIKV
por teste de neutralizagdo por reducao de placa (PRNT) (Marques et al., 2017).

Os anticorpos especificos contra CHIKV IgM e IgG sdo detectados no soro dos
doentes durante a fase aguda da doenca (Couderc; Lecuit, 2015). Apos 5 a 7 dias do inicio dos
sintomas de CHIK, os anticorpos IgM sado detectados, atingem niveis maximos semanas depois
da infeccdo e comegam a diminuir nos proximos meses. A IgG passa a ser produzidas 7 a 10
dias ap6s o inicio da doenga (Silva; Dermody, 2017).

A identificacdo dos anticorpos contra o CHIKYV ¢ realizada por meio de Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e as amostras devem ser coletadas a partir do sexto dia
de sintomas. Amostras para técnica RT-PCR necessitam ser coletadas até o quinto dia de
sintomas e para PRNT, idealmente, devem ser usadas amostras pareadas de fases
convalescentes, sendo a primeira delas a partir do sexto dia e a segunda amostra com 15 dias

da primeira coleta (Ministério da Satde, 2024).

2.7 Tratamento

Quanto ao manejo da CHIK, na fase aguda, utilizam-se analgésicos, como dipirona
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e paracetamol, para alivio da dor e controle da febre. Sugere-se evitar os anti-inflamatérios ndo
esteroidais (AINEs) nesse momento, pelo risco de sangramento e de lesdo renal. Opioides e
relaxantes musculares (ciclobenzaprina) podem ser usados nesse momento. Na fase pos-aguda,
podem ser empregados AINEs, analgésicos e opioides. A prednisona pode ser prescrita, visando
ao controle do componente inflamatorio das artrites. Além disso, para dor neuropatica,
recomenda-se 0 uso de antidepressivos triciclicos (amitriptilina) ou anticonvulsivantes
(gabapentina, pregabalina). Na fase cronica, o medicamento de primeira linha ¢ a
hidroxicloroquina. Caso ndo haja resposta a essa droga, deve ser usado o metotrexato. Casos de
poliartrite grave e persistente, que ndo respondem as drogas sintéticas citadas, podem ser

tratados com agentes imunobiologicos (Ministério da Satde, 2024).

2.8 Justificativa

Desde 2004, a reemergéncia do CHIKV tornou-se um problema de satde publica.
Milhdes de casos graves, artropatia cronica e deformante por CHIK foram registrados nos cinco
continentes (Weaver; Forrester, 2015).

Segundo Roo et al. (2024) foram registrados 18,7 milhdes de casos de CHIK em
110 paises, entre 2011 e 2020, a maioria desses casos na América Latina e no Caribe. O prejuizo
econdmico secundario ao CHIKYV, nesse periodo, foi estimado em 2,8 bilhdes de dolares em
custos direitos e 47,1 bilhdes de ddlares em custos indiretos. Chikungunya continua sendo um
motivo de preocupagdo das autoridades sanitarias, tendo em vista que o risco global de infec¢ao
¢ relevante, pois, mosquitos vetores seguem se disseminando, favorecidos pela globalizagao,
urbaniza¢do e mudangas climaticas, o que maximiza a possibilidade de novos surtos da doenga,
sobretudo, em paises em desenvolvimento.

Além do Onus financeiro, a artropatia cronica pelo CHIKV pode impactar
negativamente na qualidade de vida dos doentes, os quais podem apresentar redugdo da
capacidade funcional por dor e rigidez, o que contribui para o sofrimento mental (Cervino;
Campos, 2022).

Até o momento, ndo ha tratamento antiviral especifico disponivel para CHIK
(Chirathaworn et al., 2013) e nem biomarcadores validados para prognostico. Porém, alguns
trabalhos tém citado as citocinas como potenciais biomarcadores, associados a gravidade e a
cronifica¢do da doenca, podendo se tornar alvos terapéuticos, a exemplo da interleucina 1 beta
(IL-1b). Os biomarcadores disponiveis atualmente, como enzimas hepaticas transaminases, sao

inespecificos e ndo possuem relagdo com a evolugdo da CHIK (Ferreira ef al., 2021; Thanapati
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et al., 2025).

No estudo de Souza et al. (2024), que investigou a fisiopatologia de CHIK com
énfase em desfechos fatais, notou-se que as mortes estavam associadas a disfungdo de multiplos
6rgdos e a injuria do sistema nervoso central. Entre os fatores do hospedeiro que contribuiram
para Obito, citou-se secrecdo aumentada de citocinas nos pacientes que faleceram, quando

comparada aos sobreviventes e aos controles.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o perfil de citocinas detectadas no plasma de pacientes do sexo feminino
com diagnoéstico confirmado de Chikungunya nas fases aguda, pds-aguda e cronica e que sdo

acompanhadas em uma Unidade Bésica de Saude (UBS) de Fortaleza, Ceara.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar quais citocinas e suas concentracdes estdo presentes nas trés fases da
doenca da populagdo feminina em estudo;

e Verificar se hd associacdo entre os niveis de concentragdo de citocinas e dores
articulares persistentes devido CHIK;

e Investigar se ha correlacdo entre os niveis de citocinas e a presenca de

comorbidades nas pacientes avaliadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e tipo de estudo

Tratou-se de um estudo de coorte prospectivo, observacional, analitico, que incluiu
pacientes do sexo feminino acometidos por CHIK e que foram acompanhados na Unidade
Basica de Saude (UBS) Anastacio Magalhaes, de Fortaleza, Ceara, no periodo de janeiro de
2021 a dezembro de 2024. Esse trabalho ¢ uma subamostra do projeto Rede de Pesquisa Clinica
e Aplicada em Chikungunya (REPLICK), coorte prospectiva multicéntrica brasileira sobre
CHIK (Duarte et al., 2023).

De acordo com dados do ultimo censo demografico de 2022, a populagdo de
Fortaleza ¢ de aproximadamente 2.500.000 pessoas. Devido a grande extensdo deste municipio,
os 121 bairros s3o divididos em territorios administrativos, as secretarias regionais (SR).
Atualmente, Fortaleza apresenta 12 secretarias regionais, onde a UBS Anastacio Magalhaes faz
parte da SR 3 (Prefeitura Municipal de Fortaleza, 2021).

A secretaria regional 3 inclui uma populagdo estimada em 230.063 mil habitantes e
abrange 13 bairros: Amadeu Furtado, Antonio Bezerra, Farias Brito, Monte Castelo, Olavo Oliveira,
Padre Andrade, Parque Araxa, Parquelandia, Presidente Kennedy, Quintino Cunha, Rodolfo Teotfilo,
Sao Gerardo e Vila Ellery (Prefeitura Municipal de Fortaleza, 2025).

4.2 Critérios de inclusao

Como critérios de inclusdo neste estudo, foram utilizados: mulheres com idade
igual ou superior a 18 anos, residentes em uma area importante do ponto de visto
epidemioldgico para CHIK, com quadro clinico sugestivo de CHIK e diagndstico confirmado
por meio de RT-PCR. Incluiram-se apenas mulheres nesse trabalho pois representavam a maior
parte das amostras de sangue registradas pelo REPLICK, com poucas amostras de sangue de
homens para comparagdo. Além disso, as pacientes do sexo feminino eram mais assiduas que
os homens nas cinco consultas realizadas, contribuindo para menor quantidade de perdas ao

longo do seguimento.

4.3 Critérios de exclusiao

Mulheres portadoras de artropatias inflamatdrias autoimunes, tais como artrite
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reumatoide (AR), lipus eritematoso sistémico (LES) e espondiloartrite axial (EPA) e outras
doencas febris agudas, como dengue e zika, confirmadas por meio de sorologia ou RT-PCR,

ndo participaram desse estudo.

4.4 Consideracoes éticas

De acordo com a Resolugdo n® 466/2016, os aspectos éticos foram respeitados,
sendo esclarecido o objetivo do estudo aos participantes. Na ocasido da coleta de dados foi
obtida assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

O projeto foi submetido e aprovado pelo CONEP (Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa), por meio do Certificado de Apresentagio para Apreciagio Etica (CAAE) n°
07936919.8.1001.5262 e Numero do Parecer: 3.352.657, em 28/05/2019.

4.5 Coleta e analise dos dados

A pesquisa foi realizada a partir de coletas de amostras de sangue, sendo utilizado
o plasma para dosagem de citocinas. Tais amostras foram obtidas ap6s consultas médicas na
UBS, nos cinco seguintes momentos: na fase aguda, logo apds primeiros sintomas de CHIK;
durante a fase pos-aguda, 21 dias ap6s primeiros sintomas; no inicio da fase cronica da CHIK,
90 dias ap6s surgimento de sintomas; ainda na fase cronica, 180 e 360 dias apos diagnostico.

Amostras de sangue de 40 pacientes e 10 controles (mulheres com idade superior a
18 anos, sem comorbidades, que ndo usavam medicamentos e com sorologia para CHIK IgM e
IgG ndo reagentes) foram incluidas neste estudo. Além das amostras de sangue, foram obtidos,
por meio de questionarios, dados epidemiologicos e clinicos das participantes da pesquisa, tais
como idade, procedéncia, comorbidades, como HAS, DM, asma e Doenga arterial coronariana
(DAC), e presenca e persisténcia de dores articulares (artralgias presentes por mais de 3 meses).

A andlise do perfil de citocinas foi realizada a partir de ensaios Milliplex® (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) com os dez analitos (GM-CSF, INF-gama, IL-1 B, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17A, IL-18, MCP-1) seguindo as orientagcdes do manual do fabricante (Figura
10) (Pereira Filho, 2023; Merck, 2021).
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Figura 10 — Representagdo esquematica do ensaio Milliplex.
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Fonte: Adaptado de Lin ef al. (2013).

Cada placa utilizada no ensaio possui 96 pocos, onde sdo depositados padrdes de
calibracdo (16 pogos), controles (4 pogos) e amostras (76 pogos) (Figura 11). Utilizaram-se 25
microlitros de plasma por pocgo. As esferas conjugadas aos anticorpos sdo misturadas as
amostras. Essa mistura pode ser incubada por 2 horas, em temperatura ambiente (20-24° C) ou

durante a noite (4-8 °C) sob agitacdo (Figura 12) (Merck, 2021).
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Figura 11 — Placa com 96 pocos usada no ensaio

Milliplex.

Fonte: Acervo da autora.

Figura 12 — Placa em processo de incubagao.

. VL tl
Fonte: Acervo da autora.

As citocinas presentes nas amostras se ligam aos anticorpos nas esferas. Apos essa
etapa, deve-se lavar cuidadosamente as amostras, visando a remoc¢do de moléculas ndo
vinculadas as esferas. Em seguida, adiciona-se um coquetel de anticorpos detectotores
biotinilados (anticorpos secundarios). Apds esse processo, realiza-se lavagem da placa, para
remocao de anticorpos biotinilados ndo ligados as citocinas (Merck, 2021).

Posteriormente, um reagente conjugado a enzima peroxidase, a estreptavidina-PE,

¢ adicionado para detectar as citocinas presentes (Figura 12). O substrato ¢ também adicionado,
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o qual ird reagir com peroxidase. Uma nova incubag¢ao € necessaria, com 30 minutos de duracao,
em temperatura ambiente, visando a ligagdo dos anticorpos conjugados a estreptavidia-PE.
Finalmente, novas 3 lavagens sdo executadas, com 5 minutos cada uma. Terminada essa etapa,
as particulas sdo analisadas por um leitor Milliplex, o qual detecta a fluorescéncia emitida. O
software Xpoent analisa os dados obtidos e calcula as concentragdes das citocinas, as quais sdo
expressas em picogramas por mililitro (pg/mL). Por fim, os resultados sdo validados,
comparando-se com os padrdes de calibracdo e com os controles (Figuras 13 e 14) (Lin ef al,

2013; Merck, 2021).

Figura 13 — Adigdo de estreptavidina-PE as amostras.

Fonte: Acervo da autora.

Figura 14 — Andlise das amostras pelo leitor Milliplex.

Fonte: Acervo da autora.
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As varidveis categdricas foram apresentadas como contagens e frequéncia relativa
em porcentagem. Para avaliar a associagdo entre variaveis categoricas foram usados os testes
de qui-quadrado ou exato de Fisher, conforme frequéncias esperadas. As varidveis continuas
foram avaliadas primeiramente quanto a normalidade, utilizando o teste de Shapiro-Wilk, bem
como por meio da andlise grafica dos graficos Q-Q e histogramas, além de medidas
quantitativas de dispersdo, assimetria e curtose. Varidveis consideradas normais foram
apresentadas como média + desvio padrdo, e as ndo normais, como mediana e amplitude
interquartil. Para varidveis continuas, as comparacdes entre dois grupos independentes foram
realizadas usando o teste t de Student ou Mann-Whitney, conforme a normalidade dos dados.

Para as comparagdes envolvendo multiplos tempos em grupos dependentes (dados
pareados), foi empregado o teste de Friedman. Quando este revelou diferenga global
significativa (p<0,05), as compara¢des multiplas foram feitas utilizando o teste de Wilcoxon
pareado com ajuste de Holm para controlar o erro tipo I. Resultados do teste de Friedman que
foram significativos indicaram a existéncia de uma tendéncia global de mudanca ao longo dos
tempos; entretanto, diferencas especificas entre pares individuais poderiam ndo ser
significativas apOs a corre¢do estatistica para multiplas comparagdes, revelando um efeito
global significativo sem que necessariamente houvesse diferencas pontuais detectaveis entre
tempos individuais.

Para visualizar graficamente a dindmica das varidveis continuas (citocinas) ao
longo dos periodos analisados, foram construidos graficos alluvial plot, categorizando as
variaveis em niveis qualitativos ("baixo", "médio" e "alto"). Para isso, os niveis de citocinas
foram categorizados conforme tercis (menor que o percentil 33 = "baixo", valores entre os
percentis 33 e 66 = "médio" e valores acima do percentil 66 = "alto").

Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As analises
foram realizadas utilizando o software R (versdo 4.3.1; R Core Team 2021), incluindo os

pacotes tidyverse, ggplot2, ggpubr, moments, rstatix, flextable e ggalluvial.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise de caracteristicas gerais de pacientes com Chikungunya, niveis de citocinas e

comparacgdes com o grupo controle sadio

Foram analisadas 40 mulheres com diagnoéstico confirmado de chikungunya, com
idade média de 47,3 + 16,4 anos. O grupo controle foi composto por 10 mulheres sadias. Dor
persistente foi relatada por mais da metade das pacientes (57,9%), enquanto comorbidades
estavam presentes em 45,0% dos casos. Dentre estas, destacaram-se diabetes mellitus (17,5%)
e hipertensdo arterial sistémica (27,5%). As medicagdes usadas devido CHIK no DO mais
frequentemente citadas pelas pacientes incluiram dipirona (62,5%), AINEs (90,0%) e
paracetamol (27,5%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas - comorbidades e medicacdes em uso das

pacientes com chikungunya incluidas no estudo.

Pacientes com

Variaveis Chikungunya (n=40)'
Pacientes 40 (100,0%)
Idade (anos) 473+ 16,4
Dores Persistentes 22 (57,9%)
Comorbidades 18 (45,0%)
Diabetes Mellitus 7 (17,5%)
Asma 2 (5,0%)
Hipertensao Arterial Sist€émica 11 (27,5%)
Doenca Arterial Coronariana 7 (17,5%)
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica 1(2,5%)
Acidente Vascular Cerebral 1(2,5%)
Uso de Medicagao 36 (90,0%)
AINE 9 (22,5%)
Dipirona 25 (62,5%)
Paracetamol 11 (27,5%)
Opioides 2 (5,0%)
Pregabalina 1(2,5%)
Dexametasona 1(2,5%)
Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: () Dados categoricos expressos como contagem absoluta € porcentagens entre paréntesis. Dados

quantitativos expressos como média + desvio padrdo.
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Os niveis de citocinas das pacientes com chikungunya foram avaliados no periodo
DO e com grupo controle. Das 40 pacientes incluidas no estudo, 38 mulheres compareceram
para coleta de amostras de sangue nesse periodo. Nao foi observada diferenga significativa na
maioria das comparagdes. Contudo, pacientes com chikungunya apresentaram niveis
significativamente menores de IL-18 quando comparados ao grupo controle [581,7 (225,0 -

5.010,6) pg/mL vs. 5.256,4 (5.003,5 - 5.728,1) pg/mL, p = 0,012] nesse periodo (Tabela 2).

Tabela 2 - Niveis de citocinas em D0 de amostras de sangue de pacientes com chikungunya e

comparagao com o grupo controle.

Variaveis Controles (n=10)' CHIKYV (n=38)! p-valor?
CRECHE il (0 (20.00316,'34?54.1000,0) (20.0041‘?3;0—0269000,0) 0,743
IFN-y pg/mL (DO) (10.00}?1’ 8—5267.000,0) (1.088?(53—4 T 169) %128
IL-1p pg/mL (DO) (2,9ljg '557.3)’(?0,0) (489,19 ’—692%.2265,5) 0,792
IL-2 pg/mL (DO) (5.000,8§ 1—4?’59.062,0) (s.ooo,Sf 6—5?65.000,0) 0,440
L gL, (100 (5.000,72’8—2%61.075,1) (s.ooo,Sf ?f)?bg.ooo,m A
IL-6 pg/mL (DO) (1,412878.%285,8) (1 1,(} f)é?é(;zz) 0,533
LALD gL, (1D (12.73%0—0421’56.305,9) (2.109?57]§301 14y 0128
IL-17A pg/mL (DO) (10.00;,12‘8—841%).3 57.7) (3.5731,2’90111’ .5289,4) 0,095
LA gl (1D (5.0035,'52565%728,1) (225,05§15’.7010,6) WU
MCP-1 pg/mL (DO) 24113 807.0 0,228

(649,0 — 442.488.7)

(354,4 — 25.332,8)

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: (! Dados quantitativos expressos como mediana e amplitude interquartil entre parénteses. @ Teste de Mann
Whitney foi usado para as comparagoes.
5.2 Analise do uso de corticoides na fase pos-aguda pelos pacientes com Chikungunya e

niveis de citocinas

Os niveis de citocinas foram avaliados no D21, fase pos-aguda, nos pacientes que
usaram ou ndo os corticoides (prednisona). Das 32 pacientes que compareceram na consulta do
D21, 10 delas (31,25%) estavam em uso de corticoides. Nao se observou diferenca significativa

nos niveis de citocinas entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3 - Niveis de citocinas de pacientes e comparagdes conforme uso de corticoide no D21.

Variaveis Sem uso {e colrticoide C'OH.l uso (Ee 1 p-value?
(n=22) corticoide (n=10)
G ECRIF gl (21 (20.00?%0—0416000,0) (20.0041‘?3;0—0269000,0) 0,076
IFN-y pg/mL (D21) (5.3951,8'9014 6’.8253,2) (4.3281,§{820(;.0000,0) 0,365
IL-1p pg/mL (D21) (4,31—2 25;) .1)’(?0,0) (6,8581}3'?6395’?504,8) 0,366
IL-2 pg/mL (D21) (3.4535,.20908’?801,4) (2.600,56'7—8:1)69.000,0) 0,467
IL-4 pg/mL (D21) (s.ooo?i()j)(l)éooo,m (5.0001,(1)’90106.0000,0) 0,267
1L-6 pg/mL (D21) (15 h ;26131,1) (1.2292,;12343;.2084,7) 0,454
IL-10 pg/mL (D21) (20.00??60—0;’79.096,7) (20.002,2é9—()269.560,4) 0,307
IL-17A pg/mL (D21) (10.00;?60—0??370,0) (10.00},15'7?%07.000,0) 0,628
IL-18 pg/mL (D21) (5.003;5,'20(-)65’.5343,2) (5.0035,53§75’?597,4) 0,286
MCP-1 pg/mL (D21) 2.657,9 2.094,9 0,948

(438,2 —195.323,1)

(1.455,0 - 195.721,9)

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (U Dados quantitativos expressos como mediana e amplitude interquartil entre parénteses. @ Teste de Mann
Whitney foi usado para as comparagoes.

5.3 Analise de caracteristicas gerais de pacientes com Chikungunya e niveis de citocinas e

sua relacio com presenca de dores persistentes

Foram avaliadas as caracteristicas clinicas de pacientes com chikungunya conforme
a presenca ou auséncia de dores persistentes (consulta em D90). Observou-se que a maioria das
variaveis clinicas e de uso de medicamentos ndo apresentou diferenga significativa entre os

grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Caracteristicas de pacientes com chikungunya e comparagdo conforme presenga de

dores persistentes.

(Continua)
Com dores
oo Sem dores . )
Variaveis (n=16)' persistentes p-valor
(n=22)!
Pacientes 16 (100,0%) 22 (100,0%) -
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Tabela 4 - Caracteristicas de pacientes com chikungunya e comparacio conforme presenca de

dores persistentes.

(Conclusao)
Com dores
i Sem dores . )
Variaveis (n=16)' pers1_stenltes p-valor
(n=22)

Idade (anos) 44,3 + 20,0 49,4 + 14,0 0,289

Comorbidades 6 (40,0%) 10 (47,6%) 0,65
Diabetes Mellitus 4 (26,7%) 3 (14,3%) 0,618
Asma 1(6,7%) 1 (4,8%) >0,999
Hipertensao Arterial Sist€émica 1 (6,7%) 9 (42,9%) 0,057
Doenga Arterial Coronariana 1 (6,7%) 5 (23,8%) 0,174
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica 0 (0,0%) 1 (4,8%) >0,999
Acidente Vascular Cerebral 1 (6,7%) 0 (0,0%) 0,864

Uso de Medicagao 13 (86,7%) 19 (90,5%) 0,72
AINE 1(6,7%) 6 (28,6%) 0,102
Dipirona 11 (73,3%) 11 (52,4%) 0,204
Paracetamol 3 (20,0%) 6 (28,6%) 0,558
Opioides 0 (0,0%) 2 (9,5%) 0,623
Pregabalina 0 (0,0%) 1 (4,8%) >0,999
Dexametasona 0 (0,0%) 1 (4,8%) >0,999

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: (U Dados categéricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre parénteses. Dados

quantitativos expressos como média + desvio padrio. @ Teste t de Student foi usado para dados continuos e teste
do qui-quadrado ou exato de Fisher para dados categodricos.

Além disso, foi analisado o envolvimento dos niveis de citocinas entre pacientes com

chikungunya com a presenga de dores persistentes. Observou-se que os niveis ndo diferiram

significativamente entre os grupos nos periodos analisados (Tabela 5).

Tabela 5 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagao conforme presenga

de dores persistentes.

(Continua)
Com dores
Variaveis Sem dores (n=16)' p-valor?
persistentes (n=22)'
20.001,3 40.000,0
CWIECE il (D) (20.001.3 — 40.000,0) (20.001,3 —40.000,0) >4
GM-CSF pg/mL (D21) 30.000,6 30.000.6 0,728

(20.001,3 — 40.000,0)  (20.001,3 —40.000,0)
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Tabela 5 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagao conforme presenga

de dores persistentes.

(Continuagao)
Variaveis Sem dores (n=16)! persiftoer:lltgsozin)l p-valor?
CnHCRT pghml, (DB (20.00?,63;6—647165.000,0) (20.0041‘?3'0—026?000,0) e
GM-CSF pg/mL (D180) (20.00??50—04115000,0) (20.0041‘?3'0—022)9000,0) 0,418
CmHCST pghml, (IDSCT) (20.0041‘?3;0—0269000,0) (20.0041‘?3'0—026?000,0) D
IFN-y pg/mL (DO) (1.6201,(5)'90131’ .7717,4) (1.03 1?633 ?’13.104,8) 0,324
EW=y gl (ID21) (791.2020? 28.’5906,3) (10.00;%0—0;66.000,0) W
IFN-y pg/mL (D90) (10.00(1),141—6‘1"65.667,2) (10.00(1)?3 1—0%7%482,3) 0,852
ENy il (D) (10.00(1)?i()—();61.000,0) (10.00(1)?7'4—5;65.000,0) el
IFN-y pg/mL (D360) (10.00(1)?9'6—9264000,0) (10.00;?5'0—0?’2?380,3) 0,620
IL-1p pg/mL (DO) (2.6481,(2)3022?:.9265,5) (489,19 8261’;367,6) 0.872
IL-1p pg/mL (D21) (3,21—1 2959 .2630,0) (54,3} 2—'52?62)0,0) 0,718
IL-1p pg/mL (D90) (2,23—'11?617,3) (4.3771,2{6349’.3104,0) 0,071
IL-1p pg/mL (D180) (1 .5461,2'50231’ .0801,4) (7,81—7 2955 .%30,0) 0,642
ALl gl (DRI, (6,52—1 2?.254,8) (1 6,61 2—'51%356,3) 0,495
IL-2 pg/mL (DO) (5.000,52'0—0139.871,6) (3.520,548—5165.000,0) 0,553
L2 gL, (D21, (1 .9065,50905’.2448,6) (5.000,51’2—441‘62.000,0) RIS
IL-2 pg/mL (D90) (827,38'7—651.’9506,4) (5.000,73;%2’29.376,7) 0,072
IL-2 pg/mL (D180) (5.0005,50929’.1208,4) (4.183,552??’25.919,6) 0,759
IL-2 pg/mL (D360) (7.8621,2'52254?93 1,7) (5.000?59—3?;384,1) 0,113
IL-4 pg/mL (D0) (s.ooo,si 0—0(1)63{000,0) (1 .398,% 1—6';)66.000,0) 0,651
IL-4 pg/mL (D21) (5.000,6i 0—5(1)éooom (5.000,52'4—9%1.000,0) 0,610
6.666,8 5.420,8

IL-4 pg/mL (D90)

(5.000,1 — 9.938,9)

(5.000,2 — 10.000,0)

0,574
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Tabela 5 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagao conforme presenca

de dores persistentes.

(Continuagao)
Variaveis Sem dores (n=16)! persiftoer:lltgsozin)l p-valor?
L gL, (D10 (5.000?2(1()?é000,0) (5.000,6i 5—1(1)61.000,0) Wik
IL-4 pg/mL (D360) (5.000,93;’72.329,2) (5.0006,45157’.9294,2) 0,264
L6 gL, (D0 (2,21;825.98’955,9) (149,15931(),’52)32,2) D
IL-6 pg/mL (D21) (1 ,41283? .%54,7) @, 11243} .%’54,7) 0,848
L6 il (C20) (11— ??.445,1) (657,31'6—972.’9650,2) U250
IL-6 pg/mL (D180) (1.1 fl71.'5300,3) 2.0 §22%’8109,3) 0,898
L0 gL, (D360 (2,21i271.75’76 1.3) (2,4221;.29110,5) DY
IL-10 pg/mL (DO) (4.2641,46131256.701 14 .781,66()—6269.666,9) 0,344
LALD gL, (D22 (20.00?% (1();39.217,5) (20.00?&0—022)6.560,4) s
IL-10 pg/mL (D90) (20.00%,655—9;’77.553,6) (14.35%?9'0—02’23.798,8) 0,486
LD gl (DT (20.00?,5§2—1;§s5.414,3) (20.003,21'4—1%89.758,8) I
IL-10 pg/mL (D360) (20.002?62—1 ;’23.505,9) (20.00421?47332875,4) 0,784
ML= Tl (D) (3.5731,2’90116?808,5) (3.6341,(5)'90111,.2888,9) il
IL-17A pg/mL (D21) (10.00%?(56—6369000,0) (10.005?0'0—0?13851,2) 0,885
ML=LgA Tzl (D) (10.001,221—9?’6?667,4) (10.00(1)?7'%6%8%421,7) lle
IL-17A pg/mL (D180) (10.00%&0—042‘65.000,0) (10.001?2'6—()%6%897,1) 0,431
ML=L75 gzl (1T (10.00411,12'5—6?’85.715,3) (10.00411,19’6—2(1)’22.345,9) e
IL-18 pg/mL (DO) (575,12' 1—2;3.’807,2) (178,44325,.2161,8) 0,357
LA gL, (D221 (5.0015,80105’.6478,1) (5.0035,90975.6511,0) UnBh
IL-18 pg/mL (D90) (5.0035,213 §96’.6495,8) (3.2675,;10945’i151,2) 0,227
IL-18 pg/mL (D180) >.003,4 5-060,9 0,303

(5.001,7 — 5.427,4)

(5.003,4 — 5.495,1)
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Tabela 5 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagao conforme presenga

de dores persistentes.

(Conclusao)
Com dores
cr . — 1 - 2
Variaveis Sem dores (n=16) persistentes (n=22)! p-valor
52724 5.109,5
Lt (5.004,6-55573)  (5.0052-53940) 69
834,7 634,9
MCP-1 pg/mL (DO) (2754—1246787)  (3544-253328) 08P
2.118,5 3.034,4
RIS paghmil, (D21 (748,1 — 124.6494)  (2.000,5—195350,6) 332
195.330,4 109.009,0
MCP-1 pg/mL (D90) (44.4121-222.8144) (2.1471-197.5480) 07
8.732,7 59.128,7
RCTE gl (DY) (2.893.1 - 1953312) (94832932068 861
MCP-1 pg/mL (D360) oh6027 0.881,5 0,738

(2.899,5-195.931,2) (2.613,3-195.359,9)

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (U Dados quantitativos expressos como mediana e amplitude interquartil entre parénteses. @ Teste de Mann
Whitney foi usado para as comparagoes.

5.4 Analise de caracteristicas gerais de pacientes com Chikungunya e niveis de citocinas e

sua relacdo com presenca de comorbidades

As caracteristicas clinicas e de medica¢do em uso dos pacientes com chikungunya
foram comparadas também segundo a presenga de comorbidades. Observou-se que pacientes
com comorbidades eram significativamente mais velhos do que aqueles sem comorbidades
[58,0 £ 13,9 vs. 38,7 £ 13,6 anos; p < 0,001]. Nao houve associagdo significativa entre

comorbidades e dores persistentes (p=0,650) (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas de pacientes com chikungunya e comparagao conforme presenga de

comorbidades.
(Continua)
Variaveis Sem comorbidades | Com comorbidades _valor?
v (n=22)! (n=18)’ P
Pacientes 22 (100,0%) 18 (100,0%) -
Idade (anos) 38,7+ 13,6 58,0+ 13,9 <0,001

Dores Persistentes 11 (55,0%) 10 (62,5%) 0,650
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Tabela 6 - Caracteristicas de pacientes com chikungunya e comparacdo conforme presenca de

comorbidades.
(Conclusao)
Variaveis Sem comorbidades | Com comorbidades _valor?
v (n=22)! (n=18)! P

Uso de Medicagao 21 (95,5%) 13 (81,3%) 0,159
AINE 3 (13,6%) 4 (25,0%) 0,640
Dipirona 17 (77,3%) 6 (37,5%) 0,050
Paracetamol 5(22,7%) 5(31,3%) 0,556
Opioides 2 (9,1%) 0 (0,0%) 0,615
Pregabalina 1 (4,5%) 0 (0,0%) >0,999
Dexametasona 0 (0,0%) 1(6,3%) 0,871

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: (U Dados categéricos expressos como contagem absoluta e porcentagens entre parénteses. Dados

quantitativos expressos como média + desvio padrio. @ Teste t de Student foi usado para dados continuos e teste
do qui-quadrado ou exato de Fisher para dados categodricos.

Foram avaliados os niveis de citocinas em pacientes com chikungunya segundo a
presenga de comorbidades. De maneira geral, ndo foram observadas diferencas significativas
na maioria das citocinas entre os grupos com e sem comorbidades. Contudo, pacientes sem
comorbidades apresentaram niveis significativamente mais elevados de MCP-1 no periodo
basal [1.046,8 (538,5—124.678,7) pg/mL vs. 408,0 (314,3 — 1.541,8) pg/mL; p = 0,045] (Tabela
7).

Tabela 7 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparacdo conforme presenga

de comorbidades.

(Continua)
Variaveis Sem cz)l?;;;l))lidades Com c((:ln=1(1)g)lidades p-valor?
CmHCST gl (D) (20.0041‘?3'0—0269000,0) (20.00??3'0—041163.000,0) st
GM-CSF pg/mL (D21) (20.00??3'0—022)6.000,0) (20.00??3'0—022)6.000,0) 0,736
CnHCRT pghml, (DB (20.0041‘?3'0—0269000,0) (20.00?,63'6—647165.000,0) U2
GM-CSF pg/mL (D180) (20.0041‘?3'0—022)?000,0) (20.00??3'0—022)7.000,0) 0,739
CmHCST pghml, (IDSCT) (20.0041‘?3'0—0269000,0) (20.0041‘?3'0—0269000,0) D8
IFN-y pg/mL (DO) 1998,3 74T 0,919

(1.505,2-11.455,4) (1.059,8 —10.559,3)
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Tabela 7 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagdo conforme presenca

de comorbidades.

(Continuagao)
Variaveis Sem cz)l?;;;l))lidades Com c((:ln=1(1)g)lidades p-valor?
EW=y gl (ID21) (5.6961,2'26116’.0253,2) (7. 1641,?1'90256.6000,0) L
IFN-y pg/mL (D90) (10,00%)163-3%:,‘964,5) (10.00(1)?2()—2362.000,0) 0,670
ENy il (D) (10.00(1)?9'0—042‘61.000,0) (10.00(1)&0—1265.000,0) Ll
TFN-y pg/mL (D360) (1o.oo}?é6—9?£190,1) (9.8631,3'90155’?554,6) 0,878
LA il (0.0 @. 160?49—22’50.000,0) (248,110;619 315 56.0) bl
IL-1p pg/mL (D21) (3.4321,%50225’.0000,0) (35,21 (}7255%64(‘)0,0) 0,625
IL-1p pg/mL (D90) (1 .5971;{0204.941 1,5) (3,71—6 f76.77’33,4) >0,999
IL-1p pg/mL (D180) (12.501?46—442‘,25.589,7) (7,81—2 '25;)})’(())0,0) 0.837
ALl gl (DRI, (7,31—3 o .%695,0) (16,61 6—'292?2124,8) 0,479
IL-2 pg/mL (D0) (2.567,666—9§b7.000,0) (5.0005,’20548’9477,6) 0,976
IL-2 pg/mL (D21) (3.8005,;12%425.5801,4) (3.4535,20905?863,4) 0,926
IL-2 pg/mL (D90) (3.75 15,609022.7012,8) (708,85 f)(i%%oop) 0,466
IL-2 pg/mL (D180) (5.000,5i 0—0(1)68.000,0) (3.212;23—3’;364,0) 0,731
IL-2 pg/mL (D360) (6.588,95.8—6%1%692,1) (5,0001,1?2296’,1577,5) 0,644
L gL, (100 (3.256,9§3—54112)7.000,0) (5.0005,10909’?081,8) Wk
IL-4 pg/mL (D21) (5.000,72'4—3?61.000,0) (5.000,51'4—9%1.000,0) 0,638
L gL, (DI (5.000,626—6?67.000,0) (5.0005,6()?21’8.000,0) SR
IL-4 pg/mL (D180) (5.000,729—2§65.000,0) (5.000,5i 1—7?69.000,0) 0,626
L gL, (D360 (5.000,66'6—4?2)% 812.1) (5.000,645—1 %9909,0) W2
IL-6 pg/mL (DO) (21,51 f?&io,% (3.2 z311.6739,0) 0,064
L0 gL, (D21, (2,01;721.67’(36,6) (1,21255.%719,1) e
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Tabela 7 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagdo conforme presenca

de comorbidades.

(Continuagao)
Variaveis Sem cz)l?;;;l))lidades Com c((:ln=1(1)g)lidades p-valor?
L0 gL, (DD (2,32;3;1.15’4%4,6) (1.6 6—'31982.;21115,1) Ll
IL-6 pg/mL (D180) (1.2 —42’.1633,3) (3,61;6;1.31’;0,4) 0,430
IL-6 pg/mL (D360) (2,22i6§ .36’233,9) (2,21;261.2)’864,5) 0974
IL-10 pg/mL (DO) @. 109,652—?);13.307,6) (3.2541,411'19226?005,8) 0.918
IL-10 pg/mL (D21) (20.00?&0—0?’19.350,4) (20.00??1'0—03116.586,9) 0,664
IL-10 pg/mL (D90) (20.00?&0—0;‘2)5.167,9) (20.00326—6232.457,2) 0,588
ALl g (DL, (20.00??9'8—3?86.414,3) (20.00%,236—1;’63.914,5) 0,801
IL-10 pg/mL (D360) (20.003?6'7—9395%532,1) (20.003?6'0—0;7?263,9) 0,260
IL-17A pg/mL (DO) @, 146?68-8312,888,9) (5.4281,(1)'90126.2534,6) 0,367
IL-17A pg/mL (D21) (10.001?7'0—041"95.357,7) (10.005?2'6—6?35?370,0) 0,744
ALeL e il L (DR, (10.00} ,125—() (1)’63.843,3) (10.00},22'3—4;69.000,0) >0,999
IL-17A pg/mL (D180) (10.001?2&0—0‘2‘65.000,0) (10.001?2'7—422)3.000,0) 0,926
IL-17A pg/mL (D360) (10.00;,12;—1 1’64.637,2) (10.00;,12'3—3 (1)’72.463,0) 0,518
IL-18 pg/mL (DO) (233,36?5’.1 130,0) (224,65§05,.6005,9) 0,804
IL-18 pg/mL (D21) (5.0035,60i1§.5517,7) (5.0035,’20975’.6411,9) 0,802
IL-18 pg/mL (D90) (5.0035,609459773,9) (5.0025,'92 355’.7503,7) 0,925
ALl g (DL, (5.002%?0935.94127,4) (5.002530965’.5635,0) 0,731
IL-18 pg/mL (D360) (5.0055,62 %65’.5574,9) (5.0045,3) is5’.8511,0) 0449
MCP-1 pg/mL (D0) (538,51;0;1 264’1?678,7) 3 14,34981’ .0541 8) 0,045
MCP-1 pg/mL (D21) (1.592,3'80169’;348,6) (1.101,2'9914 6(9).209,7) 0,599
- 125.579,5 195.333,1 0.890

(3.111,5 — 249.237,5)

(1.861,4 — 196.461,6)
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Tabela 7 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya e comparagdo conforme presenca

de comorbidades.

(Conclusao)
ro . Sem comorbidades | Com comorbidades 5
Variaveis (n=22)! (n=18)! p-valor
25.027,9 13.624,6
R (2.893,1 -390.607,2) (920.8— 195.8064) 7
MCP-1 pg/mL (D360) 3,363,8 124,670,6 0,651

(2,756.4 — 195.356,5) (1.809,9 —195.835,6)

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: (U Dados quantitativos expressos como mediana e amplitude interquartil entre parénteses. @ Teste de Mann
Whitney foi usado para as comparagoes.

Por fim, foram avaliadas as variagdes longitudinais nos niveis de citocinas em
pacientes com chikungunya durante o acompanhamento (DO a D360). Foram observadas
diferencas significativas ao longo do tempo para IL-10 e IL-18. Niveis da IL-10 apresentaram
elevacdo sustentada a partir de D21, com diferencas significativas entre DO e D180 e entre DO
e D360 (p =0,027). A IL-18, por sua vez, apresentou aumento significativo ja entre DO e D21
(p = 0,020). Os niveis de IL-2 tiveram aumento com significancia estatistica, mas nao houve
significdncia nas comparagdes multiplas ap6s correcdo do erro tipo I (Tabela 8).

Assim como em outros estudos de coorte prospectiva, houve perdas de participantes
ao longo do tempo. Em DO, das 40 pacientes incluidas, 38 compareceram para coleta de
amostras de sangue. Nos D21 e D90, 30 participantes compareceram para novas coletas,
enquanto no que D180 e D360, 31 e 24 pacientes compareceram para coletas de amostras,

respectivamente.



56

Tabela 8 - Niveis de citocinas de pacientes com chikungunya ao longo do periodo de acompanhamento das pacientes.

CHIKV (n=40)"

DO (n=38) D21 (n=30) D90 (n=30) D180 (n=31) D360 (n=24) p
40.000,0 30.000,6 33.3338 40.000,0 40.000,0
GM-CSFpg/mL 1 0013 —40.000,0) (20.001,3 —40.000,0) (20.001,3 —40.000,0) (20.001,3 —40.000,0) (20.001,3 —40.000,0) 7%
IFNoy pg/mL 4.348,0 10.007,6 10.109,4 10.012,8 10.640,6 0.196
(1.088,0— 11.116,9)  (4.328,3 —20.000,0) (10.000,5 — 20.000,0) (10.000,7 —20.000,0) (10.002,6 — 15.554,6) "
L1 pg/mL 9.695,2 12.501,7 12.501,2 12.755,7 16.598,8 0779
(489,1 —23.265,5) (16,1 —25.000,0) (9,1 —25.000,0)  (3.089,3 —23.239,5) (16,6 — 25.000,0) ’
L2 pg/mL 5.652,5 5.000,9 5.000,3 6.307,2 10.000,0 0.031
(5.000,1 — 10.000,0)  (2.600,6 — 10.000,0)  (1.126,6 —8.012,8)  (5.000,1 — 10.000,0) (5.314,1 —21.051,7)
14 pg/mL 5.302,9 5.495,1 6,213,2 7.667,1 6.569,5 0.509
(5.000,1 — 10.000,0)  (5.000,2 — 10.000,0)  (5.000,2 — 10.000,0)  (5.000,2 — 10.000,0)  (5.000,6 — 10.150,3)
[L-6 pg/mL 1.039,0 1.714,0 23412 1.631,9 1.679,9 0.406
(11,0 - 2.377,2) (1,5 —3.084,7) (1,9 9.164,5) (1,2 —4.455,1) (2,3 —4.770,0) ’
110 pg/mL. 6.774,3 20.006,6 23.269,5 252175 23.739,3 0,027
(2.109,5 - 20.011,4) (20.001,1 —28.758,8) (20.001,6 — 33.457,2) (20.001,9 —31.064,3) (20.005,6 —27.263,9)
IL-17A pg/mL 10.001,5 10.007,0 11.612,5 11.197,4 11.620,2 0.448
(3.573,4— 11.289.4) (10.002,0 — 14.851,2) (10.001,2 —20.000,0) (10.001,8 —20.000,0) (10.004,9 — 14.253,2)
581,7 5.007,6 5.120,5 5.005,3 52223
IL-18 pg/mL (225.0-5.010.6)  (5.0033-5493,1)  (5.002.9-5621,0) (5,002.8-5.6350)  (5.0050—5511,00 020%*
807,0 23455 136.248,5 25.027,9 6.881,5
MCP-Tpg/mL 354 4 25332.8)  (1.049.6— 195.3254) (3.111,5— 198.6343) (2.148.7—196.811,7) (2.613.3—195361,5) 77
10.016,9 9.929,9 5.626,7 1.967,0 8.086,1
TGF-0 pg/mL (5,3 — 20.000,0) (3,2 — 20.000,0) (2,2 — 20.000,0) (1,7 — 20.000,0) (3,3 — 19.507,5) s

Nota: M Dados quantitativos expressos como mediana e amplitude interquartil entre parénteses. ) Teste de Friedman foi usado para as comparagdes dos grupos dependentes. Foram
usadas comparagdes multiplas com ajuste de Holm para controlar o erro tipo 1. *p<0,05 entre: DO vs D180 e D360. **p<0,05 entre DO vs D21. Embora 40 pacientes tenham sido
incluidas inicialmente no estudo, no DO, 2 dessas pacientes ndo compareceram para coleta de amostras de sangue. Ao longo do tempo, houve perda de pacientes ¢ a quantidade de
participantes do estudo foi reduzida.
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Graficos alluvial plot foram construidos apds calculos dos tercis dos niveis
(representando valores baixo, médio e alto) das citocinas, para representar a mudanga dessas

citocinas que se destacaram ao longo do periodo avaliado nas pacientes com chikungunya
(Graficos 1 a 3).

Grafico 1 - Alluvial plot dos niveis de IL-2 de pacientes com chikungunya ao
longo do periodo de acompanhamento.
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Fonte: Dados da pesquisa.



Grafico 2 - Alluvial plot dos niveis de IL-10 de pacientes com chikungunya ao

longo do periodo de acompanhamento.
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Gréfico 3 - Alluvial plot dos niveis IL-18 de pacientes com chikungunya

ao longo do periodo de acompanhamento.
Alluvial Plot - Variacédo dos Niveis de IL-18 (Grupo CHIKV)
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6 DISCUSSAO

A interleucina-18 ¢ habitualmente detectada na fase aguda de CHIK (Silva;
Dermody, 2017), onde atua induzindo libera¢do de IFN-g, que contribui para eliminagao viral
(Chirataworn et al., 2013). Curiosamente, em DO, pacientes com CHIK apresentaram niveis
significativamente menores de IL-18 quando comparados ao grupo controle. Esse achado pode
ser explicado pela atividade da proteina de ligagao a IL-18 (IL-18BP), um regulador proteico
natural da IL-18. A IL-18BP ¢ secretada constitutivamente e, ao se ligar a IL-18 com alta
afinidade, regula negativamente a atividade dessa citocina (Dinarello et al., 2013; Lee; Cho;
Park, 2015).

No estudo de Chirathaworn et al. (2010) foram determinados niveis séricos de IL-
18 e IL-18BP em pacientes com CHIK e em controles, nas fases aguda e convalescente (5-13
dias apds coleta da fase aguda). Notaram-se niveis mais elevados de IL-18 nos soros
convalescentes que nos soros agudos, ao contrario de IL-18BP, que apresentou concentragdes
mais elevadas em soros agudos que nas amostras convalescentes. Os dados desse trabalho
sugerem que a producao de IL-18 e IL-18BP foi induzida pela a infeccdo pelo CHIKV e que
IL-18BP foi aumentada na fase aguda para modular a atividade da IL-18. Mesmo ndo que nao
tenhamos dosado IL-18BP no presente estudo, os achados de Chirathaworn et al. (2010) podem
explicar a razdo dos niveis de IL-18 encontrados nos pacientes com CHIK em DO serem
menores que os niveis dos controles e também o porqué dos niveis de IL-18 exibirem aumentos
expressivos entre DO e D21.

Em outro estudo conduzido por Chirathaworn et al. (2020), no qual pacientes
acometidos por CHIK com e sem dor articular tiveram citocinas dosadas, os niveis de IL-18
foram superiores no grupo de pacientes com artralgia, sobretudo, 3 a 4 dias ap6s inicio dos
sintomas.

Embora, classicamente, IL-18 seja descrita como uma molécula indutora de IFN-g,
evidéncias recentes demonstraram que essa citocina possui efeitos pleiotropicos, pois € capaz
de induzir as células T helper a sintetizar IL-3, IL-9 e IL-13, além de imunorregular respostas
Th2 e Th17 (Chirathaworn et al., 2020). Esse comportamento dual poderia justificar a elevagao
da concentragdo dessa citocina, em nosso estudo, nas fases pods-aguda e cronica, podendo tanto
representar um estimulo pro-inflamatério, como também imunomodulador.

Em estudo conduzido por Venugopalan, Ghorpade e Chopra (2014), que avaliou
pacientes indianos acometidos por CHIK, notou-se niveis maximos de citocinas Th1, a exemplo

de MCP-1, na fase aguda. Resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo, onde
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MCP-1 apresentou niveis elevados em pacientes sem comorbidades no DO. Isso pode ser
explicado pelo papel dessa citocina, que atua no recrutamento celular, o qual se inicia nas fases
precoces da resposta imune (Chirathaworn; Chansaenroj; Poovorawan, 2020). No estudo de
Silva et al. (2016), ao avaliar concentracdes de MCP-1 produzidas por mondcitos infectados
por CHIK, notou-se uma rapida eleva¢do da concentragdo dessa citocina na fase aguda e que
os niveis séricos coincidiram com o periodo virémico.

Os niveis de MCP-1 também foram avaliados no trabalho de Ninla-Aesong,
Mitarnun e Noipha (2019), onde as concentracdes dessa molécula e de outras citocinas foram
avaliadas na fase cronica de CHIK. Nesse estudo, registraram-se niveis de MCP-1 aumentados
nessa fase da doenca. Esse quimioatraente ¢ expresso nos sitios de infec¢do pelo CHIKV e
incrementa a migracdo de mondcitos, cé¢lulas de T de memoria e células NK, o que contribui
para dano articular persistente.

Os corticoides sdo medicagdes fundamentais na fase pds-aguda de CHIK. Através
de seus efeitos gendmicos, os corticoides desativam genes promotores de inflamag¢do, como
aqueles relacionados a expressao de citocinas, quimiocinas, moléculas de adesdo e receptores.
Efeitos ndo-gendmicos dos corticoides sdo desencadeados a nivel de membrana plasmatica e
dos canais i6nicos da célula, ndo afetam a expressdo génica inicial ou diretamente e produzem
resultados rapidos, como a ativacao de vias de transducao de sinal (Barnes, 2006; Mitre-Aguilar;
Cabrera-Quintero; Zentella-Dehesa, 2015). Avaliamos o uso de corticoides pelas pacientes com
CHIK, na fase pos-aguda, D21, devido ao efeito regulador negativo da inflamacdo dessas
drogas, o que poderia causar reducdo da secre¢do de citocinas em pacientes que o utilizavam
em relagdo aqueles ndo usaram corticoides. Porém, ndo houve diferenca significativa nos niveis
de citocinas entre os grupos.

Kulkarni et al. (2017) investigaram as concentracdes de IL-10 e a atividade de
células Tregs em individuos com CHIK. As células T reguladoras (Tregs) desempenham um
papel modulador, regulando a atividade das células T CD4+ e CD8+. Esses efeitos regulatorios
podem resultar na secre¢do de citocinas como a IL-10. O estudo citado ndo demonstrou
diferengas significativas nos niveis de IL-10 entre os pacientes dos grupos agudo, crénico ou
controle, no entanto, as concentracdes de IL-10 foram maiores nos pacientes recuperados,
destacando o potencial anti-inflamatoério dessa citocina.

A interleucina-10 também foi dosada no estudo de Venugopalan, Ghorpade e
Chopra (2014), onde foi notada concentragdo maxima nos pacientes com CHIK e sintomas
prolongados (15 a 30 dias apos infec¢do). Resultados semelhantes aos encontrados em nosso

trabalho quanto a IL-10 foram descritos no estudo de Ninla-Aesong, Mitarnun e Noipha (2019):
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os niveis dessa interleucina estavam reduzidos na fase aguda e aumentaram significativamente
na fase cronica, 6 a 12 meses apods infecg¢ao pelo arbovirus.

As concentragdes de IL-18 e IL-10 apresentaram um padrao dinamico ao longo do
periodo estudado, estando reduzidas na fase aguda dos pacientes com CHIK, e apresentando
elevagdo sustentada posteriormente. Ao comparar os resultados do nosso estudo com aqueles
encontrados em varios trabalhos, notamos diferencas no perfil de citocinas nas fases de CHIK.
Isso por de ser explicado, inicialmente, por fatores genéticos, que resultam em polimorfismos
em genes encarregados pela codificagdo de citocinas, proteinas transmembrana, enzimas,
mediadores celulares, receptores e moléculas de reconhecimento, o que leva a variados padrdes
de resposta ao CHIKV (Chirathaworn et al., 2020; Gotay; Rodrigues; Yaochite, 2018). Podemos
citar outros fatores que justifiquem essas diferencas de perfil de citocinas, como numero de
amostras utilizadas, tempos de coleta das amostras, fases da doenca dos participantes do estudo,
genotipo do CHIKV e método do ensaio usado (Chirathaworn et al., 2013; Venugopalan;
Ghorpade; Chopra, 2014; Tanabe et al., 2018). O presente estudo contou com a participagao
apenas de pacientes seguidos na aten¢ao primdria a saude, diferentemente de outros trabalhos,
onde foram incluidos individuos acompanhados em ambulatorios especializados e hospitais, os
quais apresentaram sintomas graves de CHIK.

Diversos trabalhos tém avaliado as concentracdes de citocinas nos pacientes na fase
cronica de CHIK. No estudo de Ninla-Aesong, Mitarnun e Noipha (2019), houve aumento dos
niveis de IL-1b, IL-6 e IL-8 em individuos com CHIK com sintomas cronicos em relagdo aos
controles. Chow et al. (2011) relatou niveis elevados de IL-17 nesse momento da doenca.
Enquanto que Chaaithanya et al. (2011) descreveram elevagao IL-6, IL-8 e MCP-1 em pacientes
na fase cronica. Essas citocinas ja sdo citadas como participantes da fisiopatologia de outras
doengas artriticas, como AR e a doenga do virus Ross River (RRV). Tal informacao sugere que
0s mecanismos imunopatogénicos da artrite cronica por CHIK possua semelhangas com essas
morbidades. Em nosso estudo, IL-18 e IL-10 apresentaram niveis persistentemente elevados na
fase cronica, achados que ndo se repetiram na literatura. Pode-se sugerir que a elevagao
sustentada de IL-18 nessa fase represente uma continua¢do de respostas pro-inflamatorias,
como também regulatorias, enquanto que os niveis de IL-10 aumentados representam uma
tentativa do sistema imune, através dessa citocina, de conter os possiveis danos prolongados
secunddrios a infec¢do por CHIK.

Mais da metade populagdo feminina em estudo (57,9%) apresentou dores
articulares persistentes secundarias a CHIK. Os dados acerca de artralgias cronicas pelo

arbovirus variam na literatura, cuja prevaléncia oscila entre 14,4 a 87,2%. Essa variacdo pode
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ser explicada por diversos motivos, como tamanho da amostra, tempo de seguimento dos
pacientes ou método de coleta dos dados (Marques et al., 2017). No estudo de Rodriguez-
Moralez et al. (2015), onde foi construido um modelo estatistico com dados de oito trabalhos,
estimou-se uma prevaléncia de artropatia cronica por CHIK de 47,57 % na América Latina.
Alguns fatores do hospedeiro estdo associados a uma maior probabilidade de desenvolvimento
de sintomas articulares persistentes: idade superior a 40 anos, sexo feminino, diagnostico prévio
de doenca articular, como osteoartrite, € acometimento proeminente na fase aguda,
caracterizado por quadro poliarticular com sinais flogisticos intensos (Marques et al., 2017).

Outro fator que esta associado a maiores taxas de cronificagdo de CHIK ¢ a presenca
de comorbidades, sobretudo, DM (Marques et al., 2017). Em nosso estudo, embora ao se avaliar
comorbidades e dores persistentes ndo encontramos diferenca significativa, notou-se que a
comorbidade mais frequentes entre as mulheres com dores cronicas era HAS, seguida de DM.

A artropatia cronica por CHIK pode ser explicada por varios mecanismos possiveis,
como: persisténcia do material genético viral, resultando em replicacio de CHIKYV;
permanéncia de antigenos do arbovirus, os quais ndo sdo depurados, e continuam ativando
reacdes inflamatorias; manutencdo de inflamac¢do imunomediada, apesar da elimina¢do do
patdgeno (Brito ef al., 2023).

Como limitagdes desse estudo, podemos considerar: o pequeno nimero de amostras
de doentes e de controles usados; as perdas de pacientes que ocorreram ao longo do tempo,
reduzindo o tamanho das amostras de fase crdnica; a inclusdo apenas de pacientes do sexo
feminino, sem amostras de individuos do sexo masculino para comparagao.

Devemos enfatizar que este ¢ o primeiro estudo brasileiro € um dos poucos em
escala mundial sobre CHIK que realizou o seguimento dos pacientes por um periodo de 12
meses, com coleta de dados sobre dores persistentes e de amostras para dosagem de citocinas

em 5 momentos distintos da enfermidade.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que IL-18 apresentou niveis reduzidos em pacientes com CHIK,
quando comparados aos controles, em D0, com elevacao de suas concentragdes a partir da fase
pos-aguda, persistindo durante a fase cronica. A interleucina-10 também mostrou niveis
reduzidos no grupo com CHIK em D0, com discreto aumento de concentragdo em D21 e, a
partir da fase cronica, aumento notdério e manuten¢do dos niveis séricos. O comportamento
dindmico das citocinas nas fases de CHIK pode ser justificado por varios fatores, como a
imunogenética do hospedeiro. Mais da metade das pacientes portadoras de CHIK avaliadas
(57,9%) apresentaram dores persistentes. Nao foi encontrada diferenca nos niveis de citocinas
em pacientes com ou sem comorbidades e nem naqueles com artralgias persistentes ou
recuperados. Os achados desse trabalho sdo relevantes para uma melhor compreensao da
fisiopatologia da CHIK. Dessa forma, mais estudos relacionados a IL-10 e a IL-18 sdo
necessarios, para avaliar, se futuramente, tais citocinas podem ser usadas como alvos

terapéuticos ou biomarcadores de cronificagdo e gravidade de doenca.
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