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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) é uma arbovirose caracterizada por inicio de
febre abrupto, erupcdo cutanea e artralgia severa. No Brasil, observou-se um
aumento crescente no nimero de casos desta infeccdo no ano de 2016 em Alagoas,
porém, pouco ainda se conhece a respeito da sua imunopatologia e epidemiologia
molecular. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo realizar a caracterizagao
molecular do gendtipo do CHIKV circulante durante o surto em Alagoas no ano de
2016 e a prospeccdo de marcadores imunologicos em pacientes infectados com
este virus na fase aguda da doenca. Para tal, foram utilizadas amostras positivas
para deteccdo do genoma viral por RT-PCR em tempo real provenientes do
Laboratério Central de Saude Publica de Alagoas (LACEN/AL). Dentre estas, foram
selecionadas amostras para sequenciamento de DNA (n=11) de uma regiao parcial
do gene correspondente a proteina E1 seguido de analise filogenética. Para a
quantificacdo de analitos sollveis, 0s niveis séricos de citocinas (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-12p70, IL-10, IFN-a, IFN-y e TNF-a) e quimiocinas (IL-8, MIG, MCP-1, IP-10 e
RANTES) foram determinados por citometria de fluxo pela metodologia de cytometric
bead array (CBA) em amostras positivas para o CHIKV até 5 dias pos-inicio dos
sintomas (n=36) e comparados com doadores de sangue saudaveis (n=23). Neste
estudo, todas as amostras sequenciadas foram agrupadas no ramo do gendtipo
ECSA (do inglés, “East/Central/South African”) do CHIKV. Na fase aguda virémica
da infeccdo, o perfil imunoldgico foi caracterizado por uma resposta inflamatoria
predominantemente mediada por IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1 e MIG, incluindo um
aumento da citocina antiviral IFN-o.. De forma interessante, foi detectado ainda um
aumento de IFN-y, que induz a producao das quimiocinas MIG e IP-10. Além disso,
estudos prévios mostraram uma correlagdo positiva entre IL-6, MIG e MCP-1 com a
gravidade da doenca e carga viral elevada. Em conclusdo, este estudo relata a
linhagem ECSA do CHIKV no surto de 2016 no Estado de Alagoas e reporta os
analitos IFN-y, IFN-o, IL-6, IL-8, MCP-1, IP-10 e MIG como o0s principais
biomarcadores presentes na fase aguda da infec¢do. Esses resultados contribuem
para compreensao da imunopatologia e descoberta de biomarcadores imunoldgicos
de fase aguda que possam estar associados ao progndstico, cronicidade e a
morbidade dessa arbovirose.

Palavras-chave: virus Chikungunya, Genotipagem, Citocinas, Quimiocinas,
Biomarcadores.



ABSTRACT

Chikungunya virus (CHIKV) is an arboviral disease characterized by onset of
abrupt fever, rash and severe arthralgia. In Brazil, since the first report of
autochthonous transmission in 2014, there has been a huge increase in the number
of cases, however, little is known about its immunopathology and the immune
response against the virus. Thus, the present study aimed to characterize the
genotype of CHIKV strains detected during the outbreak in Alagoas in 2016 and to
evaluate the levels of cytokines and chemokines in serum samples from patients
infected with CHIKV in the acute phase of the disease. For this purpose, samples
confirmed by real-time RT-PCR during the outbreak of 2016 were gently provided by
the Laboratério Central de Saude Publica de Alagoas (LACEN / AL) and some of
these were selected for DNA sequencing (n=11) of the partial E1 genome region
followed by phylogenetic analysis. In addition, serum levels of cytokines (IL-1pB, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-12p70, IL-10, IFN-q, IFN-y and TNF-a) and chemokines (IL-8, MIG,
MCP-1, IP-10 and RANTES) were evaluated by CBA flow cytometry in CHIKV
positive samples up to 5 days post-onset of symptoms (n=36) and compared to
healthy blood donors samples (n=23). In this study, all analyzed samples were
grouped in the ECSA CHIKV genotype branch. The patient's immune profile was
characterized by an acute inflammatory response predominantly mediated by IL-6,
IL-8, IP-10, MCP-1 and MIG including an increase of IFN-a that has a powerful
antiviral activity. Interestingly, an increase in IFN-y as well as MIG and IP-10 which
are both IFN gamma-induced chemokines were also detected. Additionally, high
levels of analytes associated to disease severity and high viral loads in previous
studies such as IL-6, MIG and MCP-1 were detected in serum samples. In
conclusion, this study reports the ECSA lineage in the outbreak of 2016 in the State
of Alagoas and detected IFN-y, IFN-a, IL-6, IL-8, MCP-1, IP-10 and MIG as the main
biomarkers in the acute phase of CHIKV infection. These results can contribute to
understand the CHIKV-immune system interaction and immunopathology as well as
discovery of acute phase biomarkers that could be associated with prognosis and
morbidity of this infectious disease.

Keywords: Chikungunya virus, Genotyping, Cytokines, Chemokines, Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) é um Alphavirus emergente transmitido por
mosquitos destacando-se os do Género Aedes. A doenca é caracterizada por inicio
de febre, erupcdo cutédnea e artralgia severa. No ano de 2016, surtos de infeccéo
pelo CHIKV foram relatados principalmente na regido nordeste do Brasil, sendo o
Estado de Alagoas, um dos seis estados que tiveram incidéncia acima de 400 casos
suspeitos/100.000 habitantes.

Este cenario incentivou esforcos para compreender esta arbovirose por
diferentes perspectivas, no entanto, pouco ainda se conhece a respeito da resposta
imunologica desenvolvida contra este virus, quais citocinas/quimiocinas estariam
presentes nesta infeccdo, assim como, quais poderiam estar correlacionadas com o
prognaostico, gravidade e cronicidade desta doenca, principalmente no Brasil.

Além disso, o gendtipo do CHIKV circulante em epidemias, bem como,
possiveis alteraces moleculares que este virus por ventura possa portar em uma
determinada localidade, permanece como uma incognita para alguns estados
brasileiros, como € o caso de Alagoas.

Diante do problema de saude publica enfrentado com a emergéncia deste
virus no pais, neste trabalho buscou-se realizar a prospeccdo de marcadores
imunologicos produzidos em resposta a infeccdo pelo CHIKV na fase aguda
virémica, assim como, a analise filogenética deste virus, determinando o gendtipo

circulante no surto do ano de 2016 no Estado de Alagoas.

13



2. REVISAO
2.1 Arbovirus

As arboviroses sao infecgées causadas por arbovirus (do inglés, “arthropod-
borne virus”) transmitidos por vetores artropodes, geralmente mosquitos, carrapatos
e moscas de areia (DAVIS; BECKHAM; TYLER, 2008). Nestas infeccfes, 0s virus
séo transmitidos biologicamente, ou seja, deve ocorrer a replicacdo viral no vetor e
nao apenas a transmissdo mecanica, na qual a transmissao ocorre apenas pela
contaminacdo viral das pecas bucais do vetor (WEAVER, 1997). Dentre os virus
transmitidos por artrépodes, alguns géneros sdo responsaveis por grandes
epidemias destacando-se o género Orthobunyavirus (familia Peribunyaviridae);
Flavivirus, (familia Flaviviridae) e o género Alphavirus (familia Togaviridae) ((ICTV),
2017; WEAVER; REISEN, 2010; WESTAWAY et al., 1985). Recentemente, no
Brasil, os arbovirus relacionados a grandes surtos de infeccbes em seres humanos
foram o virus da Dengue, Zika e Chikungunya, sendo os dois primeiros pertencentes

ao género Flavivirus e o ultimo ao Alphavirus (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais arbovirus que provocaram surtos no ano de 2016, com seus

respectivos géneros e paises que estes afetaram

GENERO EXEMPLOS DE PAISES COM SURTOS REPORTADOS
ESPECIES (2016)
Orthobunyavirus Oropouche Peru.

orthobunyavirus
Brasil, Filipinas, Malasia, Burquina, llhas
Dengue virus Saloméo.

Papua Nova Guiné, Peru, Santa Lucia, Chile,
Vietnd, Dominica, Cuba, Argentina, Franca,
Paises Baixos, Trinidad e Tobago, Estados
Flavivirus Zika virus Unidos da América, Maldivas, Republica
Dominicana, Haiti, Bolivia, Guiana, Barbados,
Equador, Porto Rico, Guiana Francesa e

Martinica.
Angola, Republica Democratica do Congo,
Yellow fever virus Uganda, China e Quénia.
Alphavirus Chikungunya virus Brasil, Bolivia, Coldmbia, Argentina e Quénia.

Fonte: Autor (2017)
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2.1.1 Alphavirus

Os virus do género Alphavirus sdo envelopados e possuem duas
glicoproteinas de superficie com papel de adesao, fusdo e penetragcdo na célula
hospedeira. Os virions sdo esféricos possuindo um diametro de 60 e 70 nm e
genoma composto de RNA fita simples de polaridade positiva com aproximadamente
11,7 kb. Os sintomas caracteristicos das infec¢cdes ocasionadas por Alphavirus
apresentam-se geralmente de duas formas: uma é tipificada por febre, mal-estar, dor
de cabeca e/ou sintomas de encefalite como, por exemplo, na infec¢ao pelo virus da
encefalite equina, seja ocidental ou venezuelana; e outra, caracterizada por febre,
artralgia e erupgcdo cutanea, sintomas caracteristicos da infeccdo pelos virus
Chikungunya (CHIKV), Mayaro e Ross River (BARON; FONS; ALBRECHT, 1996).

2.1.2 CHIKV

O CHIKV € um arbovirus re-emergente, membro da familia Togaviridae
transmitido principalmente por mosquitos pertencentes ao Género Aedes
(CHIRATHAWORN et al., 2013; GASQUE et al., 2015; PIALOUX et al., 2007). Este
virus foi isolado pela primeira vez na Tanzania em 1952-1953, sendo a manifestagéo
clinica desta infeccdo caracterizada por febre, dor de cabeca, rash cutaneo e
poliartralgia persistente, podendo a poliartralgia permanecer por anos em alguns
pacientes (CHOW et al., 2011; ROSS, 1956; TANG, 2012).

O genoma viral possui aproximadamente 11,8 kb e é composto por RNA fita
simples e de senso positivo codificando cinco proteinas estruturais (C-E3-E2-6K-E1)
e quatro ndo estruturais (nsPl, helicase nsP2, nsP3 e polimerase NSP4)
(STRAUSS; STRAUSS, 1994). A nspl esta relacionada com a sintese do RNA viral,
ja a nsp2 possui funcdes de helicase, e a nsp3 e nsp4 tratam-se de replicase e RNA
polimerase viral, respectivamente (FIELDS; KNIPE; HOWLEY, 2007,
GARMASHOVA et al., 2007; JOSE; SNYDER; KUHN, 2009; SALONEN; AHOLA;
KAARIAINEN, 2005). As glicoproteinas E1 e E2 do envelope sdo componentes das
espiculas virais que facilitam a ancoragem a superficie e a entrada do virus nas
células do hospedeiro. A glicoproteina de envelope E1 € uma proteina de fusao de
classe Il que medeia a fusdo de membrana desencadeada pelo pH durante a

infeccdo viral. A proteina de envelope E2 é uma glicoproteina transmembrana do
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tipo | e se liga aos receptores celulares, de modo a entrar na célula hospedeira
através de endocitose mediada pelo receptor. (BREHIN et al., 2008; KIELIAN; REY,
2006; MARSH; HELENIUS, 1989).

Até o momento, foram identificados trés genotipos do CHIKV: Africa Ocidental
(do inglés “West African”), Leste/Central/Sul da Africa (ECSA, do inglés East Central
South African) e Asiatico (NUNES et al., 2015; STRAUSS; STRAUSS, 1994).

2.1.2.1 Vetores e ciclos

O género de mosquitos Aedes tem sido descrito como o principal vetor do
CHIKV (MOURYA; MISHRA, 2006; PIALOUX et al., 2007). Esta doenca tem dois
ciclos distintos de transmissdo: enzodtico/silvestre e wurbana. O ciclo
enzodtico/silvestre ocorre principalmente em primatas ndo humanos na Africa, onde
varios géneros do mosquito Aedes (Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae.
polynesiensis, Ae. furcifer e Ae. taylori) sdo os principais vetores de transmissao do
virus (JUPP et al., 1981; POWERS et al., 2000; RICHARD; PAOAAFAITE; CAO-
LORMEAU, 2016; WEINBREN; HADDOW; WILLIAMS, 1958). A transmissdo do
virus de primatas ndo humanos para seres humanos pode ocorrer no ciclo silvestre
através da picada de mosquito (LAHARIYA; PRADHAN, 2006; ROUGERON et al.,
2015; STAPLES ; FISCHER 2014) e o homem pode eventualmente se infectar
guando entra em ambientes de florestas (CAGLIOTI et al., 2013). Embora alguns
vertebrados selvagens e domésticos tenham sido diagnosticados como positivos
para CHIKV, o titulo de anticorpos encontrado foi baixo nestes animais
(TSETSARKIN; CHEN; WEAVER, 2016). Por conseguinte, acredita-se que 0s
primatas ndo humanos desempenham um papel crucial na amplificacdo viral,
embora o papel de outras espécies animais ndo possa ser desconsiderado na
manutencdo do ciclo enzodtico (TSETSARKIN et al.,, 2016). Estudos utilizando
primatas ndo-humanos demonstraram que estes durante o periodo de viremia,
apresentam febre alta e erupcéo cutanea (CHEN et al., 2010; LABADIE et al., 2010;
MESSAOQOUDI et al., 2013).

Em relacdo ao ciclo urbano, a transmissdo de CHIKV ocorre principalmente
pela picada dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus infectados, sendo
estas as principais espécies associadas a casos de febre de Chikungunya (CHIKF)

em diversos locais do mundo (JUPP et al., 1981; RAO, 1964). Nos mosquitos, 0
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virus atinge e infecta as células epiteliais do intestino médio, e assim, quando o virus
chega a hemolinfa, ocorre a disseminacdo para 0s outros oOrgaos. De forma
importante, é necessario que o virus atinja e se repligue nas glandulas salivares
para garantir uma transmissédo bem-sucedida (WONG et al., 2016). Apds a picada, ja
no hospedeiro, o CHIKV tem demonstrado tropismo para fibroblastos teciduais
(COUDERC et al., 2008).

2.1.2.2 Diagnéstico da infec¢do por CHIKV

Atualmente, diferentes métodos séo utilizados para o diagnéstico da infeccao
pelo CHIKV, como a deteccdo de RNA viral, presenca de anticorpos IgM e IgG
contra o virus e isolamento viral em cultura celular “in vitro”. No entanto, os
diferentes métodos séo eficientes somente em determinados periodos da doenca,
de acordo com a presenca de viremia e o tempo para o desenvolvimento da

resposta imune humoral contra o virus, conforme mostrado na Figura 1.

Figura 1 — Métodos laboratoriais para o diagndstico da infec¢ao pelo CHIKV

: Teste Soroldgico
PCR Real-Time
Isolamento Viral Ll lg6
_F\T)ﬁ“-
Ny, P
Picada do Inicio dos
Mosquito Sintomas
l l l l ]
I I 1 1 1 Meses
-4/-2 DIAS 0 DIA 4°DIA 7°DIA 14° DIA J
Anos
Fase aguda Recuperagao

Legenda: Véarios métodos podem ser usados para o diagnoéstico da infeccéo pelo CHIKV. Na fase de
viremia, tanto a deteccéo de genoma viral por PCR em tempo real, quanto o isolamento viral, a partir
de amostras de soro, podem ser usados para deteccdo viral. Além disso, os anticorpos IgM e IgG
contra o virus podem ser detectados por imunoensaios apés o desenvolvimento da resposta imune
humoral corroborando no diagndstico desta arbovirose.

Fonte: Autor (2017)
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2.1.2.3 Deteccdo do RNA viral

Os testes de biologia molecular utilizados no diagndstico de doencas virais
geralmente consistem na deteccdo de sequéncias genéticas especificas comuns a
cada virus, principalmente em regides conservadas do genoma viral (genes néo
estruturais) ou nas regiées do genoma responsaveis pela codificacdo de proteinas
estruturais, como as glicoproteinas do envelope (E1 e E2). No caso do CHIKV, por
ser um virus de RNA, a reacao de transcri¢cdo reversa deve ser feita previamente a
amplificacédo da regido alvo de interesse (PASTORINO et al., 2005; PFEFFER et al.,
2002).

2.1.2.4 Isolamento viral

O isolamento viral em cultura de células exige mais tempo e conhecimentos
técnicos, no entanto, € considerado como "padrdo-ouro" no diagnéstico de doencas
virais (LELAND; GINOCCHIO, 2007). Neste caso, células Vero E6 e células C6/36
tém sido infectadas com sucesso utilizando soro de pacientes com suspeita de
infeccdo por CHIKV e depois incubadas a 30°C em meio RPMI-1640 suplementado
com aminoacidos ndo essenciais, gentamicina, anfotericina B e 10% de soro fetal
bovino inativado pelo calor IGARASHI, 1978).

2.1.2.5 Testes sorolégicos

Os anticorpos presentes na circulacéo contra virus podem ser detectados por
varios testes, tais como ELISA, imunofluorescéncia ou  ensaios
imunocromatograficos. Os ensaios de deteccdo de anticorpos IgM e/ou IgG
especificos para o CHIKV por ELISA sdo amplamente utilizados para o diagnéstico
da doenca. Em geral, a deteccdo de IgM ja se torna possivel entre o terceiro ao
oitavo dia pdés-inicio dos sintomas (CHUA, C. L. et al.,, 2017). Em um estudo que
avaliou a cinética da producao de anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV, foi mostrado que
anticorpos IgM foram detectados em todos 0s pacientes a partir do quarto dia pos-
infeccdo e que os anticorpos IgG foram detectados por volta do sexto dia de
infeccdo (PRINCE et al., 2015), corroborando assim com outros trabalhos que
reportaram tempos semelhantes para a detecgéo destes anticorpos (CHUSRI et al.,
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2014; LANCIOTTI et al.,, 2007; PANNING et al., 2008; RAMFUL et al., 2007;
STAPLES; FISCHER, 2014).

2.2 Epidemiologia do CHIKV

O primeiro caso relatado de infeccdo humana por CHIKV ocorreu na Tanzania
em 1952-1953 e, desde entdo, varios surtos ocorreram no continente africano
(POWERS et al., 2000; ROBINSON, 1955). O virus também foi isolado entre os
anos 1960 a 1980 na Africa Central, Ocidental e do Sul e Zimbabue. Nos anos
seguintes, varios casos foram relatados em diversos paises da Africa (MCINTOSH et
al., 1964; POWERS et al., 2000; THONNON et al., 1999), Asia (HALSTEAD et al.,
1969; HAMMON; SATHER, 1964) e India (JADHAV et al., 1965; PADBIDRI;
GNANESWAR, 1979; RODRIGUES et al., 1972; SHAH; GIBBS; BANERJEE, 1964;
THIRUVENGADAM; KALYANASUNDARAM; RAJGOPAL, 1965) (Figura 2).

No inicio do século XXI, novos surtos da linhagem ECSA foram descritos em
diversas regifes da Africa como Camardes, Gabdo, Quénia e llhas Reuni&o
(CHRETIEN et al., 2007; PEYREFITTE et al.,, 2008; PEYREFITTE et al., 2007;
SCHUFFENECKER et al., 2006). Além disso, cepas da linhagem ECSA sofreram
mutacbes na glicoproteina do envelope E1 (E1-A226V), 0 que aumentou a
capacidade do virus para infectar o vetor Aedes albopictus (SCHUFFENECKER et
al., 2006; TSETSARKIN et al., 2007). Consequentemente, varios surtos por CHIKV
foram descritos na india, Tailandia, Malasia, Cingapura, China, Camboja, Butao,
Franca e Italia (DUONG et al.,, 2012; GOULD et al., 2010; LEO et al., 2009;
MAVALANKAR; SHASTRI; RAMAN, 2007; REZZA et al., 2007; RIANTHAVORN et
al., 2010; WANGCHUK et al.,, 2013; WU et al.,, 2012). A linhagem asiatica do
CHIKV também teve dispersdo em outros continentes conforme mostrado na figura
2.

No ano de 2013 foi confirmado pela primeira vez a transmissdo de CHIKV
mosquito-humano nas Américas, na ilha caribenha de S&o Martinho pela linhagem
asiatica. No ano seguinte, o México e o Panama tiveram os primeiros relatos de
CHIKV do genatipo asiatico que mostra a propagacao do virus através do continente
americano (STRAUSS; STRAUSS, 1994; VOSS et al., 2010; WAHID et al., 2017).
Além disso, substituicdbes de aminoacidos E2-V368A e 6K-L20M do virus foram
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detectadas em paises como Colémbia e Brasil (NUNES et al., 2015; RODAS et al.,
2016).

Em resumo, conforme mostrado na Figura 2, diversas epidemias do CHIKV
foram reportadas ao redor do mundo nos ultimos anos, sendo ocasionadas pelos

genotipos Asiatico ou ECSA.

Figura 2 — Distribuicdo mundial das diferentes cepas do virus CHIKV desde os surtos
de 1953 - 2014

Linhagens CHIKV 9Asiética QECSA QECSA (mutagao E1-A226V)

Legenda: A escala de tempo foi dividida por século. Parte superior: surtos por CHIKV relatados no
século XX (1953-2000) e parte inferior: surtos por CHIKV relatados no século XXI (2001-2014). Os
paises com os casos confirmados sdo indicados com o respectivo icone do genétipo do CHIKV. icone
laranja: gendtipo asiatico, icone verde: genétipo ECSA, e icone verde com circulo branco: cepa ECSA
com uma mutacao A226V na glicoproteina do envelope E1.

Fonte: Autor (2017)
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2.2.1 Histo6rico no Brasil

No Brasil em 2014, no Estado do Amapa, foi confirmado pela primeira vez a
transmissdo autoctone do CHIKV (PAHO, 2014). Ainda em 2014, foi reportado o
primeiro surto pelo genodtipo ECSA nas Américas, na cidade de Feira de Santana/BA
(LEPARC-GOFFART et al., 2014; MAVALANKAR et al., 2007; RODRIGUES FARIA
et al., 2016). Nos dois anos seguintes, o0 numero de casos relatados pelo CHIKV no
Brasil aumentou sete vezes, atingindo 272 mil casos provaveis em 2016, sendo 196
mortes associadas a esta infec¢do. A regido nordeste teve 0 maior nimero de casos
relatados, com mais de 86% das notificacdes totais e uma taxa de incidéncia de
415,7 casos/100.000 habitantes (55,7% de casos positivos), sendo Alagoas um dos
cinco Estados que apresentaram a taxa de incidéncia acima da média da regido,
com 514,8 casos/100.000 habitantes (Figura 3) (BRASIL, 2017).

Figura 3 — Taxa de incidéncia de casos suspeitos de febre de Chikungunya no Brasil,

por Estado, no ano de 2016

Incidéncia de febre de Chikungunya (/100 mil hab.)
em 2016

Taxa de incidéncia (/100 mil hab.)
| | | | I |
100 200 300 400 500 600

Legenda: Escala colorimétrica partindo do azul escuro até o magenta escuro, ilustrando o intervalo de
taxa de incidéncia abaixo de 100 casos/100.000 hab. e superior a 600 casos/100.000 habitantes,
nesta ordem, respectivamente.

Fonte: Autor (2017) — Adaptado de (BRASIL, 2017).
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2.3 Imunopatologia da infec¢céo por CHIKV

A CHIKF compreende trés fases distintas compreendendo uma fase aguda,
uma fase subaguda e uma fase crbnica. A fase aguda geralmente é sintomética em
aproximadamente 70% dos pacientes, cujos sintomas estdo presentes por até 10
dias (BRASIL., 2015; THIBERVILLE et al., 2013). Apos este periodo, ha uma fase
subaguda caracterizada principalmente por dor nas articulacdbes que pode
permanecer por até 3 meses seguido de uma fase crénica onde a artralgia pode
permanecer por até alguns meses ou anos (BRASIL., 2015).

Geralmente, os sintomas clinicos agudos sédo febre alta, dores nas
articulacdes, erupcdo cuténea, dor de cabecga, dor nas costas e linfadenite
(CHIRATHAWORN et al., 2013; CHUA, H. H. et al., 2010; TANAY, 2016). Além
disso, na fase aguda da doenca tem-se observado uma alta carga viral, linfopenia e
trombocitopenia moderada (THIBERVILLE et al., 2013). Na maioria dos casos,
esses sintomas geralmente permanecem por cerca de 5 a 7 dias como uma doenca
auto-limitante seguida por uma recuperacéo completa do paciente (CHUA, H. H. et
al., 2010; SCHWARTZ; ALBERT, 2010). No entanto, a dor nas articulagcdes pode
permanecer durante meses ou até mesmo por anos, Visto que casos clinicos
sintométicos da forma crénica da doenca foram relatados por até 3 a 5 anos em
alguns pacientes (PIALOUX et al., 2007; TANAY, 2016). Além disso, sintomas
adicionais tém sido observados como lesGes bolhosas nos pés, lesGes esfoliativas e
prurido nas extremidades (regido palmar e plantar), hiperpigmentacdo da pele e
distrbios comportamentais (BRASIL., 2015; SHIFERAW et al., 2015). E importante
ressaltar que os sintomas observados podem estar relacionados a uma resposta
imunologica exacerbada e, até agora, ndo existe nenhum tratamento especifico
assim como uma vacina disponivel para esta doenca (HORCADA; DIAZ-
CALDERON; GARRIDO, 2015).

O desenvolvimento da fase crénica desta arbovirose tem sido frequentemente
observado em pacientes idosos (HOARAU et al., 2010). Além disso, na populacéo
infantil, os recém-nascidos sdo mais propensos a desenvolver uma forma mais grave
da doenca (THIBERVILLE et al., 2013).

Nos ultimos anos, alguns casos graves de CHIKV foram relatados. Um caso
grave de doenca de CHIKV foi relatado em um homem de 66 anos que morreu apos

5 dias de doenga com complicagBes hepéticas e colapso circulatério (CHUA, H. H. et
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al., 2010). Na Colémbia, foram reportados trés casos graves que levaram a 6bito
individuos acima de 70 anos de idade apresentando complicacdes neuroldgicas e
pulmonares (HOZ et al., 2015). Além disso, casos atipicos devido a infec¢cdo aguda
por CHIKV foram relatados desde a epidemia das llhas Reunido em 2006, onde
foram observadas complicacdes neurolégicas, nefrite, hepatite, pneumonia,

miocardite, pericardite e pancreatite em pacientes idosos (HOZ et al., 2015).
2.3.2 Resposta imunolégica inata

Nas infeccbes virais, 0 sistema imune inato do hospedeiro pode conter a
invasdo, disseminacdo ou replicacdo viral. Na resposta imune inata antiviral, os
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) expressos por células da
imunidade inata detectam padrdoes moleculares associados a patégenos (PAMPS) na
estrutura viral. Os PRRs séo ativados por componentes virais, tais como RNA/DNA
viral ou produtos intermediarios produzidos no ciclo de replicacao viral que resultam
na inducdo de interferons do tipo | e/ou citocinas proé-inflamatérias nas células
hospedeiras (KOYAMA et al., 2008).

2.3.2.1 Células Natural Killer (NK)

As células NK sdo células efetoras citotoxicas da imunidade inata que
desempenham um papel crucial na resposta imune contra células infectadas por
virus, visto que essas células expressam uma variedade de receptores ativadores e
inibitérios em sua membrana celular (PEGRAM et al.,, 2011). Em um estudo foi
mostrado que a co-expressao de receptores de ativacdo NKG2C e ligantes HLA-C1
em células NK esta associada a carga viral, a diminuicao da producao de IFN-y e de
funcbes citoliticas (PETITDEMANGE et al., 2011). Portanto, a infecgdo por CHIKV
induz modificacdes transitérias no fenotipo e funcdo das células NK desde o inicio
da infeccdo viral, contribuindo assim para a eliminacdo das células infectadas. A
atividade das células NK também foi detectada 2 a 3 dias apés a infeccdo em
camundongos infectados pelo CHIKV sugerindo um papel patogénico para as

células NK durante a fase aguda precoce da infec¢do (TEO et al., 2015).
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2.3.2.2 Mondcitos, Macrofagos e Células Dendriticas (DCs)

Os macrofagos compreendem uma linhagem de células mononucleares da
imunidade inata diferenciada a partir de monécitos sanguineos e que podem residir
em varios tecidos. Essas células sao cruciais na vigilancia imune, na regulacéo da
resposta inflamatoria e na fagocitose de microorganismos estando envolvidas em
diversas infeccdes virais (SANG; MILLER; BLECHA, 2015).

Em ratos, a infeccdo por CHIKV foi detectada em uma percentagem de
macréfagos sendo observado um aumento na expressado de TNF-q, IL-6 e GM-CSF
nestas células. Além disso, a resposta imune inata nao foi associada a um aumento
de IFN do tipo | e ndo foram encontrados sinais de apoptose nessas células
(KUMAR et al., 2012). Em humanos, os antigenos do CHIKV foram detectados nos
monaocitos de pacientes infectados no periodo da fase aguda (HER et al., 2010).

Em outro estudo, foi mostrado que sinovidcitos humanos foram permissivos a
infecc@o pelos isolados clinicos do CHIKV sendo as quimiocinas/citocinas RANKL,
IL-6, IL-8 e MCP-1 secretadas por essas células infectadas responséaveis pelo
recrutamento e diferenciacdo de fagocitos (PHUKLIA et al.,, 2013). De forma
interessante, os sobrenadantes de sinovidcitos infectados com CHIKV induziram a
migracdo de mondcitos e diferenciagdo de mondocitos/macréfagos em células
semelhantes a osteoclastos que produziram altos niveis de mediadores presentes
na artrite, tais como TNF-a e IL-6 (PHUKLIA et al., 2013).

2.4 Citocinas e quimiocinas como marcadores imunolégicos da infecgéo

aguda e crbnica pelo CHIKV

Citocinas e quimiocinas sao proteinas secretadas por células da resposta
imune que estdo envolvidas em varios processos bhioldgicos, como diferenciacéo,
proliferacdo e ativacdo celular. Essas proteinas tém uma atividade pré ou anti-
inflamatoria e atuam na regulacdo e controle da resposta imune inata e adaptativa
(BORISH; STEINKE, 2003).

Nos ultimos anos, diversos estudos avaliaram o perfil de analitos solaveis
presentes no sangue de pacientes infectados pelo CHIKV em diferentes fases da
doenca na busca por marcadores imunoldgicos associados a morbidade,

prognadstico e cronicidade (ANEXO I). Deste modo, diversas citocinas e quimiocinas
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foram quantificadas em pacientes na fase aguda da infeccdo pelo CHIKV sendo
detectados altos niveis de IFN-a, IFN-B, IFN-y, CXCL10 / IP-10 e IL-1p no sangue
destes pacientes (VENUGOPALAN; GHORPADE; CHOPRA, 2014) . Além disso,
foram detectados na fase sintomatica, niveis elevados de TNF-a, MCP-1, IL-4, IL-6 e
IL-10, os quais persistiram elevados apos a fase de recuperagdo (VENUGOPALAN
et al., 2014). Em outro estudo, foi mostrado que IL-1B3, IL-6 e RANTES tém sido
sugeridos como marcadores de severidade da doenca (NG et al., 2009). Os niveis
elevados de IL-6, IL-8, IP-10, MIG, MCP-1 e RANTES tiveram uma correlacéo
positiva com a carga viral durante a infeccdo do CHIKV (NG et al., 2009; REDDY et
al., 2014; THIBERVILLE et al., 2013).

Os niveis de 13 citocinas/quimiocinas foram avaliados durante a fase aguda e
aos 6 e 12 meses apos a infeccédo pelo CHIKV. Durante a fase aguda, os niveis de
MIG, MCP-1, IL-6 e IP-10 mostraram-se elevados enquanto IL-1, TNF-a IL-12, IFN-
y e IL-5 inicialmente apresentaram niveis mais baixos que posteriormente
aumentaram significativamente nos outros periodos da doenca analisados. Além
disso, os niveis elevados de MIG, IP-10 e IgG mostraram uma associacdo com a
maior gravidade dos sintomas (KELVIN et al., 2011).

Em outro estudo, na fase aguda da infeccdo, foram detectados niveis
elevados de IL-6, G-CSF, GM-CSF, MCP-1 e TNF-a em amostras de soro coletadas
de pacientes infectados (CHIRATHAWORN et al.,, 2013). Recentemente, varias
citocinas e quimiocinas foram quantificadas em amostras de plasma de pacientes
infectados com CHIKV e, em seguida, foram correlacionadas positivamente tanto
com a carga viral quanto com anticorpos IgM anti-CHIKV. (REDDY et al., 2014) Os
niveis plasmaticos elevados de IL-6 e MCP-1 foram identificados como marcadores
associados com elevada carga viral e MCP-1 e MIG foram detectados ainda durante
a fase cronica da doenca (REDDY et al., 2014).

Em um estudo realizado na Tailandia foi mostrado que nos primeiros dias da
infeccdo, os pacientes infectados com CHIKV apresentaram concentracdes
circulantes de IL-6 e MCP-1 maiores do que os pacientes néo infectados (negativos
para o0s testes de IgM, isolamento viral e deteccdo do genoma viral)
(LOHACHANAKUL et al., 2012). Além disso, pacientes com CHIKF grave
apresentaram niveis mais elevados de IL-6 do que pacientes ndo-graves de CHIKF.

Os pacientes graves de CHIKF apresentaram ainda menores concentragdes de IL-8

25



circulante do que os outros grupos, sugerindo que altas concentracfes de IL-6 e
MCP-1 associadas a baixas concentracfes de IL-8 possam estar associados a
forma severa de CHIKF (LOHACHANAKUL et al., 2012).

Além disso, um estudo caso-controle foi realizado em 30 pacientes adultos
com diagnéstico laboratorial confirmado para CHIKV mostrou que pacientes com alta
viremia na fase aguda apresentaram um numero reduzido de mondcitos e altos
niveis de IFN-o e IL-6 (CHOW et al.,, 2011). Na fase crbnica, detectou-se um
aumento de IL-17 sendo a artralgia persistente associada a niveis elevados de IL-6 e
GM-CSF e a recuperacdo da doenca relacionada a altos niveis de eotaxina e HGF
(CHOW et al., 2011).
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3. OBJETIVO
3.1 Geral

Realizar a identificacdo dos genotipos circulantes e a prospeccdo de
marcadores imunoldgicos associados a fase aguda da infeccdo pelo CHIKV em

pacientes atendidos no Sistema Unico de Saide (SUS) no Estado de Alagoas.
3.2 Especificos

. Detectar a presenca de anticorpos IgM e IgG contra o virus CHIKV no
soro de pacientes com até 5 dias do inicio dos sintomas e no grupo controle de
pacientes saudaveis (controle negativo);

o Padronizar a reacdo de RT-PCR para deteccdo da regido parcial
correspondente ao gene codificante para proteina E1;

o Detectar o genoma viral em amostras de pacientes até 5 dias apds o
inicio dos sintomas por RT-PCR;

o Realizar o sequenciamento e analise filogenética de uma regido do
genoma viral correspondente ao gene da proteina E1 do CHIKV de amostras
provenientes de diferentes municipios do Estado de Alagoas;

o Fazer a prospeccdo de marcadores imunologicos na fase aguda de
viremia por meio da quantificagdo de citocinas pro e anti-inflamatorias, assim como,
quimiocinas no soro de pacientes infectados até 5 dias pés-inicio dos sintomas

comparando a amostras de pacientes saudaveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) sob protocolo C.AAAE. n°
59229716.9.0000.5013.

4.1 Pacientes e amostras

Amostras de sangue total periférico de pacientes com suspeita de infeccéo
por CHIKV de janeiro a outubro de 2016 foram coletadas em diversas unidades de
saude do Estado de Alagoas e enviadas ao Laboratorio Central de Saude Publica de
Alagoas (LACEN/AL) para detecgdo molecular do genoma viral. Neste estudo, foram
utilizadas 38 amostras positivas de pacientes na fase aguda virémica da infeccao
com até 5 dias pos inicio dos sintomas.

Adicionalmente, como controle negativo, amostras de soro de 26 doadores de
sangue saudaveis, voluntarios, foram coletadas no Hemocentro de Alagoas/AL. Os
pacientes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Neste
estudo foram utilizadas como controle negativo somente as amostras de pacientes
que nao apresentavam nenhuma sintomatologia clinica condizente com a infeccao
por CHIKV e que ndo apresentaram niveis detectaveis de anticorpos IgM anti-
CHIKV.

4.2 Deteccédo molecular

Para deteccdo do genoma viral do CHIKV foi realizada a técnica de
transcricdo reversa e PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) utilizando o kit
Superscript 1l Platinum One-Step qRT-PCR System (Invitrogen).

Esta etapa foi integralmente realizada pelos técnicos do LACEN/AL, que
testaram todas as amostras em duplicata juntamente com dois controles negativos
(um com agua livre de nucleases e outro com RNA extraido a partir de uma amostra
negativa) e um controle positivo com RNA extraido a partir de uma amostra
infectada com o CHIKV. As amostras foram consideradas detectavel quando o valor
de Ct foi menor ou igual a 38 em ambas as duplicatas.

Todo o protocolo utilizado esta descrito no Procedimento Operacional Padréao
(POP) do Instituto Evandro Chagas n° ID POP SAARB 6.6 — 002.
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4.2.1 Iniciadores

Para a deteccdo do genoma viral de CHIKV foram utilizados os iniciadores
VCHIK NSP4 6856F e VCHIK NSP4 6981R (Tabela 2) e a sonda VCHIK 6919 (5’ -
FAM-AGG TAC GCG /ZEN/ CTT CAA GTT CGG CG - IwBFQ - 3’) que anelam na

regido do gene da proteina ndo-estrutural NSP4.

Tabela 2 — Iniciadores de CHIKV para o gene alvo NSP4

Iniciador Sequéncia (5'— 3') Posicdo gendmica
VCHIK NSP4 TCA CTC CCT GTT GGA
6856F CTT GAT AGA 68566879
VCHIK NSP4 TTG ACG AAC AGA GTT
6981R AGG AAC ATACC 6981-6956

4.3 Deteccéo de anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV

A deteccdo dos anticorpos foi realizada pela metodologia de
enzimaimunoensaio (EIA) utilizando-se os kits comerciais para ELISA IgM e IgG anti-
CHIKV (El 293a-9601 G/M - Eurolmmun, Lubeck, Germany) de acordo com as
recomendac¢Bes do fabricante. Inicialmente, as amostras de soro foram diluidas na
proporcdo de 1:101 em tampdo de amostra, o qual para a deteccdo de IgM, é
acrescido de absorvente IgG/RF responsavel pela precipitacdo de anticorpos da
classe IgG apds incubagéo por 10 min.

Em seguida, os calibradores e controles do kit, juntamente com amostras
diluidas foram dispensados em pocos individuais da microplaca, estes revestidos
com antigenos de CHIKV recombinante, utilizando o volume de 100ul e incubados
por 60 minutos a 37°C.

Com o término da incubacao o volume dos pocos foi desprezado e realizou-se
o procedimento de lavagem (300ul de tampao de lavagem por pogo, por 3 vezes).

Apos certificacdo da remocéo total do tampao de lavagem, foram pipetados 100ul do
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conjugado enzimatico em cada poco e incubado por 30 minutos em temperatura
ambiente. Com o término da incubacdo o volume dos pocos foi desprezado e
realizou-se o procedimento de lavagem como descrito anteriormente. A seguir, 100l
da solucao substrato/cromogeno (Descrever o que €) foi adicionada em cada poco e
incubado por 15 minutos em temperatura ambiente com protecdo da luz. Por fim, em
cada poco foram adicionados 100ul de solugao de parada.

A mensuracdo fotométrica da intensidade de cor foi realizada em um
comprimento de onda de 450 nm e valor de referéncia entre 620 nm e 650 nm até 30
minutos apdés a adicdo da solucdo de parada. A obtencdo do resultado
semiquantitativo foi avaliado através do calculo do valor de extincdo do controle ou
da amostra do paciente pelo valor de extingdo do calibrador 2 de acordo com a
seguinte férmula:

Exting&o do controle ou amostra do paciente = Razao

Extincdo do calibrador 2

Os resultados foram interpretados de acordo com a seguinte razdo: Razéo <

0,8 = negativo; Razdo 2 0,8 a < 1,1 = Borderline; Razédo = 1,1 = positivo.

4.4 Sequenciamento e analise filogenética
4.4.1 Extracdo e Amplificacéo

Foram selecionadas para sequenciamento as amostras de pacientes que
apresentaram até 6 dias pés-inicio dos sintomas e/ou que o “ct” (Cycle threshold -
namero de ciclos necessarios para detectar um sinal real nas amostras) fossem
menores do que 25. ApOGs a selecdo de amostras positivas provenientes de
diferentes municipios de Alagoas (n=11), foi realizada a extracdo de RNA viral a
partir do soro dos pacientes utilizando-se o kit QlAamp® Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) de acordo com as recomendacfes do fabricante. O produto da extracéo
foi submetido a reacdo de transcriptase reversa por meio do kit comercial ImProm-
II™ Reverse Transcription System (Promega) e utilizando o iniciador para a regido do
gene da proteina E1 (CHIK/E1-C GCCTTTGTACACCACGATT).

O DNA complementar obtido (cDNA) foi submetido a reacdo de PCR

utiizando os primers CHIK/E1-S (TACCCATTCATGTGGGGC) e CHIK/E1-C
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(GCCTTTGTACACCACGATT), utilizando-se a enzima Pfu DNA Polimerase
(Promega) de alta fidelidade, seguindo instru¢cdes do fabricante, e temperatura de
anelamento dos iniciadores a 54° C. A confirmacéo da obtencdo da amplificacéo da
regido de interesse (amplicon) foi realizada submetendo o produto da reacéo a uma
migracao eletroforética em gel de agarose 1,8% corado com brometo de etideo para
visualizacdo de uma banda correspondente a 294 pares de bases em comparacao

ao padrao de tamanho molecular.
4.4.2 Purificacdo e sequenciamento

O produto da reacédo de PCR foi purificado utilizando-se o kit comercial High
Pure PCR CleanUp (Roche), seguindo informagdes do fabricante e sendo submetido
depois a reacdo de sequenciamento com os reagentes do kit BigDye (Applied
Biosystems), utilizando-se os iniciadores especificos da reacdo de PCR para E1 no
equipamento ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) pela empresa
Ludwig Biotec.

4.4.3 Genotipagem e analise filogenética

A partir do resultado da reacdo de sequenciamento foi realizada a analise
filogenética utilizando-se a regido parcial do gene codificante para a proteina E1 do
envelope viral. Foram utilizadas sequéncias adicionais disponiveis no banco de
dados GenBank, a fim de correlacionar com as amostras do presente estudo. Tais
sequéncias disponiveis no GenBank utilizadas para a construcdo da arvore foram
selecionadas de acordo com os valores de query cover, e-valeu e ident gerados
ap0s o blast-n das amostras. A andlise envolveu 34 sequéncias de nucleotideos
utilizando-se o método UPGMA com o teste bootstrap de 500 replicatas. As
distancias evolutivas foram calculadas utilizando-se o método Kimura 2-parametros
no software MEGA7Y. Para a identificacdo das cepas foram utilizadas as seguintes

informacdes: numero de acesso no GenBank/Sigla do pais/Ano.
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4.5 Quantificacdo de analitos soluveis em amostras de soro por CBA

(cytometric bead array)

A quantificacdo de citocinas e quimiocinas nas amostras de soro foi realizada
por citometria de fluxo utilizando-se a metodologia de CBA - Cytometric Bead Array
(BD Bioscience, San Jose, CA) conforme as recomendacfes do fabricante. Neste
estudo, foram quantificadas as citocinas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-12p70, IL-10, IFN-a,
IFN-y e TNF-[J e as quimiocinas IL-8, MIG, MCP-1, RANTES e IP-10. Dentre as
citocinas, IL-6, IL-10, IL-12p70 e IFN-y foram quantificadas pelo método de CBA de
sensibilidade aumentada (“CBA Enhanced Sensitivity”).

Em resumo, para cada amostra, 25 pL de soro diluido previamente (1:2) foi
incubado com uma mistura das microesferas revestidas com anticorpos especificos
para a captura de cada analito. A depender de cada kit, ocorreu a incubacgao
conjunta ou posterior com o anticorpo de deteccao conjugado com ficoeritrina (PE
detection reagent), formando um complexo antigeno-anticorpo do tipo sanduiche.
ApoOs a incubacdo em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as amostras foram
lavadas e fixadas utilizando formalina a 4%, lavadas novamente, e suspendidas em
150 pL de tampéo de lavagem (wash buffer) para aquisi¢cdo no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto™ Il (BD Bioscience, San Jose, CA). Os resultados foram analisados no
software FCAP Array 3.0 (Soft Flow, Hungria) utilizando uma analise logistica de 5
parametros (“5-parameter logistic”). Os niveis dos analitos foram expressos em

picograma por mililitro (pg/mL) ou fentograma por mililitro (fg/mL).
4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica da comparacao entre os niveis séricos de citocinas e
guimiocinas nos dois grupos de pacientes, infectados por CHIKV em fase aguda e
grupo de doadores saudaveis (CHIKV versus ndao-CHIKV), foi realizada utilizando o
teste U ndo paramétrico de Mann-Whitney no software GraphPad Prism 6. Foram

considerados valores significativamente diferentes onde o valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 Amostras de pacientes positivas para o CHIKV

Este estudo foi realizado em colaboracdo com o Laboratério Central de Saude
Publica de Alagoas (LACEN/AL). No ano de 2016, foram detectadas 498 amostras
positivas para CHIKV por meio da metodologia de RT-gPCR no LACEN/AL
provenientes de diferentes regides do Estado de Alagoas, durante os meses de

janeiro a dezembro de 2016 (Figura 4).

Figura 4 - NOomero de amostras positivas para CHIKV detectadas por RT-qPCR pelo
LACEN/AL em 2016

1201
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Meses do ano de 2016

Amostras positivas para CHIKV

Legenda: O gréfico ilustra a distribuicdo temporal das confirmacgdes de infeccao por CHIKV através de
RT-gPCR em individuos residentes no Estado de Alagoas. O maior nUmero de amostras positivas

esta concentrado entre os meses de fevereiro a agosto.

Dentre essas amostras, foram selecionadas 11 amostras (Tabela 3), oriundas
de sete municipios (Figura 5) para amplificacdo parcial do gene codificante para
proteina E1 e em seguida, o amplicon gerado foi submetido a reacdo de
sequenciamento para identificacdo do gendtipo do CHIKV circulante no Estado de
Alagoas.
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Tabela 3 - Informagdes das amostras selecionadas para o0 sequenciamento e

genotipagem do virus CHIKV no estado de Alagoas (n=11).

moeg (08 G cumse-m  DRpieindodos  mchiy
IR20 31 Feminino Atalaia 2 ©) )
IR33 30 Feminino Macei6 2 ) )
IR65 33 Feminino Barra de Santo Anténio ND ) )
IR84 89 Masculino Cajueiro ND ) )
IR95 61 Masculino Marechal Deodoro 2 ) )
IR104 23 Feminino Macei6 5 ) )
IR133 30  Feminino Macei6 3 (OO
IR156 73 Masculino  Barra de Sdo Miguel ND ) )
IR169 31 Feminino Marechal Deodoro 2 ) Q)
IR172 17 Masculino Pilar 2 ) )
IR183 51 Feminino  Santana do Ipanema 4 ) Q)

Legenda: ND - dados néo disponiveis; (-) negativo; (+) positivo.

Figura 5 — Distribuicdo das amostras selecionadas para 0 seguenciamento e

genotipagem do virus CHIKV no Estado de Alagoas (n=11).

Pernambuco

Sertdo alagoano
[ Agreste alagoano
[ Leste alagoano
[ IMunicipios com amostras sequenciadas

Bahia Sergipe

Legenda: O Estado de Alagoas esta situado na regido nordeste do Brasil fazendo fronteira com
estados de Pernambuco, Sergipe e Bahia. Este é dividido em trés mesorregifes: Sertdo alagoano
(em laranja), Agreste alagoano (em amarelo claro) e Leste alagoano (em verde). A capital do Estado,
Maceio, esta situada no leste alagoano e concentra em sua regido metropolitana aproximadamente
um terco da populagao do estado. Os municipios com amostras sequenciadas estao indicados na cor
branco. Nome dos municipios: 1 — Santana do Ipanema; 2 — Cajueiro; 3 — Atalaia; 4 — Pilar; 5 —

Marechal Deodoro; 6 — Barra de Sdo Miguel; 7 — Barra de Santo Anténio.
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5.2 Amplificacdo da regido parcial do gene correspondente a proteina E1

A amplificacdo da regido parcial do gene E1 do CHIKV foi realizada por meio
reacdo de RT-PCR (Figura 6A). Ao final desta reacdo, foi obtido um produto
amplificado de aproximadamente 294 pares de base para cada uma das 11
amostras positivas para CHIKV, que em seguida, foram purificados e submetidos a
nova corrida eletroforética, como indicado na Figura 6B. ApOs esta etapa, estes

foram submetidos ao sequenciamento.

Figura 6 — Amplificacdo da regido parcial do gene correspondente a proteina E1 do
CHIKV por RT-PCR

A

sap— nsPl  nsP2  nsP3  nsP4 - Co E2 « MBI —roym s

10229 10522

Ladder IR20 IR33 __IR65 _IR84 _IR95 IR104 IR133 IR156 IR169 IR172 IR183

Legenda: A) Representacdo esquematica do genoma de RNA do CHIKV destacando-se a regido
amplificada correspondente a 294 pb do gene da proteina E1 utilizando-se os primers forward e
reverse. B) Analise do produto amplificado ap0s a purificagdo. As amostras obtidas foram submetidas

a corrida eletroforética em gel de agarose a 1,8%.

5.3 Genotipagem e anédlise filogenética do CHIKV em amostras de

Alagoas

As amostras purificadas obtidas apés a reacdo de RT-PCR foram submetidas
a reacdo de sequenciamento para determinacdo do genoétipo do virus CHIKV. As
sequéncias de nucleotideos obtidas a partir das amostras sequenciadas neste

estudo, provenientes de diversos municipios de Alagoas durante o surto desta
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arbovirose no ano de 2016, foram comparadas as sequéncias nucleotidicas dos
genadtipos Asian, West African e ECSA do CHIKV disponiveis na base de dados do
NCBI GenBank. Notavelmente, apds a analise in silico, todas as sequéncias obtidas
neste estudo foram agrupadas no ramo do genoétipo ECSA, juntamente com as duas
amostras identificadas na Bahia em 2014 e Sergipe em 2016 (Figura 7).

Figura 7 — Analise filogenética de genétipos do CHIKV circulantes em Alagoas no
surto de 2016 com base na andalise da sequéncia parcial de nucleotideos do gene

correspondente a proteina E1

@ IR084/BRAZIL/2016
@ IR156/BRAZIL/2016
@ IR172/BRAZIL/2016
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KJ679577/INDIA/2011
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KJ579187/THAILAND/2013
JQO65889/CHINA/2010
KU561432/INDONESIA/2010
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JQ861260/CAMBODIA/2011
KP003812/GABON/2007
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KU561465/PHILIPPINES/2014
KJ689453/MICRONESIA/2013
KY435477/GUYANA/2014

99|| KY435463/SURINAME/2014 ASIAN

—

KY435486/BRITISH VIRGIN ISLANDS/2014
KY435459/CAYMAN ISLANDS/2014
(O KU355834/BRAZIL/2014
HMO045816/SENEGAL/1966

% E HM045817/SENEGAL/2005

HMO045807/NIGERIA/1965 WEST AFRICAN
HMO045820/COTE DIVOIRE/1993
NC001512/Onyong-nyong virus

0.02
Legenda: As sequéncias correspondentes as amostras de Alagoas analisadas neste estudo estédo
representadas por circulos preenchidos de preto. As sequéncias de nucleotideos correspondentes a
outras amostras descritas em estudos anteriores no Brasil estdo representadas por circulos sem
preenchimento. A arvore foi gerada utilizando o método UPGMA com o teste bootstrap de 500
replicatas. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando-se o0 método Kimura 2-parametros no
software MEGA7. As cepas de CHIKV usadas na analise foram nomeadas com o numero de
acesso/pais/ano de acordo com as informag8es disponiveis no GenBank. O virus O'nyong nyong foi

usado como sequéncia de nucleotideos ndo-relacionada (“outgroup”).
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Para avaliar a identidade entre as amostras obtidas em diferentes locais do
Estado de Alagoas realizou-se um alinhamento de nucleotideos comparando-as com
primeira cepa do CHIKV isolada na Tanzania em 1953 e outras cepas do gendtipo
ECSA do CHIKV provenientes de diferentes paises em todo o mundo depositadas
no GenBank nos ultimos anos (Figura 8).

Conforme mostrado na Figura 8, com excec¢ao da amostra IR095 proveniente
do municipio de Marechal Deodoro que apresentaram uma mutacdo na posicao
10477, trocando o nucleotideo T para A, todas as outras dez amostras do CHIKV
analisadas neste estudo apresentaram-se idénticas nesta regido de nucleotideos
umas com as outras. Interessantemente, diversas substituicbes de nucleotideos
foram detectadas em todas as amostras em comparacdo com a cepa da Tanzania
(10249C>A, 10297T>C e 10420A>T). Assim, para avaliagdo de possiveis mutacdes
nas sequéncias de aminoacidos foi realizada a traducdo in silico e posterior
alinhamento entre as amostras das sequéncias de aminoacidos obtidas. No entanto,
o alinhamento das sequéncias de aminoacidos entre as sequéncias provenientes de
Alagoas em comparacdo com a cepa da Tanzania ndo mostrou nenhuma
substituicdo de aminoacidos nas amostras obtidas, considerando a regido da

proteina E1 analisada (dados ndo mostrados).
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Figura 8 — Alinhamento de sequéncias de nucleotideos de amostras provenientes de Alagoas (n=11) em compara¢gdo com cepas do

gendtipo ECSA do CHIKV provenientes de varios paises do mundo
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Legenda: As sequéncias de nucleotideos das amostras sequenciadas neste estudo (indicadas por circulos preenchidos de preto) foram comparadas com as
de outras cepas isoladas no Brasil (indicadas por circulos sem preenchimento), juntamente com as sequencias de nucleotideos de cepas pertencentes ao
genotipo ECSA (Tanzénia, Gabédo, China), ao Asiatico (Filipinas, Suriname e Ilhas Cayman) e ao Ocidental Africano (Nigéria). As cepas de CHIKV usadas na

anélise foram nomeadas com o nimero de acesso/pais/ano de acordo com as informagdes disponiveis no GenBank.
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5.4 Prospeccédo de marcadores imunoldgicos no soro de pacientes na

fase aguda virémica da infeccdo pelo CHIKV
5.4.1 Aspectos epidemiolégicos das amostras

Para esta analise foram utilizadas 36 amostras positivas para o CHIKV por
RT-gPCR na fase aguda virémica da infeccdo com até 5 dias pds-inicio dos
sintomas, e 23 amostras de doadores saudaveis. A média de idade dos doadores
saudaveis (grupo controle negativo) foi de 30,6 £ 9,74 anos, enquanto do grupo de
pacientes acometidos pela infeccdo aguda por CHIKV foi de 43,22 + 19,88 anos
(Tabela 4). A média de dias apGs o inicio dos sintomas no grupo de pacientes
analisado foi de 2,97 dias + 1,40 (Tabela 4).

Tabela 4 — Caracteristicas das amostras utilizadas no estudo (média de idade, género,

IgM e IgG anti-CHIKV e dias pés-inicio dos sintomas)

Grupo n Média de Homens Mulheres IgM IgG Média
P idade + SD (%) (%) CHIKV+ CHIKV+ (d.p.s.) £SD
Controle negativo 23 30,6 +9,74 73,91 26,09 0 0
CHIKV + 36 43,22+19,88 41,67 58,33 3 0 2,97 +1.40

Legenda: d.p.s = dias pds-inicio dos sintomas, SD = desvio padréo.
5.4.2 Deteccéo de anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV

A fim de confirmar a n&o infeccdo aguda por CHIKV no grupo controle
negativo foi realizado o teste de ELISA para deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-
CHIKV (Tabela 5) sendo utilizadas somente amostras negativas para IgM anti-
CHIKV. Além disso, a deteccdo de anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV também foi
realizada no grupo de pacientes positivos na RT-gPCR cujos resultados séo

mostrados na tabela 6.

39



Tabela 5 — Amostras obtidas de doadores de sangue saudaveis utilizadas como

controle negativo (n=23)

IR- o lgM1gG
Imunoreg Idade  Sexo Municipio CAHHII(IV CA;_'nl'lt(IV
8.1 - Feminino  Macei6 ) )
12.1 41 Masculino  Maceid () )
13.1 36 Feminino  Maceid ) )
17.1 46  Masculino  Maceid ) )
18.1 34 Masculino Maceid ) )
19.1 24  Masculino  Maceid ) )
20.1 41 Masculino  Maceid ) )
21.1 45 Masculino  Maceid ) )
22.1 21  Masculino  Macei6 ) )
24.1 20 Feminino  Maceid ) )
25.1 41  Feminino  Maceib ) )
26.1 40 Masculino  Maceid ) )
27.1 25 Masculino  Macei6 ) )
29.1 22  Masculino  Maceid ) )
30.1 19 Masculino Macei6 ) )
34.1 22 Masculino Macei6 ) )
37.1 41 Masculino  Maceid ) )
40.1 27 Masculino  Macei6 () )
42.1 24  Masculino  Macei6 ) )
44.1 24  Feminino  Macei6 ) )
48.1 19 Feminino  Macei6 ) )
1.1 - Masculino  Maceié ) )
2.1 - Masculino  Macei6 () ()

Legenda: — dado n&o obtido; (-) — negativo.
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Tabela 6 — Amostras positivas para CHIKV na fase aguda virémica com até 5 dias pds-

inicio dos sintomas

IR- Dias p6s- o IgM - 19G
Imunoreg Idade Sexo sinto[r)nas Municipio CAI\-|nII<IV CAI\-|nII(IV

5 71 Feminino 4 Maceio ¢) )
6 78 Masculino 5 Paripueira (+) )
12 62 Masculino 5 Maceid (+) ¢)
16 30 Feminino 5 Macei6 ) )
18 54 Feminino 3 Maceid ¢) )
24 30 Feminino 1 Maceid ) )
35 7 Feminino 3 Maceid ¢) ¢)
36 29 Feminino 3 Maceio ) )
40 16 Feminino 3 Branquinha ) )
44 47 Feminino 5 Maceid ¢) )
62 43 Masculino 5 Maceio ) ¢)
108 34 Masculino 2 Maceio ) )
164 35 Masculino 1 Marechal Deodoro ) )
167 36 Feminino 6 Marechal Deodoro ) )
176 39 Feminino 2 S&o Miguel dos Campos ) )
179 21 Feminino 1 lgaci ) )
2 26 Feminino 2 Maceio ) )
3 46 Masculino 1 Macei6 ) ()
10 32 Feminino 2 Maceio ) )
19 38 Feminino 2 Macei6 ) ()
20 31 Feminino 2 Atalaia ) )
29 68 Masculino 1 Macei6 ) ()
31 73 Masculino 3 Maceio ) )
33 30 Feminino 2 Macei6 ) )
34 66 Feminino 3 Maceio ) )
49 34 Masculino 3 Macei6 ) ()
52 65 Masculino 3 Maceio ) )
95 61 Masculino 2 Marechal Deodoro ) )
102 71 Masculino 4 Maceio ) )
104 23 Feminino 5 Maceio ) )
109 82 Masculino 4 Macei6 (B) O]
117 59 Feminino 4 Teotonio Vilela ) )
162 20 Masculino 2 Marechal Deodoro ) ()
169 31 Feminino 2 Marechal Deodoro ) )
172 17 Masculino 2 Pilar “) )
183 51 Feminino 4 Santana do Ipanema () ()

Legenda: (+) positivo; (-) negativo; (B) Borderline.
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5.4.3 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas

Com o objetivo de realizar uma prospeccdo de marcadores imunoldgicos
associados a fase aguda precoce da infeccdo pelo CHIKV os niveis de citocinas e
guimiocinas foram quantificados em amostras de soro de pacientes positivos para a
deteccdo do genoma viral com até cinco dias ap6s o inicio dos sintomas e

comparados ao grupo de doadores saudaveis (grupo controle negativo).

Dentre as citocinas quantificadas e comparadas entre 0s grupos de pacientes
infectados pelo CHIKV e o grupo de doadores saudaveis verificou-se um aumento
significativo nos niveis de IL-6, IL-10 e IFN-y nos pacientes com CHIKF, conforme
mostrado na Figura 9 e Tabela 7. No entanto, ndo foi verificado um aumento na
concentracdo de IL-1B, IL-12p70 e IL-4 no soro dos pacientes positivos quando

comparado ao grupo de pacientes saudaveis (Tabela 7 e Figura 9).

Ao avaliar os niveis das quimiocinas séricas detectou-se um aumento de IL-8;
MIG; MCP-1 e IP-10 na fase aguda da infeccdo quando comparado os pacientes
com CHIKF ao grupo de doadores saudaveis (Tabela 9 e Figura 10). Neste estudo,
ndo foi detectado um aumento na concentracdo sérica da quimiocina RANTES,
também denominada de CCL-5, embora os valores obtidos na quantificacdo foram
estimados numericamente baseando-se na logistica de 5 parametros (5-parameter
logistic) a partir dos valores obtidos da curva-padrao. Além disso, para as citocinas
IL-2 e TNF-a os valores obtidos estavam abaixo do limite de deteccdo para a
metodologia empregada (dados ndo mostrados).

Assim, verificou-se que a resposta imune presente nos pacientes na fase
aguda da infeccdo pelo CHIKV foi caracterizada por uma resposta inflamatoria
mediada principalmente por IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1 e MIG, associadas a um

aumento de IFN-a, que possui uma potente atividade antiviral.
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Tabela 7 — Niveis séricos de citocinas e quimiocinas em pacientes na fase aguda virémica da infec¢cdo pelo CHIKV e doadores

saudaveis
Citocinal CHIKV Positivo Doadores Saudaveis
Quimiocina Média Variacao Unidade Mediana Média Variacao Unidade Mediana valordep
IL-4 1,87 (0,0-17,05) pg/uL 1,44 1,88 (0,0-4,29) pg/uL 1,85 0,2699
(ES)IL-6  58505,82  (0,0-431725,9) fg/uL 11614,70 | 789,69 (0,0-2611,68) fg/uL 433,33 <0,0001
(ES)IL-10  3041,78 (0,0-44219,1) fg/uL 1049,69 | 412,94 (0,0-4276,53) fg/uL 255,20 <0,0001
(ES)IFN-y  8062,91  (0,0-57220,14) fg/uL 477458 | 34,37 (0,0-790,48) fg/uL 0,00 <0,0001
(52837';_ 145,49 (0,0-2622,01) fg/uL 0,00 29,06 (0,0-668,39) fg/uL 0,00 0,3792
IL-1B 0,71 (0,0-5,35) pg/uL 0,00 0,13 (0,0-0,65) pg/uL 0,00 0,241
IFN-a 259,12 (0,0-1461,29) pg/uL 105,00 0,00 (0,0-0,0) pg/uL 0,00 <0,0001
IP-10 3277,11 (35,51-10332,81)  pg/uL 2278,88 | 41,71 (17,04-88,15) pg/uL 33,46 <0,0001
MCP-1 1227,66 (34,11-9579,98) pa/uL 448,12 85,97 (32,58-227,87) pg/uL 74,04 <0,0001
MIG 1880,43  (17,61-20834,63)  pg/uL 318,78 31,07 (9,38-86,8) pg/uL 29,04 <0,0001
IL-8 65,45 (2,27-981,36) pg/uL 20,37 2,41 (0,0-6,32) pg/uL 2,47 <0,0001
RANTES 729414  (399,1-21420,57)  pg/uL 6560,54 | 681558 (3673,26-8664,44)  pg/uL 6993,99 0,6695

Legenda: Foram consideradas diferencgas significantes valores onde p < 0,05 para o teste U de Mann-Whitney. Na coluna da média estd mostrado a média +

SEM (erro padrao da média).



Figura 9 — Niveis de citocinas séricas quantificadas pela metodologia de CBA
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Legenda: As citocinas IL-10, IL-12p70, IL-6 e IFN-gama foram quantificadas utilizando a metodologia
de CBA Enhanced Sensitivity e seus valores expressos em fg/mL. As citocinas IL-2, IL-4 e IFN-alfa
foram quantificadas pela metodologia de CBA Kit Th1/Th2 Il e seus valores expressos em pg/mL. A
barra horizontal representa a média. Controle — grupo de doadores saudaveis (n=23); CHIKV: grupo
de pacientes positivos para CHIKV na fase aguda virémica até cinco dias pés-inicio dos sintomas
(n=36). Valores de p < 0,05 foram considerados significativos utilizando-se o Teste U de Mann-
Whitney.
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CCL2/MCP-1 (pg/mL)

Figura 10 — Niveis de guimiocinas séricas quantificadas pela metodologia de CBA
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Legenda: Controle — grupo de doadores saudaveis (n=23); CHIKV: grupo de pacientes positivos para

CHIKV na fase aguda virémica até cinco dias pos-inicio dos sintomas (n=36). A barra horizontal

representa a mediana. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos utilizando-se o Teste U

de Mann-Whitney.
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6. DISCUSSAO

O CHIKV é um grave problema de saude publica que causa epidemias de
grande magnitude em varias localidades, principalmente em &reas tropicais e
subtropicais. Além disso, ndo existe um tratamento especifico ou uma vacina
atualmente disponivel para esta infeccéo viral. A propagacdo do virus também foi
observada em toda a América do Norte e Europa onde casos desta infec¢do foram
relatados em Los Angeles, Barcelona, Italia, Grécia, entre outros (BOCANEGRA et
al., 2016; FREDERICKS; FERNANDEZ-SESMA, 2014; KELVIN, 2011; KENDRICK
et al., 2014; MINER et al., 2015; TSIODRAS et al., 2016; ZAMMARCHI et al.,
2016).

No Brasil, a primeira transmissao autdctone do CHIKV foi reportada no ano de
2014 sendo detectado o genotipo asiatico deste virus na cidade de Oiapoque, no
Amapa (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; PAHO, 2014). Posteriormente, no mesmo
ano, casos autoctones desta infecgdo ocasionada pelo genétipo ECSA do CHIKV
foram confirmados na cidade de Feira de Santana, Bahia (NUNES et al., 2015).
Portanto, no Brasil, dois focos iniciais provenientes de dois genotipos virais
diferentes deste virus foram estabelecidos. Nos anos seguintes 0s genotipos,
asiatico (ano de 2014-2015) e ECSA (ano de 2016), foram detectados no Rio de
Janeiro, destacando-se o potencial de disseminacdo deste arbovirus para outras
regides do pais (CONTEVILLE et al., 2016; SOUZA et al., 2017).

No ano de 2016, o numero de casos relatados de infeccdo pelo CHIKV
aumentou em varios estados brasileiros, sendo que surtos desta arbovirose foram
reportados principalmente na regido nordeste do Brasil, onde ocorre a co-circulacao
de outros arbovirus, como por exemplo, os virus da Dengue e o virus Zika (NUNES
et al., 2015; RODRIGUES FARIA et al., 2016; ROSSINI; LANDINI; SAMBRI, 2016;
TEIXEIRA et al.,, 2015). Assim, estudos relacionados a genotipagem e analise
filogenética do CHIKV sdo necessarios em diversas localidades do mundo
corroborando e contribuindo com as ac¢des e estratégias de vigilancia epidemiolbgica
em saude publica.

O Estado de Alagoas estéa localizado na regido nordeste do Brasil, fazendo
fronteira com os Estados de Pernambuco, Bahia e Sergipe, onde em 2016,
evidenciou-se um grande aumento no numero de casos suspeitos de infeccdo pelo

CHIKV. De acordo com informacdes epidemiologicas do Ministério de Saude do
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Brasil, a incidéncia do niumero de casos suspeitos desta arbovirose em Alagoas
aumentou de 41,5 no ano 2015 para 514,8 casos a cada 100.000 habitantes no ano
de 2016 (BRASIL, 2017). Assim, um dos objetivos deste estudo consistiu em realizar
a genotipagem e analise filogenética do CHIKV em amostras de pacientes
provenientes do surto desta infeccdo em Alagoas em 2016. Por meio do
sequenciamento de DNA e posterior analise filogenética, detectamos a presenca do
genotipo ECSA do CHIKV circulante em diversos municipios do Estado de Alagoas
durante a epidemia de 2016. Interessantemente, no mesmo ano, no Estado de
Sergipe, que faz fronteira com Alagoas, foi reportada a primeira identificacdo de um
mosquito Ae. aegypti infectado naturalmente pelo gendtipo ECSA do CHIKV nas
Américas (COSTA-DA-SILVA et al., 2017).

No presente estudo, todas as amostras analisadas provenientes de diversas
localidades do Estado de Alagoas (n=11) foram caracterizadas como pertencentes
ao gendtipo ECSA. A andlise do alinhamento de nucleotideos entre as amostras
obtidas evidenciou somente uma substituicdo de nucleotideos na amostra IR95,
proveniente da cidade de Marechal Deodoro, regido metropolitana de Maceid,
embora esta mutacdo ndo tenha promovido uma troca de aminoacido nesta regiao
analisada. Por meio do alinhamento comparativo da sequéncia de nucleotideos da
regido parcial codificante para a proteina E1 das amostras deste estudo com outras
sequéncias depositadas e disponiveis no banco de dados do GenBank, detectou-se
semelhanca das mesmas com as cepas do genotipo ECSA reportadas tanto em
Feira de Santana no ano de 2014, quanto em Sergipe no ano de 2016 (ldentidade
de 1,0) (COSTA-DA-SILVA et al.,, 2017; NUNES et al., 2015). Além disso, um
estudo recente detectou o genétipo ECSA em amostras oriundas de pacientes do
nordeste brasileiro, incluindo amostras de Macei0 — AL, corroborando com o0s
nossos resultados (CHARLYS DA COSTA et al., 2017).

Além disso, diversas substituicdes de nucleotideos foram detectadas em
todas as amostras analisadas neste estudo quando comparadas a primeira cepa
ECSA isolada na Tanzania no ano de 1953. Embora essas substituicbes de
nucleotideos foram verificadas nas amostras sequenciadas, ao analisar a traducao
destas sequéncias, ndo foram detectadas alteracbes de aminoacidos nesta regido
correspondente a uma parte da proteina do envelope viral E1.
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Além da caracterizacdo molecular do genoétipo do CHIKV circulante em
Alagoas no surto de 2016, um dos objetivos deste estudo foi realizar a prospeccéo
de marcadores imunoldgicos associados a fase aguda virémica desta arbovirose.
Para isso, foram quantificados 14 analitos solaveis, incluindo diversas citocinas e
guimiocinas, em amostras de soro de pacientes positivos para a deteccdo do
genoma viral com até 5 dias apés o inicio dos sintomas. Como controle negativo,
foram utilizadas amostras de soro de doadores de sangue saudaveis e com
sorologia negativa para IgM anti-CHIKV.

Por meio da analise estatistica comparativa foi constatado um aumento nos
niveis de TNF-a, IL-6 e IFN-y em relagdo ao grupo controle. Além disso, um aumento
de IL-10, que possui uma atividade imunossupressora foi evidenciada sugerindo
uma possivel tentativa de modulagcdo negativa Thl buscando uma homeostasia do
sistema imune e uma resposta imunolégica balanceada (DE MAEYER; DE
MAEYER-GUIGNARD, 1992).

A interleucina-6 possui uma grande variedade de atividades bioldgicas e de
regulacéo da resposta imune, como hematopoiese, resposta imune de fase aguda e
inflamacéo. Possui ainda importante papel na atracdo de eosindéfilos para o local da
inflamacdo (HEINRICH; CASTELL; ANDUS, 1990; MIHARA et al., 2012) sendo
produzida por células B, T e mondcitos (HIRANO et al., 1990). Esta citocina pode ser
secretada por macréfagos em resposta a patégenos, além de estimular a sintese
proteinas de fase aguda em hepatdcitos humanos (HEINRICH et al., 1990).

Dois estudos realizados na india e Singapura em 2011 descreveram que em
pacientes que se recuperaram completamente da infeccdo por CHIKV, o nivel de IL-
6 voltou a normalidade, porém, em pacientes com artrite crénica o nivel desta
citocina permaneceu elevado, indicando uma forte associagdo da mesma com o
desenvolvimento da artrite cronica decorrente desta infeccéo viral (CHAAITANYA et
al., 2011; CHOW et al., 2011). Em outro estudo, foi mostrado uma correlacdo
positiva dos niveis desta citocina com a carga viral, visto que os niveis de IL-6 e IL-8
foram significativamente maiores em pacientes infectados pelo CHIKV com elevada
carga viral quando comparado a pacientes que apresentavam uma baixa carga viral
(REDDY et al., 2014). Além disso, tem-se associado altos niveis de IL-6 como um
possivel marcador de severidade na infeccdo pelo CHIKV, juntamente com as

citocinas IL-1B e RANTES (NG et al., 2009). Em nosso estudo, verificamos um
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aumento significativo de IL-6 (55564 + 15548 CHIKV vs. 756,8 + 190,5 CN - controle
negativo) corroborando com estudos prévios, no entanto, ndo foi detectado um
aumento das citocinas IL-1B e RANTES em relacdo ao grupo controle. Estes
resultados obtidos podem ser decorrentes da fase aguda precoce da infeccao.
Corroborando com estes resultados, em camundongos, ndo se observou aumentos
significativos nos niveis destes de IL-1 B e RANTES em até 3 dias pos infeccdo com
CHIKV (PAL et al., 2014).

A quimiocina IL-8/CCL2 é conhecida como o fator quimiotatico de neutrofilos.
Esta quimiocina é secretada por macrofagos ativados e promove o recrutamento de
neutréfilos para o foco inflamatério (BAGGIOLINI; DEWALD; MOSER, 1994). No
presente estudo, verificamos um aumento significativo desta quimiocina no soro dos
pacientes na fase aguda da infecgéo (71,88 + 26,71 CHIKV vs. 2,409 + 0,2956 CN -
controle negativo) corroborando com estudos anteriores que reportaram a elevacao
dos niveis circulantes de IL-8 devido a infeccdo pelo CHIKV (CHAAITANYA et al.,
2011; CHOW et al., 2011). No entanto, outros estudos né&o verificaram esta
alteracdo ou ainda detectaram uma diminuicdo desta citocina quando comparado a
pacientes saudaveis (CHIRATHAWORN et al.,, 2010; SIMARMATA et al., 2016).
Corroborando com o resultado obtido no presente estudo, em um modelo
experimental de infec¢cdo pelo CHIKV em camundongos, verificou-se um aumento
de IL-8 na fase aguda até o 6° dia pOs infeccdo, sendo os niveis mais elevados
detectados no 3° dia pos-infeccao viral (PATIL; HUNDEKAR; ARANKALLE, 2012).

A IL-10 é uma citocina com atividade anti-inflamatoéria com papel central na
inibicdo da resposta imune. Assim como neste trabalho, estudos anteriores
mostraram um aumento de IL-10 na infeccdo pelo CHIKV em fase aguda
(CHAAITANYA et al., 2011; NG et al., 2009; SIMARMATA et al., 2016). Em um
desses estudos, o nivel desta citocina durante a fase aguda obteve o maior valor
quando comparado com a fase de recuperacéo e pés-recuperados (CHAAITANYA et
al., 2011). No entanto, Kelvin e colaboradores (2011) detectaram valores menores
de IL-10 tanto na fase aguda quanto em 6 meses apods o inicio dos sintomas quando
comparados ao grupo controle (KELVIN et al., 2011).

O fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a) € produzido principalmente por
mondcitos e macréfagos, mas também por células B, células T e fibroblastos

(BRADLEY, 2008). Esta citocina esta presente em niveis elevados no processo
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inflamatorio envolvido na artrite reumatoide (CHOY; PANAYI, 2001; YAMANAKA,
2015). Além disso, possui uma funcdo mediadora de apoptose e € um estimulador
tanto autécrino quanto paracrino de outras citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-6,
IL-8 e GM-CSF (VASANTHI; NALINI; RAJASEKHAR, 2007). Em estudos anteriores,
niveis elevados desta citocina foram detectados na fase aguda da infeccao pelo
CHIKV (CHIRATHAWORN et al., 2013; SIMARMATA et al., 2016; VENUGOPALAN
et al., 2014). Interessantemente, niveis mais elevados de TNF-a foram detectados
por Venugopalan e colaboradores (2014) em pacientes recuperados da doenga
(VENUGOPALAN et al., 2014). Embora alguns estudos verificaram um aumento de
TNF-a decorrente desta infecgao, esta informacéo ainda € controversa na literatura
visto que nao reportaram alteracdo nos niveis desta citocina em relacéo ao grupo de
pacientes saudaveis (CHAAITANYA et al., 2011; KELVIN et al., 2011; NG et al.,
2009; REDDY et al., 2014; WAUQUIER et al., 2011).

Com relacdo a fase cronica da doenca, em um estudo em pacientes que
apresentaram artralgia persistente em decorréncia da infeccdo por CHIKV foi
observado que os valores de IL-183, IL-4, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIG e RANTES
foram maiores durante a segunda semana de desenvolvimento da doenca
(VENUGOPALAN et al., 2014). Posteriormente, os niveis desses analitos retornaram
a valores préximos da normalidade, exceto para as citocinas MIG, MCP-1 e
RANTES. Em nosso estudo, destes mesmos analitos, na fase aguda nao
verificamos um aumento de IL-1(3, IL-4, IL12p70 e RANTES.

Os interferons do tipo | s&o denominados de IFN-a e IFN- e sdo conhecidos
por sua potente atividade antiviral, além da funcdo moduladora na imunidade inata e
especifica (DURBIN et al.,, 2000; MULLER et al., 1994). Além de promover um
estado antiviral nas células alvo estas citocinas podem induzir apoptose em células
infectadas para alguns virus (PESTKA et al., 1987; TANAKA et al., 1998) e séo
cruciais na ativacdo de células NK e macrofagos (BELARDELLI, 1995; BIRON et al.,
1999; BOGDAN, 2000).

O IFN-y é um importante ativador de macrofagos e indutor da expressao de
MHC de classe Il nestas células (FARRAR; SCHREIBER, 1993). Esta citocina pode
ser produzida por células NK na fase inicial da infeccdo viral, estimulando a
producdo de quimiocinas como MIG (DE MAEYER; DE MAEYER-GUIGNARD,
1992). E considerada a principal citocina efetora Th1 além de induzir a expressio de
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varias quimiocinas como CCL-2/MCP-1, CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10 (VALLEDOR
et al., 2008).

No presente estudo verificamos um aumento significativo nos niveis de
qguimiocinas induzidas por IFN-y na infecgao pelo CHIKV, destacando-se MCP-1, IP-
10 e MIG. A quimiocina MCP-1 (proteina quimioatraente monocitaria-1) promove o
recrutamento de mondcitos/ macrofagos para o sitio de inflamacédo (DESHMANE et
al.,, 2009). Camundongos que superexpressam MCP-1 apresentam um grande
namero de macrofagos infiltrados no tecido adiposo branco (KAMEI et al., 2006). Em
outro estudo, verificou-se que MCP-1 é critico para a iniciacdo e desenvolvimento de
lesbes ateroscleréticas, e que durante a progressdo da aterosclerose, ha uma
deposicdo de lipidios dentro de macrofagos e mondcitos presentes na camada
intima, levando a formacédo e eventual aumento das lesdes ateroscleroticas (GU et
al., 1998). MIG/CXCL9 é uma quimiocina para células T induzida por IFN-y que
possui papel na resposta imune em infecgdes virais visto que a auséncia de MIG em
ratos promoveu uma maior sensibilidade a infeccdo genital por HSV-2 (WUEST,;
CARR, 2008). A quimiocina IP-10 é secretada por células endoteliais, neutrofilos,
monacitos, fibroblastos, queratinocitos em resposta ao IFN-y (DYER et al., 2009;
LUSTER; RAVETCH, 1987). Esta quimiocina promove o recrutamento de monécitos/
macrofagos, células T, células NK e DCs e a adesdo de células T a células
endoteliais, além de possuir atividade antitumoral (LIU et al., 2011).

Trés estudos detectaram um aumento de IFN-y em pacientes acometidos por
CHIKV em fase aguda (SIMARMATA et al.,, 2016; VENUGOPALAN et al., 2014;
WAUQUIER et al.,, 2011) e o aumento de MCP-1 foi detectado na maioria dos
estudos que avaliaram pacientes na fase aguda da infeccdo (CHAAITANYA et al.,
2011; CHIRATHAWORN et al., 2013; CHOW et al., 2011; REDDY et al., 2014;
SIMARMATA et al., 2016; VENUGOPALAN et al., 2014; WAUQUIER et al., 2011).
No caso da MCP-1, foi mostrado que esta quimiocina permaneceu elevada por até
2-3 meses (CHOW et al., 2011). Um aumento de MIG também foi reportado em
estudos prévios corroborando com os resultados obtidos em nosso estudo
(CHAAITANYA et al., 2011; CHOW et al., 2011; KELVIN et al., 2011; NG et al.,
2009; REDDY et al., 2014; SIMARMATA et al.,, 2016). Com relagcdo a IP-10,
estudos anteriores mostraram um aumento desta quimiocina em pacientes com
CHIKV principalmente na fase aguda (CHAAITANYA et al.,, 2011; CHOW et al.,
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2011; REDDY et al., 2014). Neste estudo, evidenciamos um aumento significativo
de IP-10 na fase aguda virémica da infec¢do (3107 + 468,8 CHIKV vs. 42,31 + 4,374
CN - Controle negativo).

Devido a fase inicial precoce da infeccdo por CHIKV avaliada neste estudo,
provavelmente a elevada producao de IFN-y detectada seja em virtude da ativagéao,
recrutamento e proliferacdo das células NK contra o virus (DOKUN et al., 2001,
GREGOIRE et al., 2007).

Muito embora em alguns estudos o periodo de inicio dos sintomas seja
semelhante (fase aguda, crbnica ou pacientes ja recuperados), outros fatores
poderiam justificar as divergéncias encontradas entre varios trabalhos para as
mesmas citocinas/quimiocinas, como, por exemplo, a carga viral, o gendétipo do
virus, alelos do MHC, género, idade, polimorfismos e diferentes etnias influenciando
na resposta imune desenvolvida (HARALAMBIEVA et al., 2014; KLEIN, 2012,
KORVA et al., 2013; OBADA et al., 2017; SUGIMOTO et al., 2003).

Em resumo, a tabela a seguir compara as citocinas e quimiocinas
qguantificadas neste estudo em pacientes acometidos por CHIKV em fase aguda em

relacdo a outros trabalhos cientificos publicados previamente na literatura.
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Tabela 8 — Citocinas e quimiocinas avaliadas neste estudo frente a outros trabalhos

cientificos
Citocina/Quimiocina
N |-
Estudo Slalslel=|a|a| 2 |22|2|E|d]|e
Zl=]=2]=2(2|2|2|2|E|8|£|3|¢|2
CHOW et al ., 2011
CHAAITHANYA et al,, 2011
CHIRATHAWORN, 2013
REDDY, 2014 (RNA +)
VENUGOPALAN, 2014
NG et al., 2009 { &

SIMARMATA et al ., 2016
WAUQUIER et al ., 2011
KELVIN et al ., 2011 L L1
N2 de trabalhos que avaliaramoanalito | 8| 6 8 9| 8| 8 5[ 5/ 7/ 8 8 5| 9| 7
Ne de trabalhos detectaram elevagdo 3 1| 4| 8| 5| 3| 2| 5 3| 3| 7| 4] 7| 6
Este Estudo

Legenda:

Elevado

N&o significante

‘|’ Niveis abaixo do grupo controle

N&o avaliado ou ndo descrito

Valor extrapolado

Referéncias: (CHAAITANYA et al., 2011; CHIRATHAWORN et al., 2013; CHOW et al., 2011;
KELVIN et al, 2011; NG et al., 2009; REDDY et al., 2014; SIMARMATA et al., 2016;
VENUGOPALAN et al., 2014; WAUQUIER et al., 2011).
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7. CONCLUSAO

Em concluséo, este estudo relata o genétipo ECSA durante o surto CHIKV de
2016 em diferentes municipios do Estado de Alagoas, destacando-se a necessidade
de vigilancia e investigacao epidemiologica molecular na disseminacao de genaotipos

distintos deste virus no Brasil e no mundo.

Com relagcdo a prospeccdo de marcadores imunologicos (citocinas e
qguimiocinas) de fase aguda presentes no soro de pacientes infectados pelo CHIKV,
uma resposta pro-inflamatdria e antiviral mediada por IFN-y, IFN-a, IL-6, IL-8, MCP-
1, IP-10 e MIG foi detectada, caracterizando-0s como 0s principais biomarcadores
imunoldgicos séricos nesta fase da infec¢do. Estudos posteriores com grupos de
pacientes em fase cronica e/ou convalescentes, serdo necessarios para avaliacao
de quais analitos que se mostraram elevados, como IL-6, IL-8, MCP-1 possam estar
relacionados a severidade da doenca e/ou poliartralgia persistente.

Esses resultados podem contribuir para a compreensao da resposta imune
desenvolvida durante a infeccdo pelo CHIKV e sua imunopatologia, assim como,
colaborar na descoberta e validagdo de marcadores imunoldgicos de fase aguda que
possam estar associados ao prognostico e a morbidade aplicados futuramente ao

diagndstico e monitoramento terapéutico desta arbovirose re-emergente.
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APENDICE

Apéndice - Citocinas avaliadas em diferentes fases da infecgédo por CHIKV.

Citocinas/Quimiocinas

FGF BASICS

CHOW etal., 2011
CHAAITHANYA et al., 2011
CHIRATHAWORN, 2013
REDDY, 2014 (RNA +)
VENUGOPALAN, 2014
NG et al,, 2009
SIMARMATA et al ., 2016
WAUQUIER et al ., 2011
KELVIN et al ., 2011
CHOW et al ., 2011 (10 dias)
CHOW et al ., 2011 (4-6 semanas)
CHOW et al., 2011 (2-3 meses)
CHAAITHANYA et al ., 2011 (dores)
CHAAITHANYA et al ., 2011 (sem dores)
CHIRATHAWORN, 2013 (5-13 diass)
REDDY, 2014 (RNA - ; IgM +)
VENUGOPALAN, 2014 (Recuperados)
KELVIN et al ., (6 meses)

Legenda: [ Niveis elevados em adultos
[ Elevados B Elevados comparando diferentes fases da

[@Nao significante o doenca no mesmo estudo
Niveis abaixo do grupo de doadores saudaveis g Citocina divergente ou Valores extrapolados

Bl Nao avaliado/Nao descrito I Niveis elevados em criancas

Agudo

Nao-agudo
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