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RESUMO

O virus chikungunya (CHIKV) pertencente a familia Togaviridae, ao género alfavirus,
causador da febre de chikungunya (CHIKF). A doenga cursa com sintomas inespe-
cificos podendo evoluir com artralgia e/ou artrite, nos casos agudos e/ou cronicos. A
persisténcia cronica da CHIKF esta associada ao aumento, ou redugao, dos niveis
de fatores imunes, como as quimiocinas, envolvidas no processo inflamatoério. O ob-
jetivo do estudo foi associar os niveis séricos das quimiocinas: CCL2, IL-8, CXCL9,
CXCL10 em pacientes com CHIKF e correlacionar seus niveis com as variaveis la-
boratoriais: contagem de leucécitos, proteina C reativa (PCR) e fator reumatoide
(FR). Foram avaliados trés grupos: pacientes com CHIKF sem artrite reumatoide
(n=45), pacientes com CHIKF cronica com artrite reumatoide (n=43) e pacientes com
artrite reumatoide (AR) sem o CHIKV (n=38), acompanhados no Ambulatério de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. A
pesquisa do anti-CHIKV (IgG) foi realizada pelo método ELISA no Setor de Virologia
do Instituto de Pesquisa Keizo-Asami (iLIKA/UFPE), e as quimiocinas dosadas no
Setor de Imunopatologia do Instituto Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ-PE) pela técnica
de citometria de fluxo. Houve associacdo entre as medianas dos niveis séricos de
CXCL10 do grupo CHIKF sem AR e os grupos CHIKF com AR (p=0.0076) e o grupo
s6 com AR (p=0.0016). As medianas dos niveis séricos de IL-8 foram maiores entre
o grupo CHIKF sem AR e o grupo s6 com AR (p=0.0017). Os niveis de CCL2 e CX-
CL9 nao se mostraram diferentes entre os grupos. Houve correlagédo positiva inter-
mediaria (r= +0,49) dos niveis sericos de CXCL10 com a PCR no grupo CHIKF com
AR, e correlagao positiva fraca (r= +0,33) dos niveis de CCL2 com FR e correlagado
negativa intermediaria nos niveis séricos de CXCL9 com contagem de leucécitos (r=
-0,40), ambos no grupo s6 com AR. Em concluséo, avaliando os resultados fica evi-
dente o quao é dificil termos um perfil de dosagem desses fatores imunes que con-
sista num padréo indicativo de cronicidade da doenca, uma vez que ha influéncias

que interferem esses niveis.

Palavras-chaves: febre de chikungunya; quimiocinas; artrite.



ABSTRACT

The chikungunya virus (CHIKV) belonging to the family Togaviridae, to the alphavirus
genus, causes chikungunya fever (CHIKF). A disease that courses with nonspecific
symptoms can evolve with arthralgia and/or arthritis, in acute cases and/or diseases.
The chronic persistence of CHIKF is associated with an increase or decrease in the
levels of immunological factors, such as chemokines, involved in the inflammatory
process. The objective of the study was associated with the serum levels of the
chemokines: CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10 in patients with CHIKF and correlating
their levels with laboratory variables: leukocyte count, C-reactive protein (CRP) and
rheumatoid factor (FR). There were three groups of patients: cronic CHIKF without
rheumatoid arthritis (n=45), chronic CHIKF with rheumatoid arthritis (n=43) and
rheumatoid arthritis (RA) without CHIKV (n=38), followed up at the Rheumatology
Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas of the Federal University of
Pernambuco. The investigation of anti-CHIKV (IgG) was performed by the ELISA
method in the Virology Sector of the Keizo-Asami Research Institute (iLIKA/UFPE),
and the chemokines were dosed in the Immunopathology Sector of the Aggeu
Magalhaes Institute (FIOCRUZ-PE) by the technique of flow cytometry. There was an
association between the medians of serum CXCL10 levels in the CHIKF group
without RA and the CHIKF groups with RA (p=0.0076) and the group with RA alone
(p=0.0016). Median serum IL-8 levels were higher between the CHIKF group without
RA and the group with RA alone (p=0.0017). CCL2 and CXCL9 levels were not
different between groups. There was an intermediate positive correlation (r=+0.49) of
CXCL10 serum levels with CRP in the CHIKF group with RA, and a weak positive
correlation (r=+0.33) of CCL2 levels with RR and an intermediate negative correlation
in the levels serum CXCL9 with leukocyte count (r=-0.40), both in the RA-only group.
In conclusion, evaluating the results, it is evident how difficult it is to have a dosage
profile of these immune factors that consists of a pattern indicative of the chronicity of

the disease, since there are influences that interfere with these levels.

Keywords: chikungunya fever; chemokines; arthritis
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1 INTRODUGAO

Na infecgdo pelo virus chikungunya (CHIKV), o principal sintoma associado € a
febre chikungunya (CHIKF), que, além de causar sintomas inespecificos, pode levar a
sintomas progressivos de desordem articular, como artralgia e/ou artrite, nos casos
agudos e/ou cronicos (BRASIL, MINISTERIO da SAUDE, 2017). Estudos mostram que
fatores imunologicos podem influenciar na imunopatologia da doenga, como quimicionas
e citocinas (NG L. et al., 2009; DEEBA F. et al., 2015).

Ha seis principais quiminocinas envolvidas no mecanismo da CHIKF a saber:
proteina-10 induzida por interferon-y (IP-10y/CXCL10), monocina induzida por interferon-
y (MIG/CXCL9), proteina-1 quimioatraente de mondcito (MCP-1/CCL2), interleucina-8
(IL-8), proteina inflamatdria de macréfagos-1a (MIP-1a/CCL3), proteina inflamatéria de
macrofagos-1b (MIP-1b/CCL4) e a regulado na ativagao de células T normais expressas
e secretadas (RANTES/CCL5), e a agao imunolégica, seja por aumento ou redugao,
dessas quimiocinas estdo associadas ao desfecho desfavoravel da CHIKF (NG L. et al.,
2009; REDDY V. et al., 2014; CHANG et al., 2018; NINLA-AESONG P., MITARNUN W.
and NOIPHA K., 2019).

No estudo de NG L. et al., (2009) foi observado que durante fase aguda da
CHIKF, entre 2° e 19° dias de sintomatologia, os pacientes apresentaram niveis
elevados da CXCL10 e CXCL9, devido a uma acao anti-inflamatéria por eliminagao do
virus da circulagdo. Enquanto CCL2, CCL3 e CCL4 permaneceram em niveis normais e
os niveis da CCL5 encontravam-se diminuidos, principalmente em pacientes graves.

Chaaithanya K. I. et al., (2011), observaram em pacientes com CHIKF
recuperados, CHIKF aguda e crénico, um grande aumento no nivel de CXCL10 e um
aumento moderado no nivel de CXCL9 em pacientes agudos. Os niveis de IL-8 e CCL2
foram mais elevados em pacientes com artrite crénica.

No entanto, Reddy V. et al.,, (2014) pacientes com CHIKF que apresentavam
carga viral alta, os niveis de CXCL10, CXCL9 e CCL2 encontravam-se mais elevados,
quando comparados aos pacientes com carga viral baixa. Além disso, os niveis dessas
duas ultimas quimiocinas ainda permaneciam elevadas nos quatros casos de artralgia
persistente. Foi observado ainda que os niveis do CCL5 estavam diminuidos, como
também relatado no estudo de NG. L et al. 2009, nos grupos com alta e baixa carga

viral, e nos quatro casos de artralgia persistente.
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Contrariamente, Chang A. et al. (2018) pesquisaram a presengca do CHIKV no
liquido sinovial em pacientes com sintomas de artrite croGnica persistente, além da
analise dos niveis de quimiocinas CCL5, CCL3 e CCL4, os quais os autores né&o
encontraram alteragdo em comparagao ao grupo controle saudavel.

Contudo, foram encontrados niveis elevados de CCL3 e CCL4 e, principalmente,
CCL2 nos casos graves, em um estudo realizado em 2019, por Ninla-aesong, P.,
Mitarnun W. and Noipha K., analisando casos graves e ndo graves da CHIKF, apos
cinco anos da infegao. Os autores concluiram que o CCL2, associado a outras citocinas,
pode estimular a artralgia crénica, acentuando a redugcédo de CCL5 nos casos graves.

Todos as pesquisas apontam que niveis reduzidos de CCL5, podem ser
considerados um potencial marcador de gravidade na CHIKF (NG L. et al., 2009;
HOARAU J. ET AL., 2010; NINLA-AESONG P., MITARNUN W. and NOIPHA K., 2019).

Considerando que, a maioria dos estudos investigaram os niveis de quimiocinas
nos pacientes com CHIKF na fase aguda, estudos com pacientes de varios niveis de
gravidade e de estagio da doenga sdo necessarios para confirmar o papel da resposta
imune em patologias articulares crbénicas observadas na infeccdo por CHIKV
(CHIRATHAWORN C., CHANSAENRO J. and POOVORAWAN Y., 2020).

Portanto, esse estudo associou os niveis séricos de CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10
em pacientes na fase crénica da febre Chikungunya com e sem artrite reumatoide, e
correlacionou com os dados laboratoriais (proteina C reativa, fator reumatoide e a

contagem de leucdcitos).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS GERAIS DO CHIKV

O CHIKV foi isolado pela primeira vez em 1953, durante o primeiro surto urbano
ocorrido, numa epidemia que eclodiu na Tanzania. O nome chikungunya deriva da
postura “curvada” adotada pelos nativos da regido, durante crises de dores severas nas
regides articulares (H. W. LUMSDEN, 1953; ROBINSON M. C. 1955).

O CHIKV é um alphavirus pertencente a familia Togaviridae (REGENMORTEL V.
et al., 2000) Como todo alphavirus, possui capsideo de diametro de 60-70nm, e
envelope esférico, contendo um genoma de RNA de fita simples de polaridade positiva,
com aproximadamente 12kb, codificando quatro proteinas nao estruturais (nsP1-4) e
trés proteinas estruturais (C, E1, E2) (STRAUSS AND STRAUSS, 1994)(Figura 1).

Figura 1. Representagéo da estrutura morfolégica e genoma do CHIKV.

l —_ e — I — l
Proteinas nio-estruturais Proteinas estruturais

5'NTR Jungido INTR

Fonte: Adaptado de SCHUFFENECKER 1. et. al., 2006.
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Seu genoma tem uma regiao curta 5' ndo traduzida e uma regido mais longa 3'
nao traduzida, composto por estruturas stem-loop e repeticdes diretas que podem estar
associadas a adaptacdo do virus aos vetores hospedeiros (CHEN R. et al., 2013).

Possuem um ciclo replicativo rapido e sao sensiveis a dissecacao e temperaturas
acima de 58° C (KHAN et al., 2002) (Figura 2). O CHIKV possui quatro genétipos
identificados até entdo: o West Africa (WA) da Africa Ocidental, o ECSA (Africa Oriental,
Central e Sul), o gendtipo Asia e o Oceano indico (10). (SCHUFFENECKER |. 2006;
VAN BORTEL et al., 2014;).

2.2 TRANSMISSAO, EPIDEMIOLOGIA E PATOGENESE DO CHIKV

CHIKV pode ser transmitido pela picada de mosquitos Aedes aegypti e/ou Aedes
albopictus em dois diferentes ciclos: zonas urbanas e/ou zonas rurais e silvestre. O
Aedes aegypit, € o principal vetor humano em zonas urbanas, estando distribuido
principalmente na Africa, América e Asia. (SINGH S. and UNNI S., 2011; HIGGS S. and
VANLANDINGHAM D., 2015) (figura 3).

Figura 2. Representacdo dos ciclos de transmissao do CHIKV.

~ 70T ‘f"f?ﬂ‘ R
W TANER TR

SILVESTRE

chipanzés, macacos ou babuinos

- 7\7’#"’ Lo

ex.: Aedes africanus ex.: Aedes aegypti

Aedes furcifer-taylori Aedes albopictus
Aedes dalzieli

Fonte: Adaptado de THIBOUTOT M. et al., 2010

A transmissao pelos Aedes albopictus foi descoberta em 2005, devido o mosquito
ser responsavel por uma epidemia nas llhas Reunion, e por surtos nas ilhas do Oceano
indico e casos na Europa, nos quais estudos filogenéticos encontraram uma Unica

mutacado no gene E1 do envelope viral, responsavel pelo aumento da aptiddo do CHIKV
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em infectar o Aedes albopictus (TSETSARKIN K. A et al. 2007; TSETSARKIN K. A. et al.
2011; SAVAGE H. et al. 2015). Contudo, além da picada do mosquito infectado, pode
ocorrer também a transmissé&o por via vertical, aos neonatos (NGOAGOUNI et al., 2017).

As preocupacdes com a dispersao e estabelecimento do CHIKV nas Américas e
em outros paises cresceram principalmente a partir de 2011, quando um surto, com
mais de 11.000 casos, ocorreu na Republica Democratica do Congo. Em 2013, a
disseminacdo dos casos com transmissao autéctone ocorreu em varios paises do
Caribe, e em janeiro de 2014 foram detectados os primeiros casos em paises da area
continental da América Central e Sul (BRASIL, 2015; BOLETIM Volume 47 N° 34 —
2016). Até julho de 2021, foram notificados 63.713 casos provaveis (30 casos por 100
mil habitantes) no Brasil. Tendo as regides Nordeste e Sudeste apresentadas as
maiores taxas de incidéncia, 67,8 casos/100 mil habitantes e 25,1 casos/100 mil
habitantes, respectivamente. Confirmados sete Obitos no pais em 2021 (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO Volume 52 N° 28 — 2021). Pernambuco esta entre os municipios do
Nordeste que apresentam altas taxas de incidéncia para CHIKV, com 182 casos por
100mil habitantes e um total de 17.502 casos, até julho de 2021 (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO Volume 52 N° 28 — 2021).

Em relagéo a patogénese, a CHIKF é caracterizada por febre alta (>39°C), dor de
cabecga, rash maculopapular, eritema e uma poliartralgia debilitante com periodo de
incubacao de 3-7 dias. Sendo a poliatralgia e mialgia associadas, geralmente, € o que a
distingue de outras infeccbes como a dengue. A CHIKF também é comumente
associada com plaquetopenia, linfopenia e elevados niveis de transaminases
(BORGHERINI G. et al., 2007; SUHRBIER A, JAFFAR-BANDJEE M. and GASQUE P. et
al.,, 2012; MINER J.J et al., 2015). Os sintomas menos comuns incluem manifestacoes
oculares como conjuntivite, uveite, episclerite e retinite (MAHENDRADAS P., AVADHANI
K.and SHETTY R., 2013)

Durante a fase aguda (3 a 10 dias), podem surgir hipermelanose,
hiperpigmentacéo, fotossensibilidade, dermatite esfoliativa, vesiculas, bolhas, lesdes
vasculares, exacerbagao de dermatoses preexistentes como psoriases e ulceragao de
mucosa, além de sintomas digestivos como diarreia, vOmito, nausea ou dor abdominal.
Com a evolugdo da doenga, o paciente entra na fase subaguda que pode persistir por

até 3 meses, com desaparecimento da febre, podendo haver agravamento ou
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persisténcia da artralgia. (SANTOS et al., 2015; BRASIL, MINISTERIO da SAUDE,
2017).

A fase crbnica € caracterizada pela persisténcia dos sintomas da fase aguda e
subaguda, principalmente pela presenca de dor articular, musculoesquelética e
neuropatica. Alguns fatores de risco sdo apontados como principais durante esta fase,
como idade acima de 45 anos, com significAncia maior no sexo feminino, desordem
articular preexistente e maior intensidade das lesdes articulares na fase aguda. Podendo
cursar com ou sem edema, limitagao de movimento, deformidade e auséncia de eritema
(BRASIL, MINISTERIO da SAUDE, 2017).

2.3 DIAGNOSTICO DA CHIKF

Em pacientes com suspeita clinica de CHIKF na fase aguda, a avaliagdo da
linfopenia € o achado hematolégico mais frequente na CHIKF, sendo mais intensa na
fase virémica (WAVER S. and LECUIT M., 2015). Ha elevagao da proteina C reativa
(PCR), e avaliacdo das enzimas hepaticas: creatinina e glicemia de jejum, a depender
das comorbidades e sinais de gravidade associados (WAVER S. and LECUIT M., 2015)
e uso de farmacos, especialmente em pacientes idosos (SIMONS F. et al. 2014). CRUZ
L.; FRUTUOSO L., 2017). Na fase crbénica, € de suma importancia avaliar a situagéo do
paciente antes de introduzir a terapia, sendo solicitados os marcadores para: virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite C (HCV), citomegalovirus (CMV), virus
da hepatite B (HBV), Toxoplasma gondii entre outros microrganismos, além de raio-X de
torax (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE. SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE,
2015; SANTELLI A., CRUZ L.; FRUTUOSO L., 2017).

O diagndstico laboratorial especifico do CHIKV, padrao-ouro, € o isolamento viral.
O RNA viral é detectado pelas técnicas de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real quantitativa (QPCR) e a reacdo em cadeia de polimerase com transcriptase
reversa (RT-PCR) (MATHEW et al., 2017; SANTELLI A., CRUZ L., FRUTUOSO L., 2017).
Além das técnicas moleculares podem ser realizadas a pesquisa de anticorpos
especificos anti-CHIKV(IgM) e anti-CHIKV(IgG) através da técnica imunoenzimatica
(ELISA) (MATHEW et al., 2017; SANTELLI A., CRUZ L., FRUTUOSO L., 2017).
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2.4 ALTERAGOES IMUNOLOGICAS E REUMATOLOGICAS DA CHIKF

As citocinas e quimiocinas sao importantes mediadores imunoldgicos que
conduzem as respostas imunes. As quimiocinas controlam os padrées migratorios e o
posicionamento de todas as células imunoldgicas (NG. et al., 2009; GRIFFIT J., SOKOL
C. and LUSTER A., 2014). Seus niveis séricos sdo investigados em individuos
infectados por CHIKV, os quais podem estar associados com outros fatores como: carga
viral do CHIKV, a condicao clinica do individuo antes da infecgao, a idade, e alteracbes
reumatolégicas, entre outros fatores (NG. et al., 2009; REDDY V et al. 2014; DEEBA F.
et al., 2015; CHANG Y. et al. 2018).

O principal mecanismo envolvido na patogénese da CHIKF esta na desregulacéo
dos mecanismos de controle do processo inflamatério (CHIRATHAWORN C. et al.,
2010). Assim sendo, alteragdes histopatolégicas sinoviais e outras artropatias crénicas,
apos a fase aguda da infeccdo por CHIKV, sdo semelhantes as encontradas em
pacientes com artrite reumatodide, que incluem hiperplasia sinovial, proliferacao vascular
e infiltracdo de macrofagos perivasculares (HOARAU J et al.,, 2010). O virus infecta
células do musculo esquelético, macrofagos, sinoviocitos e osteoblastos levando a
producao de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas que promovem destruicdo 6ssea e
da cartilagem (CHEN et al., 2015). Em estudos com animais infectados com CHIKV
foram demonstrados necrose periosteal, proliferagdo d6ssea e isquemia multifocal da
medula éssea (GOUPIL B. et al., 2016).

A CXCL10 foi uma quimiocina inicialmente descoberta como sendo induzida pelo
interferon (IFN)-y, capaz de ser produzida por diversos tipos de células, incluindo
mondcitos (CIESIELSKI CJ. et al., 2002; VAZIRINEJAD R. et al., 2014). E responsavel
pelo recrutamento de diversos leucdcitos para local afetado, bem como a perpetuacao
da resposta inflamatéria local (HASSANSHAHI G et al., 2008; FILIPPO K et al., 2013)
induzindo também efeitos angiostaticos (GOTSCH F. et al., 2007). Na CHIKF, essa
quimiocina encontra-se elevada durante fase aguda da doencga, ligando-se ao CXCR3, e
ativando resposta Th1, favorecendo o clearance viral (NG L. et al., 2009) e tendendo a
aumentar seus niveis a depender da maior carga viral (REDDY V. et al.,, 2014). A

CXCL10, ainda participada da regulagdo da migragdo de monadcitos/macrofagos, células
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T de memoria e NK, podendo contribuir para a ativagdo imune persistente na CHIKF,
levando a cronicidade da doenca (KELVIN A. et al., 2011).

A CXCL-9 é uma quimiocina inflamatéria importante no recrutamento de células T
ativadas para os locais de infecgao, mediante resposta Th-1 e Th-2 (HARDISON JL et
al., 2006), e, assim como a CXCL10, possui efeitos angiostaticos em células endoteliais
microvasculares humanas (CRAWFORD M. et al., 2010). Na CHIKF, o CXCL9 encontra-
se elevado durante fase aguda, favorecendo a eliminacdo do virus (NG L. et al., 2009).
Contudo, ja foi descrita em casos de artralgia persistente, permanecendo ainda elevada
dois meses apos sintomas agudos (REDDY V. et al., 2014). Bem como IP-10, participa
da regulacdo da migracdo de mondcitos/macréfagos, células T de memoéria e NK,
podendo contribuir para a ativagdo imune persistente na CHIKF (KELVIN A. et al., 2011)

Outra quimiocina importante na imunopatogenese da CHIKF é a CCL2, que
estimula a quimiotaxia de mondcitos e macréfagos, e varios eventos celulares
associados a quimiotaxia, incluindo o fluxo de Ca* e a expresséao de integrinas (RAZ E.
and MAHABALESHWAR H., 2009; PALOMINO D.C. and MARTI L.C., 2015). Tem
fungdo de agir como indutor da expressdo de citocina em mondcitos, e em altas
concentracgdes, desperta explosdes oxidativas (JIANG Y. et al., 1992). Sua expressao foi
identificada aumentada em algumas doencgas, como na aterosclerose € nos sinoviocitos
em artrite reumatoide (ZHANG L. et al. 2015; RAGHU H. et al., 2016), pois mondcitos e
macrofagos desempenham um papel importante na fisiopatologia da artrite (TANABE |.
S. et al., 2018). Na CHIKF, a CCL2 se apresenta elevada, estando correlacionado com o
aumento da carga viral durante fase aguda, e seus niveis permanecem elevados em
casos de artralgia persistente, elevando-se ainda mais nos casos graves, sendo
cogitado como biomarcador de gravidade (REDDY V. et al., 2014; NINLA-AESONG P.,
MITARNUN W. and NOIPHA K., 2019).

A CCL5 é uma quimiocina inflamatéria que induz expressao de integrinas, como
por exemplo associados a funcdo linfocitaria, estando envolvida na adesdao e
movimentagdo de leucdcitos através do tecido ao sitio inflamatério. As células T séo
capazes de induzir mais expressdo de RANTES, através do receptor CCRS,
amplificando a resposta imune (SCHALL T. et al., 1988; WIEDERMANN C. Et al., 1993).
Além disso, estudos descreveram uma influéncia do RANTES e do CCR5 em desordens
metabdlicas como na aterosclerose (KUZIEL W. et al., 2003; KEOPHIPHATH M. et al.,
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2010). Na CHIKF, apresenta-se com alta reducdo de seus niveis na fase aguda,
principalmente em casos graves de trombocitopenia (NG L. et al., 2009), podendo estar
reduzida em casos de artralgia persistente com alta carga viral, sendo indicada como um
marcador de gravidade (HOARAU J. ET AL., 2010; REDDY V. et al., 2014; NINLA-
AESONG P., MITARNUN W. and NOIPHA K., 2019).

A IL-8/CXCL8 é uma quimiocina inflamatéria que tem como principal fungdo o
recrutamento de neutrdfilos ao sitio inflamatoério, e tem como principais receptores
CXRC1 e CXRC2 (BAGGIOLINI M. AND CLARK-LEWIS 1., 1992; PALOMINO D. C. and
MARTI L. C., 2015) Suas fungdes também envolvem induzir a reorganizagcdo do
citoesqueleto, alteragdes nos niveis de Ca2+ intracelular, ativacdo de integrinas,
exocitose de proteinas granulares e respiratory burst. Ha algumas doencgas inflamatorias
crbnicas, como psoriase, artrite reumatoide, doencas pulmonares, em que ha super-
expressao da IL-8 (CAMP R. et al., 1991; MARTICH GD et al., 1991; PALOMINO D. C.
and MARTI L. C., 2015). Na CHIKV crénica os niveis de IL-8 foram elevados em
pacientes com artrite cronica, além disso, elevado niveis de IL-8 no soro e no liquido
sinovial de pacientes com artrite reumatdide foi relatado em varios estudos
(CHAAITHANYAK. I. et al., 2011).

Portanto, sabendo das importantes fungdes dessas quimiocinas, tanto no
aumento quanto diminuicdo de seus niveis pelo sistema imunoldgico, nosso estudo
buscou compreender o perfil dos niveis séricos das quimicionas associadas com a febre

chikungunya, em pacientes com CHIKF crénica e/ou artrite reumatoide associado.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

e \Verificar a existéncia de associagao dos niveis séricos de CCL2, IL-8, CXCLD9,
CXCL10 entre os grupos: pacientes na fase crbénica da febre Chikungunya com e
sem artrite e pacientes s6 com artrite reumatoide, e verificar se ha correlagdo com
os dados laboratoriais (proteina c reativa, fator reumatoide e a contagem de

leucdcitos).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Verificar associagado dos niveis das quimiocinas entre os grupos: CHIKF crénica
sem artrite; CHIKF crénica com artrite e pacientes s6 com artrite reumatoide;

e Verificar associacdo dos niveis das quimiocinas com as variaveis laboratoriais
(PCR, FR e contagem de leucécitos) entre os grupos estudados;

e Verificar correlagdo os niveis das quimiocinas com as variaveis laboratoriais

(PCR, FR e contagem de leucdcitos) nos grupos estudados.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO, POPULACAO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de um estudo analitico com trés grupos de pacientes com CHIKF crénica
e/ou artrite reumatoide, acompanhados no Ambulatério de Reumatologia do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Grupo A (n=45):
pacientes com CHIKF crénica sem artrite reumatoide(AR), porém, cursando com
poliartralgia persistente; Grupo B (n=43): pacientes com CHIKF cronica e com AR;
Grupo C (n=38): pacientes com AR sem CHIKV. Todos faziam uso de anti-inflamatorios

e/ou corticoides.

4 1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos na pesquisa individuos maiores de 18 anos, com a presenca do
anti-CHIKV (lgG) positivo, conforme protocolo do ministério da saude, e o diagndstico da

artrite reumatoide foi realizado pelos reumatologistas responsaveis pelos pacientes.

4 1.2 Critérios de exclusao

Individuos que possuam outras doencgas autoimunes diferentes da artrite
reumatoide, e que possuam alguma alteragao reumatoldgica anterior ao diagndstico da

infecgdo pelo CHIKV.

4.4 COLETA DE DADOS E AMOSTRAS

Cada participante da pesquisa assinou, em duas vias de igual teor, o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A), que Ihe assegura o cumprimento
das normas da resolugdgo 196 do Conselho Nacional de Saude. Os dados
sociodemograficos (sexo e idade) foram obtidos durante a entrevista para o
preenchimento do formulario da pesquisa (apéndice B), e os dados laboratoriais (PCR,
FR e contagem de leucdcitos) através dos prontuarios dos
participantes. Em seguida, foi realizada a coleta de 5 mL de sangue, em tubo seco, e as
amostras encaminhadas ao Setor de Virologia do LIKA para processamento e

armazenamento -20°C até do ELISA.
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4.5. TESTE ELISA PARA A DETECCAO DO ANTI-CHIKV (IGG)

A deteccdo do anti-CHIKV (IgG) foi realizada pelo método ELISA, utilizando kits
comerciais (EUROIMMUN® - Germany), seguindo as instrugdes do fabricante, sendo

uma metodologia qualitativa, com resultados expressos como reagente e nao reagente.

4.6 DOSAGEM DAS QUIMIOCINAS

A avaliagdo dos niveis séricos das quimiocinas CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10 foi
realizada por citometria de fluxo, utilizando o kit Cytometric—Bead Array—(CBA) (BD
Bioscience®, San Diego, Califéornia, EUA). O ensaio CBA utiliza beads de captura
revestidas com anticorpo especifico para determinada citocina/quimiocina, possuindo
fluorescéncia e tamanhos conhecidos. Para cada dosagem das quimiocinas, foram
utilizados 25uL de soro (ndo diluido) com limite de deteccdo de 2 a 2.500 pg/mL. A
leitura do teste foi realizada no citbmetro BD FACSCalibur™ em colaboracido com o

Setor de Imunopatologia do IAM/Fiocruz.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para verificar a normalidade amostral das concentragdes de quimiocinas e as
variaveis laboratoriais foi utilizado o teste de D’Agostino. Em seguida, foram realizados
os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para comparagao entre os grupos. A
correlagdo entre as variaveis e as concentragbes das quimiocinas foi verificada
aplicando-se o teste de correlacdo de Spearman, e determinando o resultado segundo o
coeficiente de correlagao linear de pearson (r), no qual considera-se o valor de r = 0,20 a
0,39 (fraco); 0,40 a 0,59 (moderado) e 0,70 a 0,89 (forte). Para todos os testes foi
considerado como significante o valor de p<0,05. As analises estatisticas foram

realizadas no programa GraphPad Prism 9 v.9.01.
4.8 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa fez parte de um projeto maior intitulado “Aspectos Epidemioldgicos,
Sorolégicos, Imunoldgicos, Clinicos e Genéticos na Febre Chikungunya” aprovado pelo
Comité de FEtica e Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE
(17712619.5.0000.5208) (Anexo A).
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5 RESULTADOS

Artigo no formato short communication submetido a revista ...

“ASSOCIAGAO DOS NIVEIS SERICOS DE CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10 E DADOS
LABORATORIAIS EM PACIENTES NA FASE CRONICA DA FEBRE CHIKUNGUNYA
COM E SEM ARTRITE REUMATOIDE”

Resumo

O chikungunya virus (CHIKV) é um alphavirus pertencente a familia Togaviridae, que
pode causar a febre chikungunya (CHIKF), cujo sintoma mais associado a evolugao da
doencga se da pelas artrites/altragia. Sugere-se que a persisténcia cronica da CHIKF com
a artrite esteja associada ao aumento, ou redugdo, das concentragdes de fatores imu-
nes, como as quimiocinas, envolvidas no processo inflamatério. O presente estudo teve
como objetivo quantificar os niveis das quimiocinas: CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10 nos
pacientes com febre chikungunya e associar/correlacionar os niveis destas quimiocinas
com as variaveis laboratoriais: contagem de leucdcitos, proteina C reativa (PCR) e fator
reumatoide (FR). O estudo foi composto por trés grupos: pacientes com febre chikun-
gunya crénica sem artrite (n=45), febre chikungunya crénica com artrite (n=43) e pacien-
tes somente com artrite (n=38). Os participantes do estudo eram acompanhados no Am-
bulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernam-
buco. A pesquisa do anti-CHIKV (lgG) foi realizada no Setor de Virologia do LIKA/UFPE
pelo método ELISA, e as quimiocinas foram dosadas no Setor de Imunopatologia do Ins-
tituto Aggeu Magalhaes, por citometria de fluxo. Houve associagao significante dos ni-
veis séricos de CXCL10 entre o grupo CHIKF sem artrite em comparagdo com os grupos
CHIKF com artrite (p=0.0076) e o grupo com artrite reumatéide (p=0.0016). Os niveis de
IL-8 foram maiores apenas no grupo CHIKF sem artrite em comparagéao ao grupo artrite
sem CHIKV (p=0.0017). Os niveis de CCL2 e CXCL9 n&o se mostraram diferentes entre
os grupos. No grupo CHIKF com artrite houve correlagéo positiva intermediaria (p=0.009;
r=+0,49) entre CXCL10 e proteina C reativa. Além disso, houve correlagéo positiva fraca
(p=0,03; r=+0,33) entre CCL2 e fator reumatoide, e uma correlagdo negativa intermedia-
ria entre CXCL9 e a contagem de leucdcitos (p=0,04; r=-0,40), ambos no grupo com ar-
trite reumatoide. Em conclusdo, os estudos envolvendo niveis das quimiocinas na
CHIKF mostram-se divergente, uma vez que a influéncia desses niveis depende de fato-
res como: sintomatologia e fases da doenga.

Palavras-chaves: chikungunya; febre chikungunya; quimiocinas



25
1 Introdugao

A infeccdo pelo virus chikungunya (CHIKV), transmitido pela picadas dos
mosquitos Aedes aegypit e/ou Aedes albopictus, causa a febre chikungunya (CHIKF),
que, além de causar sintomas inespecificos, pode levar a sintomas progressivos de
desordem articular, como artralgia e/ou artrite, nos casos agudos e/ou crénicos [1].
Estudos mostram que fatores imunolégicos podem influenciar na imunopatologia da
doenga, como quimicionas e citocinas [2; 3]. Estas quimiocinas funcionam como agao
anti-inflamatéria ou recrutadora de leucdcitos ao sitio de infeccao contra CHIKV [8].
Porém, observa-se que em alguns casos esse favorecimento da resposta imune pode
levar ao aumento ou diminuicdo de seus niveis, desfavorecendo o quadro clinico,
levando a cronicidade dos sintomas de artrite na CHIKF [3; 4; 5]. Ha& seis principais
quimiocinas envolvidas no mecanismo da CHIKF a saber: CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10,
CCL3, CCL4 e CCL5 [2; 4; 5; 6; 71.

Algumas dessas quimiocinas como CXCL10 e CXCL9 estdo envolvidas com o
controle da carga viral, especialmente na fase aguda da doenca [1; 4]. Enquanto outras
como CCL2 e CCL5 sao cogitadas como marcadores de gravidade da CHIKF [6; 8]. A
abordagem dos estudos varia a populagédo e a fase da doenga analisada, sendo assim
ha uma importancia em mais observagdes em diferentes estagios da doengas, a fim de
entender esse mecanismo de regulacdo [9]. Sendo assim, esse estudo teve como
objetivo verificar a associacado nos niveis da quimiciocinas CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10,
com cronicidade da febre chikungunya em pacientes com e sem artrite reumatoide (AR),

e a correlagado com o fator reumatoide, proteina C reativa e contagem de leucdcitos.

2 Metodologia
2.1 Desenho, Populacéao e Local do estudo

Trata-se de um estudo analitico de comparagédo entre grupos, que foi
desenvolvido utilizando amostras de pacientes acompanhados no ambulatério de
reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
Os pacientes foram agrupados de acordo com a CHIKF e presenga da artrite
reumatoide. Sendo o grupo A, pacientes com CHIKF sem AR, porém, com poliartralgia

persistente; grupo B, pacientes CHIKF com AR; grupo C, paciente somente com AR.
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Todos os pacientes faziam uso de medicamentos anti-inflamatoérios e/ou corticéides. Os
parametros bioldgicos (idade e sexo) e os dados laboratoriais (proteina C reativa (PCR),
fator reumatoide (FR) e contagem de leucécitos) foram obtidos dos prontuarios dos
pacientes. O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (17712619.5.0000.5208).

2.2 Métodos de pesquisa do CHIKV e dosagem das quimicionas

A pesquisa do anti-CHIKV (IgG), para confirmagado do contato com o virus, foi
realizada no Setor de Virologia do Laboratério de Imunopatologia Kenzo Asami
(LIKA)/UFPE pelo método do teste imunoenzimatico (ELISA), utilizando kits comerciais
(EUROIMMUN®) seguindo as instrugbes do fabricante e os resultados expressos em
reagentes e nao reagentes. A dosagem das concentragdes séricas das quimiocinas
CCL2, IL-8, CXCL9, CXCL10 foi realizada no Setor de Imunopatologia do Instituto Aggeu
Magalh&es (IAM)/Fundacado Oswaldo Cruz (Fiocruz), por citometria de fluxo, utilizando o
meétodo Cytometric Bead Array (CBA) (BD Bioscience, San Diego, Califérnia, EUA),

seguindo as instru¢des do fabricante.
2.3 Analise estatistica

As associagdes dos niveis séricos das quimiocinas e os valores das variaveis
laboratoriais (PCR, FR e Contagem de leucdcitos) foram analisados pelos testes de
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. A fim de analisar a correlagdo entre as variaveis e as
concentracbes das quimiocinas aplicou-se o teste de correlacdo de Spearman. Os
resultados com valor de p<0,05 forma considerados significantes. As analises

estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 9.
3 Resultados

Foram analisados 126 pacientes, sendo divididos nos trés grupos de estudo,
grupo A (45), grupo B (43) e grupo C (38). Dentro dos parédmetros bioldgicos
apresentados, a média de idade foi de 54,3 anos (+ 11,9) com prevaléncia do sexo
feminino, representando 89,7% (113/126) da populacdo estudada. Obtivemos também

os valores da medianas das quimiocinas dosada em cada grupo, bem como os valores
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das medianas das varaveis laboratoriais. A distribuicdo desses dados podem ser vistos

na tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos participantes do estudo, em cada grupo analisado, de acordo

parametros biolégicos, mediana das quimiocinas e das variaveis laboratoriais.

Grupo A Grupo B Grupo C
n=45 n=43 n =38
Média de idade (anos) 55,2 (+ 11,5%) 54,9 (£ 10,9) 53,4 (+ 13.34)
Sexo
Masculino 4 (8,8%) 7 (16,3%) 3 (7,9%)
Feminino 41 (91,2%) 36 (83,7%) 35 (92,1%)

Quimiocinas

CXCL10 878,7 pg/ml 603,7 pg/ml 647,6 pg/ml
IL-8 13,11 pg/ml 10,16 pg/ml 8,81 pg/ml
CCL2 81,96 pg/ml 93,40 pg/ml 71,68 pg/mli
CXCL9 71,64 pg/ml 54,26 pg/ml 58,87 pg/ml
Variaveis Laboratoriais

Proteina C reativa 0,15 mg/dI 0,30 mg/dl 0,15 mg/dl
Fator reumatoide 0,10 ui/ml 23.50 ui/ml 41.50 ui/ml
Contagem de leucdcitos 6790 mm? 8100 mm3 6140 mm?

*Desvio padrédo. GRUPO A: Chikungunya sem artrite; GRUPO B: Chikungunya com artrite; GRUPO C:
artrite reumatoide (AR).

A figura 1 demonstra os niveis séricos da CXCL10 (figura 1A), IL-8 (figura 1B),
CCL2 (figura 1C) e CXCL9 (figura 1D) nos trés grupos estudados. Na analise da
CXCL10 (1A) nao verificamos associagéo entre os pacientes do grupo B e C, porém foi
observada associagao entre o grupo Ae Be Ae C, e na analise da IL-8 (1B) é possivel

observar uma associagao somente entre os grupos A e C.
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Figura 1 — Concentragdes séricas da IP-10, IL-8, MCP-1 e MIG.
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Valores de p obtidos através do teste de Mann-Whitney; Kruskal-Wallis. GRUPO A: Chikungunya
sem artrite; GRUPO B: Chikungunya com artrite; GRUPO C: artrite reumatoide (AR).

A variavel FR apresentou associagao nos grupos B e C (p<0,0001). No entanto,

0s niveis das variaveis PCR e contagem dos leucdcitos ndo se mostraram associados

nos trés grupos.

Quanto as correlagdes, no grupo B foi observada uma correlagdo positiva
intermediaria (p=0.009; r= 0,49) entre CXCL10 e PCR. Além disso, no grupo C houve
uma correlagao positiva baixa de CCL2 com o FR (p=0,037 e r= 0,33), e uma correlagao

negativa intermediaria da CXCL9 com a contagem de leucdcitos (p=0,045 e r=-0,40).
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4 Discussao

Alteragdes dos niveis de quimiocinas podem estar associados a persisténcia da
CHIKF, por desregulagcdo de seus papéis na inflamacéo, levando a cronicidade de

sintomas mais severos desenvolvidos durante fase aguda, como artrite e artralgia [1; 9].

Assim, nosso estudo foi composto por pacientes crénicos para a CHIKF numa
faixa etaria média de 54 anos, sendo a maioria dos pacientes do sexo feminino. Esses
dados corroboram com o estudo epidemiolégico realizado no Rio de Janeiro em 2018
[11] mostrando que as mulheres eram as mais acometidas (83,9%), principalmente na
faixa etaria de 50-69 anos, progredindo para uma condicao clinica sub-aguda ou cronica
da CHIK.

Com relacdo a analise das quimiocinas, a CXCL10 é uma quimiocina pro-
inflamatoéria que promove o recrutamento de células T nos sitios inflamatérios nos
pacientes com CHIKV [2]. Estudos anteriores mostraram que os niveis do CXCL10
foram mais elevados na fase aguda da doenga, quando comparados com pacientes na
fase cronica [2; 4, 5]. Essa molécula esta aumentada em pacientes com artrite, sendo
que este aumento pode estar associado com a expressao de seus receptores como
CCR5 e CXCRa3, por agao de células T sinoviais Th1 auxiliares, estimulando liberagao
de CXCL10, que funciona como quimiotactante das células T [14; 15], mantendo o perfil
inflamatdrio e crénico nessa condicdo. Entretanto, nosso estudo encontrou niveis da
CXCL10 mais elevados no grupo A, ressaltando que esse grupo de pacientes
apresentava poliartralgia sem associacdo com artrite, aumentando essa quimiocina,
mesmo na auséncia de artrite.

Em relagdo aos niveis significativamente elevados da IL-8 (Fig. B), no grupo A,
poderia ser justificado ainda persistente condigdo inflamatéria da poliartralgia. No
entanto, o estudo de Chaaitanya I. K. et al. (2011) [4], observou niveis mais elevados da
IL-8 no grupo CHIKF crénica com artrite, quando comparados ao controle saudavel,
recuperados da CHIKF e CHIKF aguda. De acordo com esse estudo, a IL-8
desempenha um papel fundamental na patogénese da artrite na CHIKF cronica,
contrariamente ao nosso estudo, que encontro niveis mais elevados no grupo com
CHIKF sem artrite reumatoide associada, mas com poliartragia persistente,

caracterizando uma inflamacgéo persistente.
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Os niveis de CCL2 (Fig. 1C) nao apresentaram diferenga significativa entre os
grupos. No entanto, os estudos envolvendo esta quimiocina na CHIKF divergem quanto
a sua concentracdo, a depender da condigao clinica dos grupos analisados. O estudo de
Ng L. et al. [2] em pacientes na fase aguda da CHIKF, e o de Chang A. Y. et al. [6] em
pacientes com CHIKF cronica, nao foi encontrada diferenga significativa nos niveis de
CCL2, quando comparados ao grupo controle saudavel. No entanto, Deeba F. et al., [3]
mostraram um aumento da CCL2 na fase aguda, estando relacionado com maior carga
viral, assim como, elevadas concentragcdes desta quimiocina foram relatadas em
pacientes com CHIKF grave com artrite cronica por Ninla-aesong p. et al. [7], sendo

CCL2 associada, pelo estudo, com o aumento da artralgia cronica nestes pacientes.

Os niveis séricos de CXCL9 (Fig. 1D) nao apresentaram diferenca significativa
entre os grupos estudados. No entanto, outros estudos [1; 3] encontraram niveis mais
elevados da CXCL9 em pacientes na fase aguda da CHIKF, favorecendo o clearense
viral. Essa discordancia com nosso estudo pode estar relacionada com o perfil dos
pacientes estudados, uma vez que analisamos apenas pacientes na fase crbnica da
doenca.

Em relacéo os niveis elevados do FR no grupo B e no grupo C (Tabela 1), pode
ser explicado pela propria condicdo da artrite reumatoide elevar os niveis do FR [25],
pois € um marcador ja utilizado para o diagnostico desta doenga, sendo FR-IgM a

isoforma mais comum [28].

Quanto as correlagdes com as variaveis, uma correlagdo positiva intermediaria
entre CXCL10 e PCR foi encontrada no grupo B, contudo, a literatura ndo descreve uma
correlagao direta entre esses dois fatores. Sendo assim, sugerimos que devido a agao
pré-inflamatéria e sua participagdo no recrutamento de células, esta quimiocina pode
estar mantendo o perfil da resposta inflamatéria local, contribuindo para a condicao

cronica desses pacientes [34; 35].

Verificamos, também, uma correlagao positiva baixa entre CCL2 e FR no grupo C,
corroborando com outras pesquisas que relataram haver aumento da concentragao de
CCL2 em pacientes com artrite reumatoide [45], podendo este ser um biomarcador para
avaliar a atividade da doencga [48].

Por fim, foi encontrada uma correlagao negativa intermediaria entre CXCL9 e con-

tagem de leucdcitos no grupo C. Isto pode ser explicado pelo fato da artrite reumatoide
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nao se tratar de uma infecgao viral, uma vez que a CXCL9 atua no recrutamento de lin-
fécitos T ativados, através da resposta Th1 primaria, estando associada ao recrutamento
de agentes pro-inflamatorios nos sitios de inflamagéo para eliminagdo do patégeno [55;
56; 57].

5 Conclusoées

No entanto, apesar da necessidade de mais estudos para compreensao do com-
portamento destas quimiocinas no diferentes estagios e sintomatologia da CHIKF, foi
possivel concluir que IP-10 e IL-8 possuem um papel importante na persisténcia cronica
da inflamacéao, podendo estarem envolvidas na perpetuacao da artrite. Contudo, MCP-1
nao apresentou diferencga significativa na associagdo entre os grupos, neste caso, o0s ni-
veis séricos desta quimiocina variam de acordo com a populagao selecionada para anali-
se, e nao termos observado a associagao nao descarta sua importancia patologia croni-
ca da CHIFK ou na artrite reumatéide. A quimiocina MIG também nao mostrou diferenca
significativa na associagao, contudo, sabe-se que esta quimiocina € expressa na fase
aguda durante o clearense viral, mas nossos grupos foram compostos por pacientes cro-
nico da CHIKF. Houve uma correlagao positiva entre IP-10 e PCR, no grupo B, que ocor-
re devido ao processo inflamatorio persistente da infecgdo somado a condigao da artrite,
pois PCR é um marcador inflamatério. Assim como, a mesma correlagao positiva foi en-
contrada entre MCP-1 e FR, no grupo C, pois niveis elevados de MCP-1 sdo associados
a artrite reumatoide, que, naturalmente, possuem niveis de FR elevados. Ja entre MIG e
contagem de leucdcitos, houve correlagdo negativa no grupo C, que pode ser explicada
pela artrite reumatoide ndo se tratar de uma infecgdo por agente viral como o CHIKV,

pois MIG atua recrutando linfécitos T.
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6 CONCLUSOES DA DISSERTAGAO

e Os niveis séricos de IP-10 e IL-8 foram maiores no grupo A quando comparados
ao grupo B e ao grupo C.

e Os niveis séricos de MIG e MCP-1 nao foram significativamente diferentes entre
0S grupos.

e Houve correlagéo positiva intermediaria entre IP-10 e PCR no grupo B

e Houve correlagédo positiva fraca entre MCP-1 e FR, e uma correlagdo negativa

intermediaria entre MIG e contagem de leucécitos, ambos no grupo C.

7 CONSIDERAGOES FINAIS

Avaliando os nossos resultados e dos outros estudos envolvendo a dosagem dos
niveis séricos dessas quimiocinas, fica evidente o quao ainda é dificil termos um perfil de
dosagem desses fatores imunes, que consista num padrdo indicativo da cronicidade da
doenca, uma vez que a influéncia desses niveis séricos depende de fatores como:
sintomatologia e fases da doencga. Portanto, ressaltamos a importancia de mais estudos
para que seja possivel, no cruzamento de resultados entre estudos, determinar um
padrao do perfil sérico dessas quimiocinas na CHIKF crénica, com ou sem artrite
reumatoide associada. Assim, poderia ser utilizado imunobiolégicos, para supressao ou
estimulagdo dessas quiminocinas, como tratamento, visando melhorar o quadro das

artrites ou poliartralgia da CHIKF crénica dos pacientes.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ddd
- UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
UFPE

TERMO DE CONSSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
PARA MAIORES DE 18 ANOS

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa:
ASSOCIACAO DOS NIVEIS SERICOS E SNPs DAS CITOCINAS IL-1, IL-6,
IL-10 E 1IL-17 COM AS ALTERACOES REUMATOLOGICAS
PROVENIENTES DA INFECCAO PELO CHIKUNGUNYA (CHIKV) EM
INDIVIDUOS NA FASE CRONICA DA DOENCA . que esta sob a responsabilidade
do pesquisador Luan Aratjo Bezerra, com endereco: Avenida Professor Moraes Eego,
s'n — Bloco “A” Térreo do Hospital das Clinicas da UFPE. Cidade Universitaria cep:
50670-420/ Telefone (81) 32513881, 98606389/ E-mail: luanaraujolab@hotmail com;
para contato do pesquisador responsavel (inclusive ligacdes a cobrar) e esta sob a
orientacio da Profa. Dra. Maria Rosangela Cunha Duarte Coelho. Telefones para
contato: 81 2126-8586, email: rcoelholika@gmail com.

Apos ser esclarecido (a) sobre as mformacgdes a seguir, no caso de acettar a fazer
parte do estudo, assine as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas
vias. Uma delas € sua e a outra do pesquisador responsavel Em caso de recusa o (a) 5r.
{a) nio sera penalizado (a) de forma alguma. O (a) Senhor (a) tem direrto de retirar o
conhecimento a qualquer tempo, sem qualquer penalidade.

O objetivo desta pesquisa € verificar a associacio dos niveis séricos (niveis
detectados no soro obtido no processamento de amostra de sangue) e SNPs
{(Polimorfismos de mnucleotideo de base unica que sio uma variag8o em um
unico nucleotideo que ocorre a uma posicdo especifica no genoma, subtendendo as
diferencas em nossa susceptibilidade a doencas e também a gravidade da doenca e a
forma como nosso corpo responde aos tratamentos e manifestacdes de variagbes
geneticas) das citocinas IL-1p (-5311), IL-6 (rs1800795) , IL-10 (-1082) e IL-17
(rs2275913), com as alteracdes reumatologicas e laboratoriais provenientes da infeccio
pelo CHIEKV em individuos na fase cronica da doenga, para 1sso, serdo convidados os
participantes por conveniéncia (demanda espontanea), onde os que acettarem participar
da pesquisa, serdo encaminhados a uma sala reservada para realizacio de uma entrevista
de modo individual Podera surgir o risco de constrangimento durante a entrevista, mas
este risco sera minimizado atraveés de um adequado aconselhamento e conversa
amigavel, lembrando sempre que a participacio € voluntaria e toda a informacio dada
sera confidencial Apos a entrevista, sera realizada a coleta de duas amostras de 05 mL
de sangue de uma veia. Serdo utilizados materiais novos, estéreis, e descartaveis na
coleta de sangue, o que diminuira o risco de contaminacio. Podera surgir o risco do
surgumento de hematomas ou o local onde for puncionada a veia ficar arroxeado, mas os
profissionais de coleta sio experientes e tomardo os devidos cuidados para diminuir o
risco de que o local fique arroxeado e/ou dolorido.
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Em relacio aosz beneficios, os individuos que participarem da pesquisa
coniribuirio de forma indireta para o avango das pesquisas sobre o Chikungunya a qual
a resposta imunologica pode afetar a evolugio para forma cronica da doenga, onde as
citocmas podem desempenhar papel importante na patogénese das alteracdes
renmatologicas ocasionadas durante a infeccdo, e essas alteragdes podem mnterferir na
qualidade de vida dos individuos com a doenca na fase cronica. Dessa forma, o
beneficio obtido atraves do desenvolvimento deste projeto, sera uma possivel causa para
um melhor manejo clinico para a doenga, pots amda nio existem medicamenios que
combatam diretamente o virus, apenas existem aqueles que atuam no Processo
mflamatoric ocasionade pelo mesmo. As  informacgdes desta pesquisa serdo
confidenciais e serdo divulgadas apenas em evento ou publicagdes cientificas, ndo
havendo identificacio dos voluntarios, a ndo ser enfre os responsaveis pelo estudo,
sendo assegurado o sigilo sobre a participacdo. Os dadoes coletos nesta pesquisa, atraveés
do gquestionario aplicado pelo pesquizador, ficario armazenados em computador
pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora e do orientando, no enderego, acima
mformadoe, pelo pericdo minimo de 5 anos.

O (3) senhor (a) nio pagara nada para participar desta pesguisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de despesas). Fica também garantida indenizacdo em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participacio na pesquizsa, conforme decisdo judicial
ou extra-judicial Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudos,
vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
UFPE no enderego: Awvenida da Engepharia s'n — 1° Andar, sala 4 — Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 30740-600, Tel : (81) 2126883588 — E-mail:
cepccs@ufpe br.

(Assinatura do Pesquisador) _
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESS0A COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, ., CPF . abaxo

assinado, apds a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a
oportunidade de conversar e ter esclarecide as minhas dividas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo ASSOCIACAO DOS NIVEIS
SERICOS E SNPs DAS CITOCINAS IL-1p. IL-6, IL-10 E IL-17 COM AS
ALTERACOES REUMATOLOGICAS PROVENIENTES DA INFECCAO PELO
CHIKUNGUNYA (CHIKV) EM INDIVIDUOS NA FASE CRONICA DA
DOENCA, como voluntirio (3). Fui devidamente informado (2) e esclarecido (a) pelo
(2) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 05
possivels riscos e beneficios decorrentes de minha participacio. Foi-me garantido que
posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualguer
penalidade {ou mtermipgio de men acompanhamento/assisténcia‘tratamento).

Recife, de de 201__

Assmatura do participante (oun responsavel legal):
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e acmte
do voluntario em participar.
Assmatura da testemunha 1:
Assinatura da testemunha 2:

41



ANEXO A — COMITE DE ETICA

UFPE - UNIVERSIDADE
CEP ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - %lnmﬂomp
asil
B CAMPUS RECIFE -
urPe UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, SOROLOGICOS, IMUNOLOGICOS, CLINICOS E
GENETICOS NA FEBRE CHIKUNGUNYA

Pesquisador: LUAN ARAUJO BEZERRA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 17712619.5.0000.5208

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Pemambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 3.564.139

Apresentagido do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorado apresentado ao programa de Pds graduagio em medicina tropical,

pelo aluno LUAN ARAUJO BEZERRA, sob a orientagio da Prof.® Dra. Maria Rosangela Cunha Duarte
Coelho.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral: Analisar os aspectos epidemiologicos, soroldgicos, imunoldgicos, clinicos e genéticos da
febre chikungunya.

Objetivos especificos:

*Estimar a frequéncia das alteragbes reumatologicas;

*Quantificar os niveis séricos das citocinas pré e anti-inflamatérias;

*Estimar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos;

“Verificar a associagio entre os polimerfismos com os niveis séricos das citocinas pro e anti-inflamatorias;
“\ferificar a associagao entre os polimorfismos com as alteragdes reumatologicas;

“Verificar a associagdo entre os niveis séricos das citocinas pro e anti-inflamatdrias com as alteragoes
reumatologicas.

Enderage: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Salde

Bairro: Cidade Universitiria CEP: 50.740-600
UF: PE Municiplo: RECIFE
Telefona: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe br
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Avaliagdo dos Riscos o Boneficios:

Riscos: o pesquisador refere que podera surgir o risco de constrangimento durante a entrevista (que sera
realizada numa sala reservado do ambulatorio de reumatologia). Informa gque o risco sera minimizado
através de um adequado aconselhamento e conversa amigavel, lembrando sempre que a parlicipagao &
voluntaria e toda a informagao dada serd confidencial. Informa ainda o risco do surgimento de hematomas
no local onde for puncionada a veia, mas os profissionais de coleta s30 experientes e tomardo os devidos

cuidados para diminuir o risco de que o local fiqgue arroxeado e/ou dolondo. Serdo utilizados materiais novos,

esléreis, e descartaveis na coleta de sangue, o que diminuird o risco de contaminagao Existe ainda o risco
de extravio de informagdes e dano de prontudrios mas o pesquisador se compromete por meio de analise
cautelosa, cuidadosa e em local apropriado, afim de preservar o prontudrio do paciente e seus dados. O
pesquisador apresentou termo de compromisso e confidencialidade.

Beneficios: serdo indiretos uma vez gue os resultados poderdo contribuir para um melhor manejo clinico da
doenga.

Comentarios @ Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo transversal analitico. O tema & relevante. A pesquisa & viavel. A morbimortalidade
relacionada & CHIKF, interfere na qualidade de vida dos acometidos, gerando um grande impacto
econdmico e de sadde publica. A quantificagdo de citocinas prd e anti-inflamatdrias e seus respectivos
genes, na fase cronica da CHIKF, possibilitarao o estabelecimento de marcadores imunogenéticos de
reconhecimento do agravamento das alteragdes reumatoldgicas que poderdo contribuir para um melhor
manejo clinico da doenga,

Consideragdes sobre 0s Termos de apresentagdo obrigatdria:

Foram anexados: 1 - folha de rosto; 2 - cartas de anuéncia do servigo de reumatologia e do SAME do HC; 3
- TCLE para maicres de 18 anos; 4 - termo de compromisso e confidencialidade; 5 - Projetos no formato
plataforma e detalhado; 6 - lattes dos pesquisadores.

Recomendagdes:

Mao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Mao hd pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo liberado para o infcio da

Endereco: Av, da Engenharia ain® - 1° andar, sala 4, Prédio o Centro de Cidncias da Sadde

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Talefone: (B1)2126-B588 E-mail: cepccs@uipe.br
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coleta de dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projelo s6 sera dada apds o envio do
Relatdrio Final da pesquisa. O pesquisador deverd fazer o download do modelo de Relatdrio Final para
envid-lo via “Motificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugfes do link “Para enviar Relatdrio Final®,
disponivel no site do CEP/CCS/UFPE. Apds apreciagdo desse relatdrio, o CEP emitird nove Parecer
Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao voluntdrio participante (item V.3.,
da Resolucio CNS/MS N 466/12).

Eventuais modificagbes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um anc de execugdo, ¢ obrigatdrio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 mesas a contar da data de sua aprovacgao (item X.1.3.b., da Resoluciio CNS/MS N® 466/ 2).
O CEFI/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugio CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagio a ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com
seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas PB_INFDHhMCﬁES_ﬁSiEAE_DD_P 05092019 Aceilo
do Projeto ROJETO 1285330.pdf 11:52:39
Outros CARTADERESPOSTAAPENDENCIAS. | 05/00/2019 [LUAN ARALIO Aceilo

doc 11:50:09 [BEZERRA
TCLE / Termos de | TCLEchikungunya.pdf 05/08/2019 [LUAN ARALIO Aceilo
Assentimento / 11:48:07 |BEZERRA
Justificativa de
Auséncia _ _
Projeto Detalhado / | projeto_CEP.doc 05092019 |LUAN ARALIID Aceilo
Brochura 11:46:55 |BEZERRA
Investigador
Outros CurriculoREGINA._pdf 19/07/2019 [LUAN ARALLIO Aceilo
Enderego:  Av. da Engenharia &in” - 1% andar, sala 4, Prédio do Centro de Cilncias da Sadde
Bairro: Cidade Universitana CEP: 50.7T40.600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@uipe.br
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Outros CurriculoREGINA_pdf 11:38:17 |BEZERRA Aceito

Outros CurriculoVivianeMorais. pdf 19907/2019 [LUAN ARALLIO Aceifo
_ 11:38:00 |BEZERRA

Qutros curriculoRosangela.pdf 19072019 [LUAN ARALIO Aceito
. 11:37:17 |BEZERRA

Qutros CurriculoLuanapdf. pdf 190712019 |LUAN ARALJO Aceito
11:36:59 |BEZERRA

Outros CurriculoGal pdf 190772019 |LUAN ARALIO Aceito
11:36:43 |BEZERRA

Outros curriculoLuan. pdf 19/07/2019 [LUAN ARALJIO Aceifo
11:36:15 |BEZERRA

Outros declaracaodevinculo. pdf 19/07/2019 [LUAN ARALIO Aceilo
" _ 11:35:46 |BEZERRA

Outros TermodeCompromissoEConfiabilidade.p| 19/07/2019 |[LUAN ARALUJD Aceito
df 11:22:45 |BEZERRA

Qutros CartaAnuencuaReumatologia. pdf 19/07/2019 |LUAN ARALJO Aceito
11:22:15 |BEFERRA

Qutros CartaAnuenciaSame. pdf 19/07/2019 |LUAN ARALUJIO Aceito
| _ il _ 11:17:15 |BEFERRA

Folha de Rosto FolhaDeRosto_pdf 19/07/2019 |LUAN ARALJO Acsito
11:05:33 |BEZERRA

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Méo

RECIFE, 10 de Setembro de 2019

Assinado por:

LUCIAND TAVARES MONTENEGRO

(Coordenador(a))

Enderego: Av. da Engenharia sin® - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Cilncias da Sadde

Bairro: Cidade Universitana
Municipio: RECIFE
Talefone:  (81)2126-8568

UF: PE

CEP: 50.740-600

E-mail: cepccsufpe.br
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