| [~=2
| [~=2
ne-

VIRTUS IMPAVIDA

v

e

cC.

T
nl
m

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
~ CENTRO DE BIOCIENCIAS A
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM INOVAGAO TERAPEUTICA

ANA CLARA SANTOS COSTA

AVALIACAO DOS NIVEIS DE METALOPROTEINASES DA MATRIZ E SEUS
INIBIDORES COMO INDICADORES DA ARTRALGIA PERSISTENTE EM
INDIVIDUOS COM CHIKUNGUNYA

Recife, PE
2023



.Catalogac¢éo de Publicacéo na Fonte. UFPE - Biblioteca Central

Costa, Ana Cl ara Santos.

Aval i acdo dos niveis de netal oprotei nases da matriz e seus
i ni bi dores cono indicadores da artral gia persistente em
i ndi viduos com chi kungunya / Ana O ara Santos Costa. - Recife,
2024.

72f .0 0.

Di ssertacdo (Mestrado) - Universi dade Federal de Pernanbuco,
Centro de Biociéncia, Programa de P6s Graduacdo em | novacgédo
Ter apéutica, 2024.

Oientagdo: Macyr Jesus Barreto de Mel o Régo.

Coori entacdo: Amanda Pinheiro de Barros Al buquerque.

Coorientacdo: Janile Taniele da Silva.

Inclui referéncias e anexos.

1. Arbovirose; 2. Bionarcador; 3. Artralgia; 4. MW; 5. TIM.
I. Régo, Mdacyr Jesus Barreto de Melo. I1. Al buquerque, Anmanda
Pi nheiro de Barros. Il1l. Silva, Jamle Taniele da. IV. Tituloo.

UFPE- Bi bl i ot eca Central




ANA CLARA SANTOS COSTA

AVALIACAO DOS NIVEIS DE METALOPROTEINASES DA MATRIZ E SEUS
INIBIDORES COMO INDICADORES DA ARTRALGIA PERSISTENTE EM
INDIVIDUOS COM CHIKUNGUNYA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial obtencdo do Titulo de
Mestre em Inovagéo Terapéutica.

Area de concentracéo: Farmacos,
Medicamentos e Insumos Essenciais para a
Saude

Orientador: Prof® Dr° Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo

Coorientadoras: Dra. Amanda Pinheiro De Barros Albuquerque e Dra. Jamile Taniele da Silva

Recife, PE
2023



ANA CLARA SANTOS COSTA

AVALIACAO DOS NIVEIS DE METALOPROTEINASES DA MATRIZ E SEUS
INIBIDORES COMO INDICADORES DA ARTRALGIA PERSISTENTE EM
INDIVIDUOS COM CHIKUNGUNYA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco, como
requisito parcial a obtencdo do Titulo de
Mestre em Inovacdo Terapéutica. Area de
concentracdo: Farmacos, Medicamentos e
Insumos Essenciais para a Saude.
Aprovada em: 06/12/2023

BANCA EXAMINADORA

Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Anderson Rodrigues de Almeida

Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

Rodrigo Feliciano do Carmo
Universidade Federal do Vale do Sédo Francisco - UNIVA



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter me dado a vida. Sem Ele eu nada seria.

Aos meus pais Viviane Santos e Alexandre Costa que sdo a minha base, a minha
fortaleza, a minha vida. Tudo é por eles, para eles e com eles. Aos meus irmaos Alexandre
Vinicius e Jodo Paulo, que sdo a minha forca e maior motivacao a ser melhor todos os dias.

Ao meu esposo Vinicius Giles, vocé me impulsiona todos os dias, acredita em mim mais
do que eu mesma, me levanta quando fraquejo. VVocé é meu respiro e calmaria em meio a
turbuléncia.

Agradeco ao meu orientador Prof. Dr° Moacyr Jesus Barreto pela oportunidade e
confianga a mim concedidas para realizar este projeto. As minhas coorientadoras Dr2 Amanda
Pinheiro e Dr? Jamile Taniele, por todo suporte, conversas, risadas, choros e acolhimento. Sem
voceés este trabalho néo teria sido realizado.

A Anderson Felix, que desde o primeiro dia foi meu apoio dentro e fora do laboratorio,
que me acolheu desde o inicio e sempre me disse “vai dar tudo certo”. Vocé me confortou e
confiou em mim mesmo sem me conhecer, me ensinou tudo com leveza, alegria e carinho. Vocé
é incrivel, nunca se esqueca disso.

Aos meus amigos da vida e aos do laboratorio, vocés foram essenciais, todos os dias,
em diferentes grupos, em diferentes momentos. VVocés me ajudaram e me fortaleceram nessa
jornada. Obrigada por cada risada, por cada conversa e apoio.

Agradeco ao Laboratorio de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas pela
estrutura, 8 CAPES pelo apoio financeiro e ao REPLICK que me permitiram realizar este

projeto.



“F justo que muito custe o que muito vale”

- Santa Teresa de Jesus



RESUMO

A Chikungunya (CHIK) é uma arbovirose emergente de alto impacto global causada pelo virus
Chikungunya (CHIKV), sendo caracterizada clinicamente em trés fases: aguda (até 14 dias),
subaguda (de 15 a 89 dias) e cronica (> 90 dias). A fase cronica da CHIK é caracterizada por
alteracdes no microambiente articular, que se manifestam clinicamente através da artralgia
persistente e edema nas articulagdes com impacto direto na qualidade de vida do paciente.
Fatores soltveis como as Metaloproteinases da matriz (MMP) e os Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases (TIMP), podem desempenhar papel fundamental no estabelecimento da
artralgia persistente, contribuindo para a degradacao do tecido articular. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar a potencial utilidade de MMPs e TIMPs como indicadores plasmaticos da
artralgia persistente em individuos diagnosticados com a CHIK. Para tal, amostras de plasma
foram coletadas de 102 participantes diagnosticados com CHIK, durante as fases aguda ou
subaguda e crénica da doenca, bem como dados sociodemogréficos, clinicos e reumatoldgicos,
também coletados na fase cronica, durante acompanhamento ambulatorial realizado no setor de
reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Os individuos
foram avaliados quanto a artralgia persistente através da escala visual anal6gica (EVA), os quais
foram agrupados de acordo com a persisténcia (EVA > 1-10, n=68) ou resolugdo (EVA = 0,
n=34) da artralgia na fase cronica da CHIK. Amostras de voluntarios assintométicos que
tiveram sorologia negativa para IgM e 1gG anti-CHIKYV foram utilizadas como grupo controle
(n=24). Os niveis plasméticos de MMP-2, MMP-9 e TIMP-2 foram analisados atraves ensaio
multiplex utilizando beads (LegendPlex®). Os niveis plasmaticos de MMP-1, MMP-3, TIMP-
1 e MMP-14/MT-1 foram analisados por ELISA Sanduiche. As analises estatisticas foram
realizadas através dos softwares GraphPad Prism (versdo 9.0), IBM® SPSS® Statistics (versao
25) e R, com significancia considerada quando o valor de p<0,05. Como resultado, a artralgia
persistente na fase cronica estd associada ao género e a manifestacdo durante a fase
aguda/subaguda de: parestesia, prurido, rigidez matinal, classificacfes altas de dor articular,
fadiga e atividade da doenca, e ao numero de articulacdes edemaciadas e a valores altos dos
indices clinicos de CDAI e DAS-28. Foi possivel verificar que individuos positivos para CHIK
apresentaram niveis plasmaticos maiores de TIMP-1 (p=0,0047) e niveis menores do TIMP-2
(p=0,0015) quando comparados aos individuos saudaveis. Em relacdo ao desfecho clinico na
fase cronica, em comparacdo ao controle, individuos com artralgia persistente apresentaram
maiores niveis de TIMP-1 (p=0,0231) e individuos com resolucdo da artralgia apresentaram
menores niveis de TIMP-2 (p=0,0084). Contudo, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos resolugdo e persisténcia da artralgia, o que refletiu na analise da sensibilidade
e especificidade, cujos niveis de TIMP-1 (AUC=0.52) e TIMP-2 (AUC=0.57), durante a fase
aguda e subaguda, ndo foram capazes de distinguir os individuos recuperados daqueles com
artralgia persistente na fase cronica da CHIK. Os dados obtidos sugerem que as variacdes nos
niveis plasmaticos de TIMP-1 e TIMP-2 estdo envolvidas no estabelecimento da dor articular
persistente na CHIK. Estudos futuros sdo necessarios para investigar o papel destes mediadores
soluveis nos mecanismos relacionados ao acometimento articular decorrente da CHIK,
principalmente na fase crénica.

Palavras-chave: Arbovirose, Biomarcador, Artralgia, MMP, TIMP.



ABSTRACT

Chikungunya (CHIK) is an emerging arbovirus with high global impact caused by the
Chikungunya virus (CHIKV), clinically characterized in three phases: acute (up to 14 days),
subacute (15 to 89 days) and chronic (> 90 days). The chronic phase of CHIK is characterized
by changes in the joint microenvironment, which manifest clinically through persistent
arthralgia and joint edema with a direct impact on the patient's quality of life. Soluble factors
such as Matrix Metalloproteinases (MMP) and Tissue Metalloproteinase Inhibitors (TIMP) can
play a fundamental role in the establishment of persistent arthralgia, contributing to the
degradation of joint tissue. Therefore, the objective of this study was to evaluate the potential
usefulness of MMPs and TIMPs as plasma indicators of persistent arthralgia in individuals
diagnosed with CHIK. To this end, plasma samples were collected from 102 participants
diagnosed with CHIK, during the acute or subacute and chronic phases of the disease, as well
as sociodemographic, clinical and rheumatological data, also collected in the chronic phase,
during outpatient follow-up carried out in the rheumatology sector of the Hospital das Clinicas
of the Federal University of Pernambuco. Individuals were assessed for persistent arthralgia
using the visual analog scale (VAS), which were grouped according to the persistence (VAS >
1-10, n=68) or resolution (VAS =0, n=34) of arthralgia. in the chronic phase of CHIK. Samples
from asymptomatic volunteers who had negative serology for anti-CHIKV IgM and 1gG were
used as a control group (n=24). Plasma levels of MMP-2, MMP-9 and TIMP-2 were analyzed
using a multiplex assay using beads (LegendPlex®). Plasma levels of MMP-1, MMP-3, TIMP-
1 and MMP-14/MT-1 were analyzed by Sandwich ELISA. Statistical analyzes were performed
using GraphPad Prism (version 9.0), IBM® SPSS® Statistics (version 25) and R software, with
significance considered when the p value<0.05. As a result, persistent arthralgia in the chronic
phase is associated with gender and the manifestation during the acute/subacute phase of:
paresthesia, pruritus, morning stiffness, high ratings of joint pain, fatigue and disease activity,
and the number of swollen joints and to high values of the CDAI and DAS-28 clinical indices.
It was possible to verify that CHIK-positive individuals had higher plasma levels of TIMP-1
(p=0.0047) and lower levels of TIMP-2 (p=0.0015) when compared to healthy individuals.
Regarding the clinical outcome in the chronic phase, compared to control, individuals with
persistent arthralgia had higher levels of TIMP-1 (p=0.0231) and individuals with arthralgia
resolution had lower levels of TIMP-2 (p=0.0231) 0084). However, no statistical differences
were observed between the groups, resolution and persistence of arthralgia, which was reflected
in the analysis of sensitivity and specificity, whose levels of TIMP-1 (AUC=0.52) and TIMP-
2 (AUC=0.57), during the phase acute and subacute, were not able to distinguish recovered
individuals from those with persistent arthralgia in the chronic phase of CHIK. The data
obtained suggest that variations in plasma levels of TIMP-1 and TIMP-2 are involved in the
establishment of persistent joint pain in CHIK. Future studies are needed to investigate the role
of these soluble mediators in the mechanisms related to joint involvement resulting from CHIK,
especially in the chronic phase.

Keywords: Arbovirus, Biomarker, Arthralgia, MMP, TIMP.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros relatos de CHIK ocorreram em 1952, na Africa e alcangou as Américas
em 2013. Os primeiros casos no Brasil ocorreram em 2014, seguido pelo grande surto
epidémico em 2016, responsavel por 277.882 casos provaveis e 239 obitos confirmados. Cerca
de 86% dos casos e 197 dbitos ocorreram na regido Nordeste, e apenas no estado de Pernambuco
foram notificados cerca de 50 mil casos (Brasil, 2017). Em 2021, ainda em Pernambuco, foi
onde ocorreu o grande epicentro de uma segunda onda, sendo notificados 31.861 casos
provaveis, o que correspondeu a 30% dos casos nacionais, com uma taxa de incidéncia de 329,3
casos/100 mil hab. (Brasil, 2021). Em ritmo crescente, nos anos de 2022 e 2023, houve uma
sustentada epidemia no Brasil, em diferentes estados, onde Pernambuco foi considerado
hiperendémico segundo os critérios da Organizacdo Mundial da Saide (OMS).

Clinicamente, a CHIK é dividida em 3 fases: a primeira, a fase aguda, € caracterizada
por um quadro febril de inicio subito, cefaleia, mialgia e artralgia intensa, podendo apresentar
rash cutaneo e com duracao de até 14 dias. Na fase subaguda, a febre cessa, com intensificacdo
das dores, principalmente nas articulagdes acometidas durante a fase aguda, durando até 3
meses (Cavalcanti et al., 2022; Brasil, 2017). A fase crbnica, que se inicia aos 90 dias apds o
inicio dos sintomas, é caracterizada pelo acometimento musculoesquelético do paciente e pela
persisténcia da artralgia por meses ou anos. Os sintomas dessa fase interferem, sobretudo, na
qualidade de vida e na capacidade laboral, impondo limitagcdes fisicas e mentais, sendo
associada a episddios de ansiedade e/ou depressdo nos individuos acometidos (Brasil, 2017).

Apesar da alta morbidade da CHIK, até o momento ndo existe tratamento especifico
para a doenca. Atualmente, o controle vetorial é a principal estratégia para conter a propagacao
(Cavalcanti et al., 2022; Battisti et al., 2021). Nesse contexto, é imprescindivel a investigacdo
de mediadores solUveis que possam atuar com biomarcadores prognoésticos do desfecho clinico
desta doenca, a fim de auxiliar no manejo daqueles que apresentam sintomas na fase crénica.

Dentre os mediadores sollveis envolvidos nas vias inflamatorias de doengas
artritogénicas, semelhantes & CHIK, como a artrite reumatoide (AR) e osteoartrite (OA),
destacam-se as Metaloproteinases da Matriz (MMP) e os Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases (TIMP), que tém sua participacdo em vias inflamatdrias descrita na
literatura, especificamente no processo de autorregulacéo (He et al., 2020; Menou; Duitman;
Crestani, 2018). Entretanto, ainda & desconhecido o papel desses mediadores ao longo das

diferentes fases clinicas da CHIK.
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As MMPs sdo enzimas responsaveis pela remodelacdo do tecido conjuntivo, incluindo
a cartilagem e tecido sinovial (Cabral-Pacheco et al., 2020). No entanto, quando seus niveis
entram em desbalanceamento com os seus inibidores, os TIMPs, ocorre um processo de
degradacéo desordenado do tecido (Cui; Hu; Khalil, 2017; Nguyen et al., 2017). Com este papel
fundamental, é possivel que os MMPs e TIMPs estejam envolvidos no estabelecimento da
artralgia decorrente da Chikungunya, sendo um dos responsaveis por provocar dores intensas
nas articulacoes.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a utilidade de MMPs e TIMPs como
potenciais indicadores plasmaticos do desfecho clinico de artralgia persistente em individuos
diagnosticados com CHIK. Os resultados desse estudo podem contribuir para o
desenvolvimento de novas condutas para 0 manejo clinico e para a elaboracdo de politicas
publicas que visem a promoc¢do da salde e bem-estar dos individuos com manifestacfes

cronicas da CHIK.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial utilidade de MMPs e TIMPs como indicadores plasmaticos da

artralgia persistente em individuos diagnosticados com CHIK.
2.2 Objetivos especificos

e Analisar os niveis plasmaticos de MMPs e TIMPs durante as fases aguda/subaguda da
CHIK;

o Verificar associacdes entre os niveis plasmaticos das MMPs e TIMPs durante as fases
aguda/ subaguda da CHIK e as caracteristicas sociodemograficas e clinicas durante as
fases aguda/subaguda da CHIK;

e Avaliar a sensibilidade e especificidade das MMPs e TIMPs para serem utilizados como
biomarcadores plasmaticos progndsticos da artralgia persistente na CHIK crénica.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Chikungunya

3.1.1 Histdrico e epidemiologia

A CHIK é uma arbovirose transmitida por mosquitos fémeas do género Aedes. O agente
etiologico da CHIK é o virus Chikungunya (CHIKV), um virus artritogénico, de alto impacto
global, devido sua emergéncia para paises tropicais e subtropicais e a alta morbidade causada
pela doenca. O CHIKYV foi identificado pela primeira vez em 1952 ao sul da Tanzénia e foi
denominado Chikungunya, que significa “aqueles que se dobram” no dialeto Makonde, em
referéncia a postura curvada dos infectados devido as dores excruciantes (An et al., 2017).

Desde o primeiro isolamento até meados de 2004, houve varios surtos esporadicos na
Africa e na Asia. Contudo, em 2005, ocorreu 0 grande surto epidémico nas llhas do Oceano
indico, especialmente na llha de La Reunién, onde estima-se que 1/3 (226.000 habitantes) da
populacio foi infectada. Apos esse surto, varios surtos de CHIK foram relatados na Africa, na
Asia e em paises da Europa (Borgherini et al., 2007).

Em 2013, o CHIKYV foi identificado nas Américas, mais especificamente nas ilhas do
Caribe, e em setembro de 2014, o virus foi identificado no Brasil, em Oiapoque (AP) e em Feira
de Santana (BA). Em 2015, quase um milhdo de casos foram notificados nas Américas,
resultando em 71 mortes, e a transmissdo autdctone foi confirmada em mais de 50 territorios
(De Lima Cavalcanti et al., 2022).

Em 2016 houve um grande surto de propor¢des epidémicas, com 277.882 casos
provaveis notificados em todo o territorio brasileiro e 216 6bitos confirmados. A regido
Nordeste registrou cerca de 86% dos casos notificados (239.714 casos provaveis) e 197 6bitos
confirmados e 158 em investigacdo. Neste ano, o Estado de Pernambuco registrou uma taxa de
incidéncia superior a do Nordeste e do Brasil, notificando 50.139 casos provaveis e 55 6bitos.

(Tabela 1) (Brasil 2016, 2021).

Tabela 1 - Nimero de casos provaveis e a taxa de incidéncia (/100 mil hab.) da Chikungunya no Brasil, Nordeste
e em Pernambuco nos anos de 2016 e 2021.

2016 2021
. Incidéncia .. Incidéncia
Casos provaveis (n) (/200mil hab.) Casos provaveis (n) (/200mil hab.)
Brasil 277.882 134,8 96.288 451
Nordeste 229.157 405,2 66.430 115,2
Pernambuco 47.349 506,7 31.828 329,0

20,6% 1125%* 47,9% 1285,5%*
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Legenda: InformacGes sobre os casos e a taxa de incidéncia (/100 mil hab.) da Chikungunya no Brasil, no Nordeste
e em Pernambuco nos anos de 2016 e 2021. *Valores que indicam a porcentagem em que Pernambuco possui a
taxa de incidéncia maior do que a regido Nordeste.

Fonte: Brasil, 2016 e 2021.

Em 2021, em meio a pandemia da COVID-19, o Estado de Pernambuco, localizado no
Nordeste do Brasil, viveu um aumento de 473% nos nimeros de casos da Chikungunya,
segundo a Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco (2021), registrando uma taxa de
incidéncia de 285% maior do o Nordeste, sendo destaque nao s6 da regido, mas também do
Brasil, com o maior nimero de casos (33% de todos os casos do Brasil) e a maior taxa de
incidéncia/100 mil habitantes (Brasil, 2021).

3.1.2 Transmiss&o vetorial

A transmissao vetorial ocorre através do repasto sanguineo de fémeas do mosquito
Aedes. No ciclo urbano, ha a predominancia das espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus
(Mowatt; Jackson, 2014). A transmissdo humano-mosquito-humano € a principal causadora da
atual epidemia no Hemisfério Ocidental. A transmisséo silvestre é mais comum na Africa e é
caracterizada pelo ciclo enzodtico, com ciclo animal-mosquito-humano, como ilustrado na
Figura 1 (Ojeda Rodriguez; Haftel; Walker, 111, 2023; Zamarina et al., 2021).

Figura 1 - Ciclo silvestre e urbano da transmissdo do CHIKV

Ciclo

enzootico/silvestre Ciclo urbano

Primata nao

" Humano

humano

/ \ ( \
Aedes .

v

Legenda: O CHIKV é endémico em primatas ndo humanos, onde existe em um ciclo enzodtico entre o animal e o
mosquito Aedes. No entanto, 0 virus pode ser transmitido a um hospedeiro humano através do mosquito e se
estabelecer em um ciclo humano-mosquito sem a necessidade de um reservatdrio animal.

Fonte: Adaptado de Bartholomeeusen et al. (2023).

O A. aegypti possui ampla distribuicdo mundial, principalmente em regides urbanas e
com perturbacBes ambientais (Gomez et al., 2022). Em contrapartida, o A. albopictus coloniza

todos os cinco continentes, por ser ecologicamente mais flexivel, pode ser encontrado em
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habitats suburbanos, rurais, silvestres e em paises temperados. E além de humanos, o A.
albopictus infecta também gado, anfibios, répteis e aves (Kraemer et al., 2019; Ryan et al.,
2019; Leta et al., 2018).

A capacidade desses dois mosquitos responsaveis pela transmisséo, de provocar surtos,
vem da sua competéncia bioldgica e vetorial, em que a proboscide adaptada permite a invasdo
assertiva no tecido epitelial humano e o seu mesentério (intestino médio) possui uma Unica
camada de células epiteliais (Kramer; Ciota, 2015) onde durante o repasto sanguineo o CHIKV
se abriga, principalmente na porcéo posterior do mesentério (Vancini et al., 2013; Houk et al.,
1985). Fatores extrinsecos e intrinsecos, como barreiras contra 0 mosquito e questdes
ambientais, também influenciam nos potenciais surtos (Ojeda Rodriguez; Haftel; Walker, IlI,
2023)

Mesmo com os esforgos de reduzir a expansdo vetorial, fatores como mudanca
climatica, globalizac&o, urbanizacéo e resisténcia a diferentes inseticidas contribuem para o

sucesso das espécies (Gomez et al., 2022).

3.1.3 Manifestacdes clinicas

Os sintomas da CHIK inicialmente podem se confundir com os das outras arboviroses
(dengue e zika), porém possui caracteristicas diferenciais, como a febre alta de inicio subito, as
dores e o inchago nas articulagfes. A doenca dispde de trés fases: Aguda (até 14 dias apds o
inicio dos sintomas), subaguda (de 14 a 89 dias apds o inicio dos sintomas) e cronica (mais de

90 dias de persisténcia dos sintomas reumatologicos) (Guaraldo et al., 2018; Brasil, 2017).

3.1.3.1 Fase aguda

A fase aguda é caracterizada por apresentar febre alta (>38,5°) e de inicio subito,
poliartralgia intensa, mialgia, rash cutdneo/maculopapular, cefaleia e artralgia (Erin Staples;
Breiman; Powers, 2009; Simon et al., 2007). Outros sintomas que também podem aparecer € a

fadiga intensa, anorexia, nausea, vomito e diarreia (Sutaria; Amaral; Schoen, 2018) (Figura 2).

Figura 2 - Fases Clinicas e sintomatologia da Chikungunya
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Fonte: Adaptado de Brasil, 2017.
3.1.3.2 Fase subaguda

A fase subaguda é caracterizada pela remissdo dos sintomas da fase aguda como a febre
e rash cutaneo; e ocorre a exacerbacdo das dores e inflamagdes, geralmente nas mesmas
articulacbes atingidas durante a fase aguda (Figura 2). A inflamacdo se manifesta
principalmente em tornozelos, maos, pulsos, dedos dos pés e € menos comum em articulaces
maiores (Guaraldo et al., 2018; Sutaria; Amaral; Schoen, 2018; Burt et al., 2017). A duracédo
da fase subaguda € de 15 a 89 dias apds o inicio dos sintomas. A resolucdo da doenca ocorre

durante essa fase em 60% dos casos (Sanchez; Cafion; Lombo, 2019; Brasil, 2017).

3.1.3.3 Fase cronica

A fase crbnica é clinicamente marcada pela persisténcia da artralgia apds 90 dias do
inicio dos sintomas e pode apresentar artrite periférica e simétrica e edema nas articulacdes
durante meses ou anos (Sutaria; Amaral; Schoen, 2018). As manifestacdes musculoesqueléticas
da infeccdo pelo CHIKV levam a incapacidade aguda e cronica, impactando principalmente a
qualidade de vida dos pacientes e tendo peso consideravel na economia de areas epidémicas
(Anetal., 2017).

A prevaléncia da persisténcia dos sintomas articulares na fase crénica varia de acordo
com as populacgdes estudadas. Um estudo realizado com 152 pacientes na Colémbia, 53,7%
tiveram sintomas persistentes por 6 meses (Rodriguez-Morales et al., 2016); outros estudos

obtiveram 4-82% dos sintomas articulares persistentes e sem remissao, variando de meses a
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anos (Ganesan; Duan; Reid, 2017; Gérardin et al., 2011). O recente estudo de O’Driscoll et al,
2021 mostrou que a prevaléncia esperada da artralgia é de 72, 21% apds 3 meses de infeccao.
Dentre os fatores associados a artralgia persistente estdo a idade avangada, a presenca de doenca
articular prévia, a intensidade da dor durante a fase aguda, a carga viral e titulacdo de anticorpos
IgM e o envolvimento de diferentes articulagcdes na fase inicial da doenca (Guaraldo et al.,
2018).

A CHIK também pode manifestar-se atraves de sintomas neuroldgicos, como dor
neuropatica, distarbios cerebrais, comprometimento neurossensorial e parestesia, bem como
depressdo (Burt et al., 2017; Guaraldo et al., 2018). Esses sintomas ainda sdo estudados para
entender a sua correlacdo com a infecgdo, porém demonstram a gravidade da doenca e o quanto
€ necessario a continuidade dos estudos acerca da sua influéncia na salde e 0s seus possiveis

tratamentos.

3.1.4 Diagnostico e tratamento

O diagndstico da CHIK é baseado em anamnese, avaliacdo clinica e se possivel,
laboratdrio, com exame soroldgico para IgM ou diagndstico molecular por RT-gPCR (Dash;
Mohanty; Padhi, 2011; Zamarina et al., 2021). Considerando as limitacGes na realizacdo de
exames laboratoriais, 0 Guia de Manejo clinico do Ministério da Saude (2017) indica que a
associacao de febre aguda de inicio subito com artralgia e/ou artrite intensa € altamente
sugestiva, com uma concordancia de 85% entre esses sintomas (Brasil, 2017; Macpherson et
al., 2016).

Para um diagnostico laboratorial do CHIKYV existem trés possibilidades: 1 — Isolamento
do virus; 2- técnicas moleculares de deteccdo do RNA gendmico viral (PCR em tempo real) e
3- Testes soroldgicos (ELISA). A PCR pode ser realizada até sete dias depois do inicio dos
sintomas e ELISA (IgM ou IgG) deve ser requerida a partir do décimo dia do inicio dos
sintomas. O isolamento do CHIKV deve ser solicitado apenas em casos especificos, como em
formas atipicas da doenca (Marques et al., 2017a).

Acerca do tratamento, os dados sdo limitados por falta de avaliagcdes terapéuticas
adequadas (Guaraldo et al., 2018). Durante a fase aguda o tratamento é centrado nos sintomas,
indicando hidratagdo e repouso. N&o é indicado os anti-inflamatérios néo esteroides (AINES),
devido a alta possibilidade de sangramento e o risco de dengue nos pacientes, assim como
salicilatos e corticosteroides (Brasil, 2017; Marques et al., 2017).

Durante a fase subaguda ha a recomendacéo de anti-inflamatorio ndo hormonal como o

ibuprofeno e corticoides, de preferéncia a prednisona. Na fase crdnica ou quando o nivel de dor
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é classificado como alta, segundo o EVA, € inserido medicamentos como metotrexato e
hidroxicloroquina em associacdo ou ndo a analgésicos indicados na fase aguda ou a

sulfassalazina, que possui acdo antireumatdide (Marques et al., 2017).

3.2 Fisiopatologia do virus da Chikungunya

A via de infeccdo utilizada pelo CHIKV tem inicio ap6s a inoculacdo e infeccdo das
células mais susceptiveis, como as células epiteliais e endoteliais, fibroblastos primarios e
macrofagos derivados de mondcitos (Sourisseau et al., 2007). Apos a inoculacdo e subsequente
migracao para os linfonodos, o virus desencadeia uma reacdo imune e se propaga pelo sistema
linfatico e circulatorio, caracterizando o estado de viremia do paciente, que marca o inicio dos
sintomas e pode durar até 10 dias (Kam et al., 2009). O virus utiliza os macréfagos derivados
de monacitos infectados para alcancar os musculos, articulacoes, figado e cérebro, principais
locais de replicacdo do CHIKV (Sourisseau et al., 2007).

Ao identificar uma infecgéo, o organismo inicia mecanismos na tentativa de eliminar o
virus. Uma das funcdes do interferon tipo | (IFN) € a inibicdo da replicacdo viral e 0 CHIKV
estimula indiretamente a producéo do IFN atraves da ativacdo de células ndo hematopoiéticas,
como os fibroblastos (Ganesan; Duan; Reid, 2017; Schilte et al., 2012). A reacdo inflamatoria
mediada por linfécitos TCD8+, TCD4+ e citocinas pro-inflamatdrias é responsavel pelos
sintomas agudos da doenca. J& a doenca articular cronica é causada por um reservatorio
persistente de mondcitos infectados nas articulacdes (Ojeda Rodriguez; Haftel; Walker, 11,
2023; Chow et al., 2011).

Artralgia vivenciada por pacientes da CHIK sdo muito semelhantes aos sintomas
induzidos por alguns outros alfavirus artritogénicos. Essa infeccdo promove a ativacdo de
macrofagos e induz a secrecdo do Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), Interleucina -1p (IL-1pB)
e IL-6, sendo seguidos pelo desbalango nos niveis de MMPs, como MMP-1 e MMP-3,
sugerindo envolvimento no dano articular (Assun¢do-Miranda; Bozza; Da Poian, 2010). Além
disso, ja foi observado que a resposta imunoldgica induzida por macrofagos de virus
artritogénico e da AR sdo semelhantes, condi¢cdo também marcada por fortes dores articulares
e destruigéo de tecidos causada por citocinas (Ninla-Aesong; Mitarnun; Noipha, 2019) (Figura
3).

Figura 3 - Patogénese do virus artritogénico
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Legenda: Através das Células Apresentadoras de Antigeno (APC), o virus artritogénico é apresentado as células
Th1, que por meio da liberacdo de uma série de citocinas pro-inflamatorias, ativam os macréfagos, que sdo
responsaveis pela resposta imunoldgica. Apds essa ativagdo, uma série de citocinas e enzimas séo liberadas
provocando um desbalanceamento no processo de remodelacdo do tecido cartilaginoso, provocando a degradacéo
articular.

Fonte: Adaptado Biorender®, 2023.

Em pacientes com AR, estudos in vivo demonstram um elevado nivel de MMP-2, MMP-
3 e MMP-9, tendo um papel fundamental na quebra dos componentes da matriz (Cabral-
Pacheco et al., 2020). Johnson (2006) relatou a importancia dos niveis elevados do TIMP-2
para o0 atraso de lesOes teciduais (Johnson et al., 2006). Em pacientes com artrite persistente
causada pelo CHIKV, Ninla-Aesong (2019) comprovou que eles tiveram uma maior producédo
significativa nos niveis de MMP-1 e MMP-3 tanto em comparacdo com 0S pacientes
recuperados, quanto em comparacdo com o0s controles (Ninla-Aesong; Mitarnun; Noipha,
2019). Assim, é possivel que a resposta imunolégica da artralgia crénica provocada pelo
CHIKYV seja semelhante a resposta da AR.

Os principais sintomas da artralgia persistente provocada pelo virus da Chikungunya
sdo as dores intensas e inchacos nas articulacOes, caracterizando a artralgia e futuramente a
poliartralgia. Com a infec¢éo, o virus promove a ativagdo dos macrdfagos, onde sdo liberadas
diversas citocinas pro-inflamatorias e enzimas, com as metaloproteinases da matriz (MMP)
(Bartholomeusz; Locarnini, 2006). Isso significa que as células linfocitarias Thl sdo as
responsaveis pela resposta imune do paciente, produzindo grandes quantidades de interferon
gama (IFN-g) (Ninla-Aesong; Mitarnun; Noipha, 2019).
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3.3 Familia Metaloproteinases da matriz

As MMPs s3o uma familia de endopeptidases e o prefixo ‘metalo’ sugere que essas
enzimas sao dependentes de zinco para realizar a hidrdlise de substratos proteicos (Khokha;
Murthy; Weiss, 2013) e estdo envolvidas na degradacdo de varias proteinas da matriz
extracelular, em especial no tecido cartilaginoso (Nguyen et al.,, 2017). As enzimas
predominantes envolvidas na degradacao séo: MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-13 (Murphy;
Nagase, 2008; Neuhold et al., 2001). Sdo de natureza extracelular, porém ja foi identificado
que a MMP-1 (Limb et al., 2005), MMP-2 (Kwan et al., 2004) e MMP-11 (Luo et al., 2002)
também podem se estabelecer intracelularmente e atuar a nivel proteico (Nagase; Visse;
Murphy, 2006).

Durante a infeccdo, ha o aumento de citocinas pro-inflamatorias, dentre elas a
Interleucina-6 (IL-6) e TNF-a, que também sdo responsaveis pelo aumento na produgdo de
MMP-3 e MMP-9 no sangue periférico (Ninla-Aesong; Mitarnun; Noipha, 2019;
Bartholomeusz; Locarnini, 2006). O aumento das MMPs reflete no aumento da degradacéo da
cartilagem, ao mesmo tempo que a liberacdo do seu inibidor significa 0 aumento da sintese
dessa cartilagem, ou seja, maior producao tecidual, contribuindo para a recuperacéo do paciente
(Haller et al., 2015).

3.3.1 Classificacéo e estrutura das MMPs

A figura 4 mostra as 23 diferentes MMPs encontradas em humanos, que podem ser
divididas em 5 categorias de acordo com suas diferentes fungdes e estruturas: (1) colagenase
(MMP-1, MMP-8 e MMP-13); (2) gelatinase (MMP-2 e MMP-9); (3) estromelisinas (MMP-3,
MMP-10 e MMP-11); (4) MMPs do tipo membrana (MT), que podem ser divididos em dois
tipos: tipos transmembrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16 e MMP-24, também conhecidos
como MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP e MT5-MMP) e tipos ancorados em
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (MMP-17 e MMP-25, também conhecidos como MT4-MMP e
MT6-MMP) e (5) subgrupos heterogéneos (HS) (Li et al., 2022).

Figura 4 - Classificacdo das MMPs
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Fonte: Li et al., 2022.

As MMPs sdo altamente homologas, contendo multidominios e seu sitio ativo é
dependente de zinco. A familia das MMPs apresenta em comum um propeptideo de cerca de
80 aminoacidos é&cidos, um dominio de metaloproteinases catalitica de cerca de 170
aminoéacidos, um peptideo ligante (dobradica regido) de comprimento variavel e um dominio
de hemopexina de cerca de 200 aminoéacidos (Cui; Hu; Khalil, 2017; Li et al., 2022).

3.3.2 Papel das MMPs na inflamagéo

Dentro do microambiente tecidual, as MMPs desencadeiam vias de sinalizagdo que
regulam a producéo de citocinas e influenciam tanto a inflamagao sistémica quanto na resposta
imunologica de barreira (Khokha; Murthy; Weiss, 2013).

As MMPs s&o sintetizadas como zimogénios, ou seja, precursor inativo da enzima,
necessitando uma alteracdo bioquimica para ativagdo, que nesse caso, ocorre a clivagem de seu
dominio pro-peptideo, e apds essa transformacéo é que podem ser inibidas por algum TIMP. A
atividade e especificidade das MMPs também sdo controladas através da compartimentacdo das
MMPs em uma determinada localizacdo intracelular ou extracelular, possivelmente através de
sua interagdo com glicosaminoglicanos (Tocchi; Parks, 2013).

Um dos papeis da MMP na inflamacédo é a modificacdo de agentes quimiotaticos para a
migracdo eficiente de neutrdfilos através de vasos sanguineos e tecidos para os locais de
infeccdo (Khokha; Murthy; Weiss, 2013). Alguns estudos demonstraram como as MMPs
podem atuar na via quimiotatica: 1- A MMP-9, secretada pelos neutrofilos, processa um
fragmento amino-terminal de IL-8 para aumentar a sua poténcia celular de 10 a 27 vezes mais
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(Van Den Steen et al., 2000); 2- O envolvimento da MMP-2 na inativacdo proteica por
quimiotaxia de mondcitos 3 (MCP3), que participa da atracdo de células mononucleares,
sugerindo gque a participacdo da MMP na resposta inflamatdria (Mcquibban et al., 2000). Outro
estudo também mostrou que a auséncia de MMP-7 compromete o gradiente de quimiocinas

CXCL3, responsavel por atrair neutrofilos para a inflamacéo (Li et al., 2002).
3.4 Inibidor Tecidual de Metaloproteinases (TIMPSs)

3.4.1 Classificacéo dos TIMPs

Os TIMPs sdo reguladores de proteina endégena e podem ser encontrados na MEC em
sua forma sollvel, exceto pelo TIMP-3, que mantém uma ligacdo estreita com a MEC. A
inibicdo do TIMP é reversivel e ocorre por uma ligacao estequiométrica, ou seja, na propor¢do
de 1:1 (Jackson et al., 2017). Além de inibir as MMPs, também ocorre a inibicdo dos grupos
das desintegrina e metaloproteinases (ADAMs) e ADAMs com motivos de trombospondina
(ADAMTSS) (Arpino; Brock; Gill, 2015).

Existem quatro principais TIMPs conhecidos, que sdo classificados como TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4. Cada um desses TIMPs desempenha funcbes especificas na
inibicdo das metaloproteinases e na modulacdo da matriz extracelular, bem como na resposta
inflamatoria. O TIMP-1 e o TIMP-2 foram ilustrados na figura a seguir com a sua localiza¢&o,

inibicdes e ligacdes (Figura 5).

Figura 5 - Localizacéo e interacOes entre os TIMPs e MMPs
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Legenda: Estruturalmente, os TIMPs sdo compostos por dois dominios agrupados lado a lado (dominios N-
terminal e C-terminal). O dominio N-terminal é algumas vezes referido como “dominio inibitorio”. TIMP-1 inibe
MMP-1-3 e MMP-7-9; TIMP-2 inibe MMP-2, MMP-9, MMP-14 e metaloproteases de matriz 1 do tipo membrana
(MT1-MMP); além disso, os TIMPs interagem com as pré-formas das MMPs de maneira ndo inibitdria e também
possuem fungGes independentes da inibicdo das MMP, ligando-se diretamente aos receptores da superficie celular
(TIMP-1 a CD63; TIMP-2 a integrina o331 e LRP1).

Fonte: Adaptado de Cabral-Pacheco et al., 2020.
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3.4.2 Regulagdo enzimética dos TIMPs

Cada inibidor corresponde a indicadores especificos para a sintese da cartilagem. Os
principais sdo o TIMP-1 que se correlaciona ao epitopo 846 e o TIMP-2 que se liga ao nivel de
PIICP (Nguyen et al., 2017; Ishiguro et al., 1999). Os TIMPs possuem baixa especificidade de
ligagdo com as MMPs e cada TIMP pode inibir varios MMPs com diferentes eficacias. Um
desbalanceamento na relacdo estequiométrica de 1:1 entre eles, causa uma alteracdo na
atividade especifica da MMP (Cui; Hu; Khalil, 2017b).

Alteracdes no equilibrio em favor das MMPs pode resultar em aumento da proteolise
da MEC, ao mesmo tempo em que a mudanca em favor dos TIMPs, pode culminar na protecao
da MEC, consequentemente diminuicdo da prote6lise. Além da sua principal funcdo, de
inibidor, alguns estudos mostram que os TIMPs também atuam de forma independente, como
por exemplo um estudo demonstrou que TIMP-1 pode mediar a angiogénese através da
interacdo com B1 integrina e CD63 (Arpino; Brock; Gill, 2015).

Outros estudos com camundongos Knockout para diferentes MMPs e TIMPs
demonstrou que a atuacdo dos TIMPs também esta associada ao processamento de proteinas
biologicamente ativas, incluindo citocinas, quimiocinas e proteinas da superficie celular
(Mccawley; Matrisian, 2001; Parks; Wilson; Lopez-Boado, 2004). E essa producdo também
tem efeito indireto na renovacao da matriz, pela via de sinalizacdo do fator de crescimento f3
(TGF- B), inflamagdo ou numero de células semelhantes a fibroblastos (Arpino; Brock; Gill,
2015).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo e local do estudo

O presente estudo é uma subcoorte derivada de um projeto multicéntrico da Rede de
Pesquisa Clinica e Aplicada em Chikungunya (REPLICK) (Da Silva Duarte et al., 2023). Trata-
se de um estudo observacional longitudinal utilizando dados e amostras plasmaticas de
individuos diagnosticados com CHIK, coletados nas diferentes fases da doenca. Os individuos
foram acompanhados no ambulatério do Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) e os testes foram realizados no Laboratorio
de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) seguindo o desenho

experimental ilustrado na Figura 6.

Figura 6 - Desenho experimental do estudo.
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Fonte: O autor (2023).

4.2 Populagéo de estudo e critérios de elegibilidade

Todos os participantes assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO 1) e foram aplicados questionarios semiestruturados, validados e traduzidos para o
portugués, utilizados para a coleta de dados sociodemograficos, clinicos e para a avaliacdo do
acometimento musculoesquelético (ANEXOS 2-6).

Dos 886 participantes com suspeita da CHIK, foram incluidos 761 participantes
diagnosticados com Chikungunya por meio de RTg-PCR, ELISA (IgM) e/ou Teste rapido
durante as fases aguda/subaguda da doenca, com disposicdo de dados sociodemograficos,

clinicos e reumatoldgicos completos na fase de recrutamento, que permaneceram no estudo
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pelo periodo de no minimo 90 dias apos o inicio dos sintomas e que possuiam amostras de
plasma disponiveis no biobanco do centro Recife vinculado a REPLICK (Figura 7).

Figura 7 - Critérios de inclusdo das amostras de participantes positivos para CHIK do presente estudo.
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Fonte: o autor (2023).

Dos 322 participantes elegiveis, foram selecionados randomicamente 102 participantes,
com a proporcdo de 2:1 entre 0s grupos, os quais foram agrupados como “Recuperados” (n =
35) e “Artralgia Persistente” (n = 67) conforme critérios especificados no item 4.3. Amostras
de individuos declaradamente saudaveis foram utilizadas como grupo controle (n = 24).

4.3 Critérios de classificacdo para Chikungunya cronica

Para a classificacdo dos participantes em artralgia persistente ou resolucdo, a Escala
Visual Analdgica (EVA) para dor articular autorreferida (ANEXO 5) foi considerada de acordo
com 0s seguintes critérios: o participante foi classificado como “recuperado” (resolucdo da
artralgia) nos casos em que foi respondido zero (0) para dor articular na EVA na primeira visita
apos completar 90 dias apos o inicio dos sintomas da CHIK; o participante foi classificado
como “crénico” (artralgia persistente) nos casos em que foi respondido valores de 1 a 10 para
dor articular na EVA na primeira visita ap6s completar 90 dias ap6s o inicio dos sintomas da
CHIK.

4.5 Obtencdo das amostras de plasma dos participantes
Assim que as amostras dos individuos foram coletadas no HC-UFPE, foram
encaminhadas para o LINAT-UFPE para o processamento. Os tubos de EDTA contendo sangue
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total foram homogeneizados por inversdo e centrifugados a 3000 rpm com aceleracdo 6 e
desaceleracdo 4 para as aliquotas do plasma. Apds este processo as amostras foram
armazenadas no ultra freezer, na temperatura de -80°C. Com isso foram separadas aliquotas de

100uL do plasma de cada um dos 102 pacientes selecionados para os experimentos.

4.6 ELISA Sanduiche

Para a quantificacdo do MMP-1 (Cat. N°: DY901B-05), MMP-3 (Cat N°: DY513-05),
TIMP-1(Cat N°: DY970-05) e MMP-14/MT-1 (Cat N°: DY918-05) (Human DuoSet ELISA -
R&DSystems) foi realizado o ELISA Sanduiche com a prévia sensibilizacdo da placa com o
anticorpo de captura overnight, a temperatura ambiente (25°C). No dia seguinte, a placa foi
lavada 3 vezes com a solucéo de lavagem e saturada com o diluente de ensaio por 1 hora. Logo
apos, a curva padrdo foi adicionada em duplicata com a diluicdo seriada realizada conforme o
protocolo do fabricante. O controle negativo, ou seja, o diluente sem amostra, foi realizado em
triplicata e por fim, foi inserido o plasma dos pacientes segundo o plano de placa.

Apos as 3 lavagens com o diluente de ensaio, colocou-se 0 anticorpo de deteccéo,
permanecendo por mais 2 horas, em temperatura ambiente (25°C) e repetiu-se a lavagem. Em
seguida, iniciou-se a etapa fotossensivel do protocolo, com a Estreptavidina conjugada por 20
min, no escuro. Lavou-se novamente a placa para a finalizacdo do experimento com o substrato
cromégeno 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) por 20 min e a solucdo de STOP para parar a
reacao e realizar a leitura. Esta foi executada no leitor de placa de ELISA (Thermo scientific -
accuSkan FC (Fisher Scientific)) no filtro de 450 nm. O limite inferior de detec¢do de cada
analito foi: MMP-1: 62,5 pg/mL; MMP-3: 31,3 pg/mL; MMP-14: 0,625 ng/mL; TIMP-1: 31,3
pg/mL.

4.8 ELISA Multiplex - LegendPLex

Para desenvolver esta etapa, as enzimas MMP-2, MMP-9 e TIMP-2 foram analisados
através da metodologia multiplex LegendPlex™ (BioLegend, San Diego, EUA) com o Kit
Custom Human 3-plex Panel (Item N° 900004902). Com as aliquotas das amostras
descongeladas, a primeira parte do processo foi homogeneizar o vial do standard e realizar a
diluicdo seriada conforme indicado no protocolo. Nos 96 pocos da placa de experimento com
o fundo em V foi colocado o tampéo de ensaio, em seguida foi aliquotado o standard em
duplicata e colocado as amostras, conforme o plano de placa. Apos isso, o vial do pré-mix das
beads de captura foi homogeneizado em um vértex por 30 segundos e inserido em toda placa.
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A placa foi selada com selador de placas e papel aluminio e deixado em agitacao a 800 rpm por
2 horas a temperatura ambiente (25°C).

Decorrido este tempo a placa foi centrifugada por 5 minutos a 250 g. Em seguida,
desprezou-se o sobrenadante, a placa foi lavada com tampéo de lavagem (25 ml de Wash Buffer
+ 475 ml de &gua destilada) sob agitacdo por 1 min. A adi¢do do anticorpo de deteccgdo foi
realizada em seguida e a incubacéo ocorreu em uma agitadora de placas por 1 hora a 800 rpm.
Apdls esta etapa, a estreptavidina ligada ao fluorocromo PE (SA-PE) foi adicionada e a
incubacdo ocorreu sob agitacdo a 800 rpm durante 30 minutos. Apds as lavagens e
ressuspenséo, as amostras foram adquiridas em citdometro de fluxo (BD FACSAria I1). Com
base nos perfis de disperséo direta (FSC) e dispersao lateral (SSC), as beads se diferenciam por
tamanho, obtendo entdo dois conjuntos (A e B). Os analitos MMP-2 e TIMP-2 compbem o
conjunto A (A4 e A8, respectivamente), sendo as beads menores. O analito MMP-9 faz parte
do conjunto B (B7), compondo as beads maiores.

Para a aquisi¢cdo dos dados, foi necessario criar um modelo no citdmetro, definir a taxa
de fluxo como baixa e o niumero de aquisi¢des para 300 eventos por analito. Um grande gated
foi definido para incluir as beads A e B, com o intuito excluir a maioria dos detritos. Apds a
leitura de todas as amostras, a analise dos dados foi realizada no Software de Anélise de Dados
LEGENDplex™ Qqgognit. O limite inferior de deteccdo de cada analito foi: MMP-2: 158,20;
MMP-9: 87,80 e TIMP-2: 60,0.

4.9 Anélise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad Prism (versdo 9.0)
gravando os resultados como medianas com variancia interquartil para dados ndo paramétricos
e como média com desvio padrdo (DP) para dados paramétricos. O teste de Kolmogorov-
Smirnov foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados.

Para mensurar a diferenca estatistica entre os grupos controles e positivos para
Chikungunya foi utilizado o teste T de Student ndo pareado (dados paramétricos) e o Teste de
Mann-Whitney (dados ndo paramétricos). As analises envolvendo variaveis e desfechos,
utilizaram o Teste ANOVA (Anélise de Variancia) One-way e 0 pos teste de mdultiplas
comparagOes de Tukey (dados parametricos) e o Teste de Kruskal-wallis e o0 pds teste Dunn
(dados ndo paramétricos).

A acurécia foi analisada através da anélise da curva ROC, conforme os valores da Area

Sob a Curva (AUC, do inglés Area Under Curve). Os valores de AUC foram considerados:
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AUC > 0,9 excelente; 0,8-0,89 bom; 0,7-0,79 pobre; 0,6-0,79 ruim; 0,51-0,59 péssimo; e
quando inferior a 0,5 ndo tem valor diagndstico.

O valor de significancia estatistica a ser considerado foi de p < 0,05. Foi utilizado
também o software IBM® SPSS® Statistics para as analises estatisticas descritivas e software

Rstudio para as correlacdes clinicas entre o desfecho e os niveis plasmaticos enzimaticos.

4.10 Considerac0es éticas

Esse projeto segue os principios da Declaracdo de Helsinque e os principios e diretrizes
da Resolucdo do Conselho Nacional de Satde (CNS) n° 466, de 12 de dezembro de 2012. No
qual este projeto estd embasado na aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO sob parecer n° 3.555.583 e CAAE:
07936919.8.2010.5208.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacéo sociodemogréfica e clinica da populacéo do estudo
A caracterizacdo do recrutamento permitiu observar que a maioria dos individuos foram
recrutados durante a fase subaguda, diagnosticados por ELISA com média de 30 dias ap0s

inicio dos sintomas (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracterizacdo da amostra segundo o desfecho clinico dos infectados pelo CHIKV.

Positivos CHIK ~ Recuperados Q(;rgia}slt%r?te
N % N % N %
Total 102 100% 34 (33,3%) 68 (66,7%)
DPIS Média DP 30,74 £ 21,32 40,97 £ 21,32 25,62 £ 19,54
[Min-Max] [1-79] [2-79] [1-77]
) ELISA 82 80,4% 23 67,6% 59 85,3%
Dadoi de t (';’i'gt?]%‘;tf'fo RT-gPCR 2 2.0% 1 2.9% 1 1,5%
recrutamento g Teste rapido 17 167% 9 265% 8 11,8%
Agudo 30 29,4% 4 11,8% 26 38,2%
Fase CHIK =5 \hagudo 72 706% 30 882% 42  618%
Idade Média DP 52,86 £ 21,32 52,97 £ 17,28 52,81 £ 12,87
Dados [Min-Max] [19-84] [20-84] [19-79]
sociodemograficos Género Feminino 72 71,3% 18 52,9% 54 80,6%
Masculino 29 28,7% 16 47,1% 13 19,4%
Hipertensdo 32 31,4% 11 32,4% 21 30,9%
Rinite 24 23,5% 5 14,7% 19 27,9%
Histérico Doenca vascular 24 23,5% 6 17,6% 18 26,5%
Médico* Anemia 14 13,7% 2 5,9% 12 17,6%
Diabetes 12 11,8% 3 8,8% 9 13,2%
Doenca hepética 11 10,8% 2 5,9% 9 13,2%
Artralgia 99 97,1% 32 94,1% 67 98,5%
. Febre 89 87,3% 30 88,2% 59 86,8%
Dados clinicos Rash cutaneo 75 73,5% 21 61,8% 54 79,4%
Edema 72 70,6% 20 58,8% 52 76,5%
Cefaleia 65 63,7% 16 47,1% 49 72,1%
Sintomas* Fadiga 64 62,7% 18 52,9% 46 67,6%
Prurido 61 59,8% 14 41,2% 47 69,1%
Parestesia 53 52,0% 13 38,2% 40 58,8%
Mialgia 34 33,3% 9 26,5% 25 36,8%
Turvagéo 22 21,6% 4 11,8% 18 26,5%
Hiperemia 17 16,7% 3 8,8% 14 20,6%
Dados » Catedoria Remissdo 6 5,9% 4 11,8% 2 2,9%
reumatologicos Ativi%ade da Baixa 16 15,7% 7 20,6% 9 13,2%
Doenga** Moderado 34 33,3% 14 41,2% 20 29,4%
Alta 45 44.1% 9 26,5% 36 52,9%
Doenca  gjm 24 235% 5  147% 19 27,9%
reumatologic
a prévia N&o 78 76,6% 29  853% 49 72,1%
Distirbi Bursite 5 4,9% 0 0,0% 5 7,4%
ISWrbIos = e ossinovite 6 5,9% 0  00% 6 8,8%
articulares -
Entesite 1 1,0% 0 0,0% 1 1,0%
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Sindrome do

! 19  186% 5  147% 14  20,6%
Tunel do Carpo
Rigidez Sim 68 66,/% 18  529% 50  73,9%
matinal Néo 34 333% 16 471% 18 26,5%
Todo o dia 12 176% 3 158% 9 18,4%
<30 min 27 397% 6  3L6% 21 42,9%
Rigidez o<l oy 1909 6 3Le% 7 14,3%
matinal - > 1 horae <2
Tempo ; 10 147% 2 105% 8 16,3%
oras
; 2horase<4 g 7,4% 2 105% 3 6,1%
oras
> 4 horas 1 1,5% 0 0% 1 2,0%
Dor nas
articulaces Média DP [Min- 7,57 £2,39 6,21 + 2,52 8,25+ 2,02
na ultima Max] [0-10] [0-10] [3-10]
semana***
Eﬁ?rf: na Média DP [Min- 5,84 + 3,40 4,35 +3,45 6,56 + 3,14
o Max] [0-10] [0-8] [0-10]
'ég';]’:j‘?ggg da  \edia DP [Min- 6,10 + 2,64 8,25 + 2,02 6,65 + 2,31
e e Max] [0-10] [0-10] [0-10]
?rli:?ﬁ[: gg‘s Média DP [Min-  11,32+9,95[0- 8,79+ 8,41 12,59+ 10,46
g ¢ Max] 37] [0-34] [0-37]
olorosas
grliﬁlr;gggs Média DP [Min- 2,75 £ 4,01 1,18+ 1,75 3,54 + 4,57
emae Max] [0-24] [0-7] [0-24]
Velocidade
de Média DP [Min- 28,11 + 13,39 2356+13,11 30,88 + 12,09
hemossedime  Max] [2-72] [2-48] [4-72]
ntacéo (VHS)
DAS.28 Média DP [Min- 4,03+ 1,30 [0,6- 3,50 + 1,20 435+ 1,26
Max] 6,6] [0,6-5,7] [1,9-6,6]
Indice
223:3‘;3: ga  MédiaDP [Min- 22,60 +14,34 16,65+ 10,24 2557 15721
Doenca Max] [0-64] [0-37] [0-64]
(CDAI)

Legenda: DPIS= Dias ap6s o inicio dos sintomas; DP = Desvio Padréo.
*Foram declarados apenas valores positivos para o histérico médico e 0s sintomas no momento do recrutamento.
** Classificacdo conforme indice clinico CDAL.
*** Valores da Escala Visual Analdgica (EVA).
Fonte: o autor (2023).

Né&o foram observadas diferencas estatisticas significantes na média da idade entre os
grupos analisados. Em relagdo ao género, foi observada uma associagéo a artralgia persistente
e 0 género feminino (p = 0,004), onde as mulheres possuem maior chance de desenvolver
artralgia persistente na fase cronica (OR: 3,692).

A artralgia persistente na fase crénica foi associada com a manifestagdo de parestesia
(p = 0,050; OR = 3,849), prurido (p = 0,007; OR = 7,361) e rigidez matinal (p = 0,038; OR =
2,469) durante a fase aguda/subaguda. A média dos valores na EVA foi maior em individuos
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que evoluiram com artralgia persistente na fase cronica para dor articular (p < 0,001), fadiga (p
=0,001) e atividade da doenca (p = 0,003) durante a fase aguda/subaguda.

A maioria daqueles que persistiram com artralgia na fase crénica tiveram a atividade da
doenca classificada como alta (52,9%) durante as fases aguda/subaguda, enquanto a maioria
dos recuperados tiveram atividade da doenca classificada como moderada (41,2%).

Houve diferenca estatistica significante entre o grupo de individuos recuperados e com
artralgia persistente em relacdo a quantidade de articulacbes edemaciadas (1,18 £ 1,75 versus
3,54 +4,57; p<0,001) e nos valores de hemossedimentacdo (VHS) (23,56 + 13,12 versus 30,88
+12,90; p = 0,011). Em relacdo aos indices clinicos, os pacientes que evoluiram com artralgia
persistente pontuaram maiores valores no CDAI (25,57 £ 15,21 versus 16,65 + 10,24; p = 0,032)
e do DAS-28 (4,35 + 1,26 versus 3,50 + 1,20) durante a fase aguda/subaguda.

5.2 Niveis plasmaticos das MMPs e TIMPs entre os controles e individuos com CHIK

Inicialmente foi realizada uma comparacéo entre os niveis das MMPs e TIMPs entre 0s
individuos positivos para CHIK e o grupo controle (Tabela 3 e Figura 8).

Tabela 3 - Mediana, minimo e maximo dos niveis plasmaticos de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-
14/MT-1 nos grupos controle e positivos para CHIK.

Mediana (Min-Max)

Grupo Controle Grupo positivo CHIKV p valor

MMP-1 2(391 gi/ ;‘;l (g_‘;%{ ?91) 0,5132
s e 220
MMP-3 8(214; ﬁgﬂ 7’6(?_3%/;“1 0,1693
wes oSt W i
MMP-14/MT-1 (8 fgl/ ‘2;) (8_?%{ ?21) 0,1274

Legenda: Foi considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.
Fonte: o autor (2023).

N&o foram observadas diferengas estatisticamente significantes entre os niveis de
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1 (Figura 8).

Figura 8 - Avaliacao dos niveis plasmaticos das enzimas MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1.
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Legenda: Comparacéo do nivel plasmatico das Metaloproteinases da Matriz (MMP)-1, -2,-3, -9 e -14/MT-1 dos
controles e dos participantes positivos para CHIKV. A. MMP-1; C. MMP-3 [Grupos controle (N=24), positivos
para CHIKV (N=102)]. B. MMP-2; D. MMP-9 [Grupos controle (N=23), positivos para CHIKV (N=69)]. Foi

considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.

Fonte: o autor (2023).

Ao analisar os niveis de TIMPs, foi possivel verificar que, quando comparado com o
controle (175,30 ng/ml), o grupo positivo para CHIK (202,65 ng/m) apresentou maiores niveis

plasmaticos de TIMP-1 (p=0,0047). Em relacdo ao TIMP-2, quando comparado ao grupo

controle (0,764 ng/ml), menores niveis plasmaticos foi observado entre os positivos para CHIK

(0,292 ng/ml) (p=0,0037) (Figura 9).
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Figura 9 - Niveis plasméticos dos TIMP-1 e TIMP-2 entre os controles e os positivos para CHIK.
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Legenda: Comparacdo do nivel dos Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMP)-1 e -2 no plasma dos

controles e participantes positivos para CHIKV. Em todos os gréaficos foram identificados e retirados os outliers

pelo método de ROUT. A. TIMP-1 [Grupos controle (N=24), positivos para CHIKV (N=102)]. B. TIMP-2

[Grupos controle (N=23), Recuperados (N=69)]. Foi considerado estatisticamente significante quando p < 0,05.
Fonte: o autor (2023).

5.3 Analises de associacgao e correlacdo entre os mediadores solUveis e as variaveis clinicas

Inicialmente, buscou-se identificar possiveis correlacdes entre os niveis das MMPs e
dos TIMPs analisados (Figura 10).

Figura 10 - Anélise de correlacdo de Pearson entre os niveis de MMPs e TIMPs
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Legenda: Valores de coeficiente de correlacéo (r) entre 0 e 1: correlagdo positiva; entre 0 e -1: correlacdo negativa;
0: auséncia de correlagéo.

Fonte: O autor (2023).
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Foi possivel observar uma correlacdo positiva moderada entre as metaloproteinases
MMP-14 e MMP-1 (r = 0,54, p <0,001) e entre o inibidor TIMP-2 e a metaloproteinase MMP-
2 (r=0,46; p<0,001).

Ao buscar associacdes entre 0s niveis de MMPs e as caracteristicas reumatologica dos
individuos, foi possivel observar que individuos infectados com CHIKV que tinham doenca
reumatoldgica prévia apresentavam maiores niveis de MMP-3, quando comparados com
aqueles que ndo tinham histérico médico de doenca reumatolégica (11.210,4 £ 7770,3 ng/ml
versus 7.945,3+ 5728,4 ng/ml; p = 0,029).

5.4 Niveis plasmaticos das MMPs e TIMPs entre os Controles, Recuperados e 0s com
Artralgia Persistente na CHIK cronica

Com o intuito de investigar variacdes nos niveis plasmaticos dos mediadores sollveis,
os individuos com persisténcia ou resolucdo da artralgia na fase cronica da CHIK foram

comparados com o grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4 - Estatistica descritiva dos grupos Controle, Recuperados e com Artralgia Persistente da CHIK nas
MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 ¢ MMP-14/MT-1.

Mediana (Min-Max)

Grupo Grupo Artralgia

Grupo Controle Recuperados Persistente p valor

I aem oo
s SpEl swm sewel
MMPY hiRon aoss el 01640
MMP-14/MT-1 oeen 0555 ot 0,1948

Foi possivel observar que ndo houveram diferencas estatisticas significantes dos niveis
plasmaticos de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-3/MT-1 entre os individuos

recuperados e os com Artralgia Persistente (Figura 11).

Figura 11 - Avaliagdo dos niveis plasmaticos das MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1 entre 0s
Recuperados e os com Artralgia Persistente da fase cronica da CHIK.
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Legenda: Comparacao dos niveis plasmaticos das Metaloproteinases da Matriz (MMP)-1, -2,-3, -9 e -14/MT-1 de

Controles, Recuperados e com Artralgia Persistente. A. MMP-1; C. MMP-3 E. MMP-14/MT-1 [Grupos controle

(N=24), Recuperados (N=35), Artralgia persistente (N=67)]. B. MMP-2; D. MMP-9 [Grupos controle (N=23),

Recuperados (N=20), Artralgia persistente (N=49)]. Foi considerado estatisticamente significante quando p <0,05.
Fonte: o autor (2023).

A mesma andlise foi realizada em relacao aos niveis dos TIMPs. O grupo com Artralgia
Persistente (202,65 ng/ml) apresentou maior nivel de TIMP-1 em comparacdo com o Controle
(175,30 ng/ml) (p=0,0199). E em comparagd0 com O MesSmO grupo, 0s participantes
recuperados apresentaram maior nivel de TIMP-1 (196,661 ng/ml) (p=0,0394). Em relacédo ao
TIMP-2, os individuos recuperados (0,273 ng/ml) apresentaram menores niveis de TIMP-2 em
comparagdo com o grupo controle (0,764 ng/ml) (p=0,0084) (Figura 12).

Figura 12 - Niveis plasmaticos dos TIMP-1 e TIMP-2 entre os Recuperados e os com Artralgia Persistente da
fase crénica da CHIK.



37

A. TIMP-1 B. TIMP-2
0.0199 000 0-0084

0.0394 z o
fem) o
£ o E/ T %o
g 300000 020 ® 1000 T

o ©
o =
'S 200000+ o
8 8 500 T
8 : ° 0§ I

@)
© 1000004 O o =
3 ° 0-— 8o
o
\@ S
0 T T T O &
X & &° &
O\Q, 60% & 00 \)Q &
& & & &
Qo \)Q -\’O'Q \’6
v
& AR
<& ?$¢

Legenda: Comparacdo dos niveis plasmaticos dos Inibidores Teciduais de Metaloproteinases (TIMP)-1 e -2 em
Controles, Recuperados e com Artralgia Persistente. A. Avaliacdo dos niveis de TIMP-1 nos grupos Controle
(N=24), Recuperados (N=35), Artralgia Persistente (N=67); B. Avaliagdo dos niveis de TIMP-2 nos grupos

Controle (N=23), Recuperados (N=20), Artralgia Persistente (N=49). Foi considerado estatisticamente significante
quando p < 0,05.

Fonte: o autor (2023).
5.6 Avaliacao dos niveis plasmaticos dos mediadores solUveis considerando as fases aguda
e subaguda da CHIK

5.6.1 Niveis plasmaticos das MMPs e TIMPs entre 0s grupos controles, agudos e subagudos

A fim de verificar o comportamento das enzimas em relacdo aos diferentes momentos
das fases da CHIK, foram analisados os niveis plasméticos das MMPs entre os grupos Controle,
Agudos e Subagudos (Figura 13).

Figura 13 - Avaliacdo dos niveis das MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1 entre 0s grupos
Controle, Agudos e Subagudos.
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Legenda: Anélise dos niveis plasmaticos de MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1 em relacéo as
fases de recrutamento. A. MMP-1; C. MMP-3 E. MMP-14/MT-1 [Grupos controle (N=24), Agudos (N=31) e
Subagudos (N=72)]. B. MMP-2; D. MMP-9 [Grupos controle (N=23), Agudos (N=19) e Subagudos (N=50)].
Foram considerados agudos aqueles com até 14 dias de sintomas e subagudos 0s que apresentaram sintomas entre
15 e 89 dias ap6s o seu inicio. Apenas 0 MMP-3 apresentou significancia entre os grupos. Os dados foram
normalizados através do teste de Kolmogorov-Smirnorv e analisados através do teste de Kruskal-wallis e o teste
de multiplas comparacfes de Dunn, considerando p<0,05.
Fonte: O autor (2023).

Foi possivel observar que ndo houve diferenca estatistica dos niveis plasmaticos de
MMP-1, MMP-2, MMP-9 e MMP-14 entre os individuos Agudos e Subagudos. Em relacdo aos
niveis de MMP-3, o grupo de individuos na fase subaguda apresentou um menor nivel
plasmatico de MMP-3 em relacgéo aos controles (p = 0,0482) e a fase aguda (p = 0,0002).

Em relacdo aos niveis dos TIMPs, o TIMP-1 na fase aguda (p=0,0408) e subaguda
(p=0,0081) foram mais elevados que no grupo controle. Adicionalmente, os niveis de TIMP-2
foram menores em participantes durante a fase aguda, quando comparados ao grupo controle
(p=0,0001) e aos individuos na fase subaguda (p=0,0087) (Figura 14).

Figura 14 - Avaliacéo dos niveis plasmaticos de TIMP-1 e TIMP-2 nos grupos Controles, Agudos e Subagudos.
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Legenda: Avaliacdo dos niveis plasmaticos dos TIMP-1 e TIMP-2 em relacdo as fases de recrutamento. A. TIMP-
1 [Grupos controle (N=24), Agudos (N=31) e Subagudos (N=72)]. B. TIMP-2 [Grupos controle (N=23), Agudos
(N=19) e Subagudos (N=50)]. Foram considerados agudos aqueles com até 14 dias de sintomas e subagudos os
gue apresentaram sintomas entre 15 e 89 dias apds o seu inicio. Os dados foram normalizados através do teste de
Kolmogorov-Smirnorv e analisados através do teste de Kruskal-wallis e o teste de multiplas comparagdes de Dunn,
considerando p<0,05.
Fonte: O autor (2023).

5.6.2 Niveis plasmaticos das MMPs e TIMPs entre as fases e os diferentes desfechos clinicos
dos participantes positivos para CHIK

Ao comparar o0s niveis plasmaticos dos mediadores solUveis entre as fases iniciais e 0s
diferentes desfechos cronicidade e ndo foi possivel observar diferenca estatistica das MMP-1,
MMP-2, MMP-9 e MMP-14/MT-1. Em relacdo a MMP-3, foram observadas diferencas
estatisticas significantes nos niveis desta metaloproteinases entre individuos durante a fase
aguda e subaguda, ambos que evoluiram com artralgia persistente (p=0,0067). De forma
semelhante, foi observado que os individuos durante a fase aguda com desfecho clinico de
artralgia persistente apresentam maiores niveis de MMP-3, quando comparado com individuos

durante a fase subaguda que se recuperaram (p=0,0212) (Figura 15).

Figura 15 - Avaliacdo das MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1 entre as fases de recrutamento e
os diferentes desfechos clinicos.



40

A. B
MMP-1
MMP-2
80000
~ 10000007
c =
S 60000 E 500000
k=3 > 1
o o® 2 40000
'S. 40000 o° 3
@ S 30000 T
S . ° £ 20000+
g 20000+ E a:L.; 5000 T
o
3 S 2500 If é # I;.J %
s B —— ] — o (]
! 0 T T T T T
@ L d X ) > .
(\“\0\ z@\% &60 z*a"\% &éo ¢°\® @\é & «é)\é ,060’7
Q N} Q' N (2 N
SO IR F NS
& @ .\\‘% ng’ ?_\x@ ng’ & ng‘
] <
PRSI A O oY
F & & S W @
¥ > ¥ 2
C MMP-3 D E
0.0212 MMP-9 MMP-14/MT-1
0.0067 100001 15-
30000 - ~
= £ . €
E . £ so00 00 £
2 ° = £ 104
~ 20000+ o o 6000 o
o Q u” @
=, & ° &
8 £ 4000 =
S 10000 o 2 o Z
8 £ 2000 <
8 (&} # o [
O ? T T T .;- c ! ! ! ! 0-
o . . (23 .
F® S S & £ & & F
&S & S A S 4 N & & & N
S FFE LS R S R R I
‘\&(Z". Q_e('\» (Z}oj Q&OQ ?S\\,b Q_Q/(‘ "é& Q@ ?5\@' ng(’ \\,}’3 Qg/c’
&0
X Q\V‘ 606 DS & (90\ & c]\?“ & c)0\ \»bo‘o aV“ S
W ® o Q?bo OSSR q"éo © & P
¥ o ¥ 2 ¥ &

Legenda: Avaliacdo dos niveis plasméticos de: A. MMP-1; B. MMP-2; C. MMP-3; D. MMP-9; E. MMP-14/MT-
1 em relagdo as fases de recrutamento e os diferentes desfechos clinicos. Apenas 0 MMP-3 apresentou significancia
entre 0s grupos analisados. Os dados foram normalizados através do teste de Kolmogorov-Smirnorv e analisados
através do teste de Kruskal-wallis e o teste de multiplas comparacfes de Dunn, considerando p<0,05.

# Nao foi possivel a formacdo do gated para anélise deste grupo.

Fonte: O autor (2023).
Em relacéo aos TIMPs, quando comparado com o grupo controle saudavel, foi possivel
observar maiores niveis de TIMP-1 nos individuos na fase aguda que evoluiram com artralgia
persistente (p = 0,0471) e menores niveis de TIMP-2 (p = 0,002). Os niveis de TIMP-2 também

foram menores nos individuos durante a fase subaguda que se recuperaram (p = 0,0168). Houve

diferengas estatisticas também entre agudos e subagudos dentro do grupo de artralgia
persistente (p = 0,0009) (Figura 16).

Figura 16 Avaliacdo dos niveis plasmaticos do TIMP-1 e TIMP-2 entre as fases de recrutamento e os diferentes
desfechos clinicos.



41

A. B. TIMP-2
TIMP-1 0.0168
400000 0.0471
_ 2000~ 0:00020.0009
= o
S 300000 T E ° o
s o S 1500 °
o o
(] =
'S 200000 3
-1 bl
® S 1000
c = L =
S 1000004 © ° @ -
s o © 500 '|' é
O [e]
o % * BT
0 1 1 1 1 1 0 T ' T T H
L XA ) . .
(\\\0\ Q}o}@ &60 @6\6 &60 x‘o\e '\é\%\ 'Zrboe \é\é\ (bboe
ox \~Q \)QQ’ QQ QQQ) 00(\ \‘QQ’ QQé .QQ’ Qé
\\(b Q/Q '& Q,c’ @ QS’ ,b‘\Q 00
ARSI & &<
(> 060 O\v Q@Q’ 60\ \)609 0\? ,o()‘
Q&’ W @ & <§°° & & &
v 4 v %

Legenda: Avaliacéo dos niveis plasméticos de A. TIMP-1 e B. TIMP-2 em relacéo as fases de recrutamento e o0s
diferentes desfechos clinicos. Os dados foram normalizados através do teste de Kolmogorov-Smirnorv e analisados
através do teste de Kruskal-wallis e o teste de multiplas comparag6es de Dunn, considerando p<0,05.
# Ndo foi possivel a formacdo do gated para analise deste grupo.

Fonte: O autor (2023).

5.7 Analise de acurécia dos inibidores de MMPs como indicadores de artralgia persiste
na CHIK cronica

Com o0 objetivo de avaliar os parametros de acuracia dos TIMPs em distinguir
individuos Recuperados dos individuos com Artralgia Persistente na fase cronica, foi realizado
o teste de sensibilidade e especificidade de acordo com a AUC.

Os valores de AUC do TIMP-1 (AUC=0.52; IC 0,4108 - 0,6489; sensibilidade: 26,87%;
especificidade: 86,11%) e TIMP-2 (AUC= 0.57; IC 0,4431 - 0,7097; sensibilidade: 37,50%;
especificidade: 95,24%) ndo foram considerados satisfatorios para a utilizagdo como

biomarcador progndstico da artralgia persistente na fase cronica (Figura 17).

Figura 17 - Analise de Acuracia dos TIMPs para os grupos Recuperados e com Artralgia Persistente da fase
crénica da CHIK.
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Legenda: Curva Caracteristica do Operador Receptor (ROC) para avaliacdo dos Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases -1 e -2 como biomarcador da Artralgia Persistente provocada pelo CHIKV. A. TIMP-1 (AUC=
0.52; 1C 0,4108 - 0,6489; sensibilidade: 26,87%; especificidade: 86,11%); B. TIMP-2 (AUC= 0.57; IC 0,4431 -
0,7097; sensibilidade: 37,50%; especificidade: 95,24%). Os valores de AUC foram considerados: AUC > 0,9
excelente; 0,8-0,89 bom; 0,7-0,79 pobre; 0,6-0,79 ruim; 0,51-0,59 péssimo; e quando inferior a 0,5 ndo tem valor
diagnéstico.

Fonte: o autor (2023).
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6 DISCUSSAO

A CHIK representa um grande problema de satde publica devido a alta morbidade
causada pela artralgia persistente que se manifesta em todas as fases clinicas da doenca,
trazendo prejuizos a saude fisica e mental dos individuos acometidos e o incapacitando de
desempenhar atividades cotidianas e laborais. Apesar disso, até 0 momento ndo existe nenhum
biomarcador capaz de distinguir precocemente quais individuos poderdo desenvolver artralgia
persistente durante a fase crénica da CHIK. Nesse contexto, o presente estudo buscou avaliar
as caracteristicas clinicas associadas a persisténcia da artralgia e verificar se os niveis de MMPs
e/ou TIMPs séo bons candidatos a biomarcadores deste desfecho clinico.

A andlise exploratdria dos dados sociodemograficos dos participantes desse estudo
corrobora achados de estudos anteriores, que identificaram que mulheres possuem maior
chance de desenvolver artralgia persistente na fase cronica (Yodtaweepornanan; Pongsittisak;
Satpanich, 2023). Esses dados se devem a fatores bioldgicos, pois a diferenca hormonal entre
os sexos influencia diretamente a percepcdo da dor, em especial mulheres com idade mais
avancadas, em que ha alteracdo no comportamento do sistema imunoldgico, também
influenciado por mudancas hormonais (Roosenhoff; Anfasa; Martina, 2016; Silva et al., 2021).

Com relagdo as comorbidades encontradas entre os participantes do estudo, a
hipertensao (30,9%) e a doenca reumatoldgica prévia (29,4%) foram as mais frequentes dentre
aqueles que apresentaram sintomas na fase crénica da CHIK. Apesar de néo ter sido encontrada
associacdo com a artralgia persistente, outros estudos demonstram que pacientes que a pré-
existéncia dessas comorbidades no momento agudo da infeccdo aumentam as chances de ter
um pior prognoéstico da doenca (De Moraes et al., 2020; Van Aalst et al., 2017).

Com relacdo ao espectro clinico, a artralgia, febre, rash cutaneo, edema, cefaleia e a
rigidez matinal foram as principais manifestacdes clinicas nas fases agudas e subagudas que
ocorreram entre os individuos da populagdo crbnica. Esses sintomas também sédo relatados em
outros estudos de coorte como Lé&zari et al., 2023 e Silva et al., 2021. De modo semelhante,
estudo de Huits et al., 2018 e Thiberville et al., 2013 demonstraram a alta predominancia desses
sintomas nas fases iniciais da CHIK, tendo a permanéncia principalmente da artralgia na fase
crénica, no entanto, taxa da artralgia persistente varia de 13 a 70% entre os estudos, e podem
persistir até 60 meses apds o inicio da infeccdo (Arroyo-Avila; Vila, 2015; Dupuis-Maguiraga
et al., 2012; O’Driscoll et al., 2021).
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Os sintomas articulares na fase cronica causados pelo CHIKV sdo similares aos
provocados por outros Alphavirus artritogénicos, que promovem a ativacdo dos macréfagos
induzindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias e enzimas envolvidas no dano articular
(Bartholomeeusen, K. et al. 2023). O aumento da liberacdo de mediadores inflamatorios,
incluindo IL-1p, IL-6, IL-8, IL-15 e TNF-a, induz a expressdo de enzimas proteoliticas, como
MMPs, resultando na degradacéo da cartilagem (Cabral-Pacheco et al., 2020).

Os resultados encontrados no presente estudo, revelaram ndo haver niveis plasmaticos
distintos entre MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-14/MT-1, entre pacientes com CHIK
e individuos saudaveis. Esses resultados vdo de encontro ao estudo de Ninla-Aesong et al.,
2019, em que foi possivel observar uma diferenca estatistica nos niveis soroldgicos de MMP-1
e MMP-3 entre os grupos de individuos recuperados e com artralgia persistente provocados
pela CHIK. Esta discrepancia pode ser decorrente das diferencas genéticas da populacdo
estudada ou de diferencas na genética viral que podem refletir no perfil das manifestaces
clinicas.

Ainda, os niveis de MMPs e TIMPs podem sofrer influéncia de regulacdo epigenética,
como a alteracdo do perfil de metilacdo do DNA, presentes na interface patdgeno-hospedeiro
(Aguiar et al., 2019). Contudo, vale ressaltar que estudos demonstram o envolvimento das
MMPs em doencas como carécter artritogénicas com manifestacdes clinicas semelhantes a
CHIK, como a AR e OA (He et al., 2020; Menou; Duitman; Crestani, 2018).

Para além da funcdo regulatoria das MMPs (Alamgeer et al., 2020), os TIMPs também
podem agir como moléculas sinalizadoras, por meio da ligacdo direta com o0s receptores de
superficie para induzir a resposta celular, atuando como citocinas em atividades como:
modulacgéo da proliferacdo celular, apoptose, diferenciacéo e angiogénese (Arpino; Brock; Gill,
2015; Lambert et al., 2004). Essas outras func6es explicam por que este inibidor esta aumentado
em doencas inflamatorias, como identificado no presente estudo.

Maiores niveis plasmaticos de TIMP-1, no grupo de pacientes recrutados na fase aguda
e que possuem em seu desfecho persisténcia da artralgia, corrobora com o argumento
apresentado por Scoeps et al, 2023. Este estudo afirma que este inibidor é especifico da fase
aguda e os seus maiores niveis sdo associados a um pior prognéstico de doencas inflamatorias
como osteoartrite e artrite psoriatica. Essas observagdes s6 confirmam a sua funcgdo de citocina
pro-inflamatoria, como € sugerido pelo mesmo autor. Além disso, a expressdo de TIMP-1 é
regulada principalmente por fatores de crescimento e citocinas, como IL-6, IL-1 e IL-1p, que

sdo marcadores de cronicidade da CHIK descritos na literatura (Silva Ferreira et al, 2021). Em
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contrapartida, a razdo pelos niveis diminuidos de TIMP-2 necessita de maior exploracéo, visto
que a producgdo de TIMP-2 é constitutiva.

Além disso, especula-se que o plasma, apesar de ser um insumo bioldgico de mais facil
acesso na pratica clinica, as andlises de liquido sinovial poderiam fornecer uma investigagédo
mais aprofundada da remodelacao e degradacao das proteinas da MEC da cartilagem, conforme
destacado no estudo de Giannelli et al., 2004. Nesse contexto, a principal limitagéo do presente
estudo pode ter sido o tipo de amostra analisada.

As descobertas sobre as alteraces nos niveis de TIMP-1 e TIMP-2 nas diferentes fases
da CHIK podem contribuir para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na artralgia
persistente. 1sso pode abrir caminho para novas pesquisas sobre a fisiopatologia da doenca e
possiveis alvos terapéuticos. Ainda, estes resultados podem servir como base para estudos
futuros, investigando mais profundamente os papéis especificos de TIMP-1 e TIMP-2 na

patogénese da CHIK e na persisténcia da artralgia.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos é possivel concluir que as variagbes nos niveis
plasmaticos de TIMP-1 e TIMP-2 estdo envolvidas no acometimento articular decorrente da
CHIK e que, os mediadores soliveis MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-14/MT-1,
TIMP-1 e TIMP-2 ndo possuem sensibilidade e especificidade para ser utilizado como
biomarcador da artralgia persistente na doenca crénica. Ainda em tempo, ndo foi observada

relacdo com as manifestacdes clinicas avaliadas.
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Esie é um convite para que vocé participe de um protocolo de pesquisa sobre a doenga Chikungunya. Este
documento, chamado termo de consentimento livre e esclarecido, explica esta pesquisa em detalhes. mas
pode conter palavras que vocé ndo compreenda. Por favor, pega ao médico ou a outra pessoa da equipe
do estudo para the explicar o que significa gualquer palavra ou informagdo que vocé ndo entenda. Antes
de assinar, vocé pode levar para casa uma copia deste documento para pensar a respeifo ou conversar
com sua familia ¢/ou amigos antes de tomar sua decisdo.

OBJETIVOS DO ESTUDO

Gostariamos de convidar vood a participar da pesquisa que irk estudar a histona natural da doenga
Chikungunya ¢ a resposta ao tratamento da doenga. Trata-se de um estudo observacional ¢ vocé nio
precisard utilizar nenhum medicamento, além dos j& utilizados stualmente para o tratamento da doenga.

A Chikungunya ¢ uma doenga transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti contaminado
pelo virus. O quadro clinico ¢ muito semelhante & febre do dengue, com inicto sabito de febre alta, dor de
cabega, dores nas articulagdes, dores musculares, manchas vermelhas, ¢njoo ¢ cansago. A caracteristica
principal da febre Chikungunya ¢é a presenga de dores nas articulagdes em diversas partes do corpo que
causa importante hmitagiio fisica, dimimuindo de forma significativa a qualidade de vida dos pacientes
acometidos.

Neste estudo, vood serd avaliado em algumas visitas por uma equipe de sadde. A equipe ¢ composta
por medicos (climcos gerais, nfectologistas ¢ reumatologistas), enfermerros ¢ farmacéuticos que
registrarfio dados sobre sua vida ¢ o local que vood mora, sintomas, atividades, além de informagdes
referentes 3o uso de medicamentos ¢ outras formas de tratamento. Caso vocé apresente dores nos musculos
e/ou nas articulagdes, estas dores serdo avaliadas ¢ acompanhadas por reumatologista,

QUEM NAO PODE PARTICIPAR DO ESTUDO?
Existem algumas condigdes que podem impossibilitar a sua participagio neste estudo, sio elas:

*  Se vocg tiver com outra doenga febril aguda (febre alta causada por Malaria, por
exemplo)

Se vocé tiver com outra doenga que cause febre (por exemplo, celulite ¢ abscesso);

Se vocé estiver grivida ou smamentando ¢;

Se vocé tver algum problema gue ndo permita a coleta de informagdes por distarbios de
comunicacdo ou falta de fluéncin na lingue portuguesa ou outro idioma compreendido
pelo médico assistente,

Mas niio s¢ preocupe, um médico conversara com vood ¢ fard uma avaliagdo para checar estas ¢ outras
condighes que possam mmpedir suz participagdo ¢ vooé ndo deixard de ser atendido mesmo que ndo entre
no estudo.

COMO SERA SUA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO?

Rubrica dofa) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
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Vocé deverd comparecer s VISITAS no centro de salkde responsivel pelo estudo, e também
poderd receber acompanhamento da equipe do estudo através de CONTATOS por meio eletrinico,
telefénico ou pessoal

Visitas programadas para consulta médica

Apos a assmatura deste Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, vocé passara por uma
avaliaclo de saide com um médico ¢ se ndo houver nenhuma condigho que impega sua participaclo, serd
feita coleta de informagdes, coleta de saliva, sangue, de urina ¢, se necessario, de liquido sinovial (um
liquido retirado da artsculagdo ou do tendio) ¢/ou bidpsia articular (um pedaco de tecido). Todos os exames
sllo feitos para que possamos verificar como estd sua saixde.

e Coleta de Saliva: a saliva serd coletada por vooé mesmo com auxilio de um kit no mvasivo, no
qual vocé esfregard uma esponjinha (parecsda com cotonete) no interior da boca, gengiva elou
dentes.

o Coleta de Sangue. 0 sangue serd coletado por um profissional qualificado. A quantidade de sangue
total retirada seri de 26ml. (aproximadamente igual @ quantidade de 2 colheres de sopa cheias).

e Coleta de Urina: a coleta sera reahizada por vocé mesmo em um pote entregue pelo médico do
estudo. O volume total de urina coletada serd de 60mL (aproximadamente 4 colheres de sopa).

e Coleta de Liquido Sinovial: o liquido sinovial podera ser coletado por um profissional qualificado
em situagdes em que se constate por exame fisico ou exame de imagem (exemplo: ultrassonografia
¢ ressonincta magnética) a presenca de liguido na articulagio ou quando for mdicado por avaliagio
médica a reahzacdo de infiltragdo de medicamento intra-articular como forma de reduzir a dor local,
O volume total de 2ml. (aproximadamente igual a quantidade de ' colher de cha) sera coletado
NESSES CHSOS,

Na consulta, 0 médico ird realizar a avaliagio e exame fisico, incluindo alteragdes
musculoesqueléticas, além da coleta de informagdes sobre sua vada, onde vocé mora e de histona de doenga
anterior. O médico solicitars exames para que o diagndstico da doenga seja corretamente definido.

Vocé serd informado de qualquer resultado que possa afetar sua saide ¢ receberd encaminhamento
para avahagdo médica especializada, se for necessdirio.

ApOs a aceitagdo em participar do estudo, voc serd acompanhado por até trés anos, em consultas
programadas com periodicidade semanal até 21 dias do micio dos smtomas, bimensalmente (ou seja, a cada
2 meses) até 360 dias (1 ano) desde o inicio do acompanhamento ¢ apds, a cada 3 meses se houver a
persisténcia dos sintomas, Em todas as consultas programadas o médico realizara avaliagio ¢ exame fisico
¢ coletard informagdes relacionadas a sua saide para acompanhamento, além das coletas citadas
anteniormente. O médico também solicitard exames de acordo com a necessidade do caso clinico.

Rubrica dofa) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicdvel):
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DESCONFORTO E RISCOS ESPERADOS

Por ser tratar de um método simples, ripido € ndo mvasivo, a coleta de saliva ndo provoca nenhum
desconforto ou dor.

No local da coleta de sangue pode ficar roxo e/ou dolondo. As vezes ¢ necessano realizar mais de
uma tentativa para coletar sangue. Desmaio ou infeccdo no local da coleta pode ocorrer, mas é raro. Para
diminuir esses riscos, assim como preconizado, a coleta de sangue sempre seri realizada com matenial
descartavel por alguém treinado ¢ experiente.

A coleta do xixi ¢ um procedimento que de forma geral ¢ facil ¢ ndo causa maior nisco, de modo
que vocé vai fazer num potinho. Se vocé ndo entender o que estd sendo explicado ou ficar com vergonha
de fazer xixi no hospital vocé pode falar com a equipe do estudo que van tirar as suas dividas ¢ var ajudar
voed a encontrar um local mais confortivel para a coleta

A coleta do liquido sinovial, quando necesséria, € realizada de forma minimamente invasiva, mas
pode provocar desconforto tolerivel. Assim como a coleta de sangue, para dimmnuir esses riscos, este
procedimento serd realizado em condigdes estéreis ¢ por profissional experiente ¢ treinado.

Caso necessdrio, o médico do estudo pode solicitar a realizagio de exames de radiografia e'ou
ultrassonografia. Os principais niscos associados com radwgrafia sdo a pequena possibilidade de
desenvolver, em alguma época posterior da vida, catarata ou cancer induzidos por radiacdo. Esses riscos
sio minmmizados utilizando-se a protegiio de chumbo adequada na hora da realuzacdo do exame ¢ essa
possibilidade ¢ quase nula no caso do estudo, pois vocd serld exposto apenas uma vez a esse exame. Por
utilizar ondas sonoras de baixa poténcia, a ultrassonogratia nilo apresenta grandes nscos conhecidos para
a salde.

BENEFICIOS PARA O PARTICIPANTE

Vocé ndo terd nenhum beneficio direto por fazer parte deste estudo. Vocéterd acesso a avaliagdes
médicas ¢ aos laudos dos testes de laboratorio sem custo. A sua participagdo nesta pesquisa pode trazer
beneficios para vocé ¢ para outras pessoas com a mesma doenga, pois vai nos ajudar a saber mass sobre
como diagnosticar melhor a doenga Chikungunya no futuro. Além disso, se vocé participar  poderd receber
testes adicionais, além dos que jé sdo realizados de roting para investigar melhor a sua febre.

N&o hd nenhum custo para vocé participar do estudo. Os exames ¢ procedimentos realizados
exclusivamente com fins de pesquisa n3o implicario qualquer custo para vocé. Para custear o deslocamento
das visitas que serdo feitas durante o estudo, vocd receberd um ressarcimento pelos gastos relacionados &
sua participagio, como almentagdo ¢ transporte.

BIORREPOSITORIO

Todas as amostras coletadas (saliva, sangue, xixi e liquido sinovial) serdio guardadas durante todo
o tempo dessa pesquisa em local proprio chamado de Biorrepositorio. Exastem varias regras ¢ normas
nacionais para o biorrepositdrio funcionar e nos comprometemos & seguir todas elas. Este biorrepositinio

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplichvel):
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serd gerenciado pelo Laboratorio de Doengas Febris Agudas do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, localizado na Av. Brasil, 4365 — Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, CEP 21040-900,
telefone (21) 38659164, Os dados coletados nesta pesquisa através de questionanos ficario armazenados
em computador pessoal e arquivo fisico, sob a responsabilidade do Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo
no endereco Av. Prof. Moraes Rego SN - Cidade Universitina, CEP; 50.670-901 Recife - PE, peloperiodo
de minimo 3 anos.

O material biologico (saliva, sangue, urina, liquido sinovial ¢ biopsia articular, quando coletado)
armazenado neste biorrepositrio continuard sendo seu, permanecendo, entretanto, sob responsabilidade da
mstituigdo. Assim, vocé pode retirar o consentimento de armazenamento das amostras a qualquer tempo, sem
nenhum problema. Para isso, vocé deverd assinar um documento dizendo isso. A desisténcia passa a valer a partir
desta data ¢ nos destruiremos suas amostras. Vocé pode desistir de participar do estudo (ndo querer mais fazer
as consultas e/ou receber as ligacdes telefonicas pelo protocolo) ¢ manter suas amostras armazenadas para o
estudo e/ou para estudos futuros, sem nenhum prejuizo a vocé

USO DO MATERIAL COLETADO, DADOS E CONFIDENCIALIDADE

Ao assinar este termo de consentimente, vocé permite ao médico do estudo e & equipe de pesquisa
usar informagdes sobre scu prontuirio meédico para os objetivos do presente estudo. As enfermeiras ¢ o
pessoal médico envolvido no seu curdado saberfio se vocd participa ou n3o do estudo.

Ninguém mais saberd que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos para outras pessoas,
nem darcmos a estranhos as mformagdes que vocé nos der. Algumas informagdes sobre vocé (exemplos:
onde vocé nasceu, qual sua raga, idade, sexo, entre outras) ¢ sobre sua saide serfo anotadas pelo médico
nas suas consultas, ¢ ficarfio guardadas em um sistema de dados, Ninguém saberd quem é vocé porque
usaremos codigos no lugar do seu nome. Os resultados desta pesquisa vdo siir em revistas cientificas, mas
nlo vamos dizer quem foram as pessoas que participaram. Todo matersal coletado serd mantido em local
seguro. Nio vamos colocar o seu nome nos tubinhos que vio ser guardados, vamos colocar nimeros, assim
podemos guardar as amostras sem identificar vocé.

Esse estudo tem uma duraco prevista de trés anos ¢ todas as pesquisas futuras que descjarem
utilizar o material deste estudo deverdo ser aprovadas pelo Comité de Ftica em Pesquisa ¢ pela Comissio
Nacional de Etica em Pesquisa, se necessérnio, antes de serem iniciadas. Precisamos saber se vocé aceita que
seu material seja guardado. Por favor, marque SIM ou NAO abaixo

D SIM D NAO
Se acontecer alguma coisa com suas amostras, como por exemplo, se quebrar um tubo ou se
precisarmos destruir as amostras ou se acabarmos com o biorrepositorio, nés tentaremos te informar, entdo

o0 seu enderego, telefone ¢ e-mail devem estar atualizados para podermos falar com vocé. Se houver algum
impedimento em contatar vocé, nés apresentaremos uma justificativa ao Comité de Etica em Pesquisa.

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha {se
da Pesquisa que aplicou o termo: aplicdvel):
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PARTICIPACAD VOLUNTARILA

A participa;io nesse estudo ¢ voluntina, vocé decide se quer ou niio participar, S¢ vocé escolher
ndo participar ow que seu dependente legal ndo participe, seus direiios ou os direitos dele serdo
preservados ¢ vood nio sofrerd nenhum tipe de punicio, Caso aceite, vocd pode mudar de ideia ¢ desistir
de participar a qualquer momento. Vood nlo precisa explicar porque voce ndo quer mais parlicipar, deve
ApEnns Ccomunicar 4 cquipe do estudo. Vood recebera toda assisténcin ¢ tratamento masmo que ndo quer
participar do estudo ¢'ou mesmo que nio GUETER MERES Manler 85 suas amosiras ammazenadas. Além disso,
caso vocd se sinma lesado em qualquer momento do estudo, vocd podendt recormer as vigs legais para
rervmdicar os seus direitos.

Caso voed tenha lido e entendido as informagtes neste termo - ou elas tenham sido lidas para vocé
— & caso concorde em participar voluntanamente deste estudo, vocg e o pesquisador assinariio duas vias
originais deste documento. Serd também necessdno que vocé e ofa) pesquisador(a) rubriquem (| fagam uma
assanafura abreviada) fodas as paginas das duas vias deste documento, YVamos e entregar uma via assimacly
¢ rubricada por vocd € pelo pesquisador. Ao assinar este documento, vocd ndo abrird m3ode nenhum direito
legal.

DUVIDAS

Se vocé tiver qualquer divida, ou se qualquer problema aparecer, vocé pode contatar a equipe do
estudo ou o pesquisador responsavel do estudo:

INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - FIDUCRUZ
Meédico Responsavel: André Machado de Sigueira

Emderego: Av. Brasil, 4365 — Manguinhos, Rio de Janeiro, BRI 21040-900.

Celulares 24k (21) 96722-2T01 ou (21) 3865-9164

Se vocd tiver alguma consideragiio ou davida sobre a ética da pesquisa, enire em contato
com o Comité de Frica em Pesquisa (CEP)

CCEP (Comité de Etica em Pesguisa) do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal de
Permambuen - CCS/UFPE
E-manl: gepes@ufpe br.
Telefones: (81) 21268588
Hardrio de atendimento; 22 a 6 f, das 8 45 12h,
Lnderego: Av. Das Engenharias 5™ - Predio do Centro de Ciéncias da Sadde{CCS), 1% andar, sala 4 -
Culade Unaversitana, Reafe, PE, CEP 50740600
COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA - CONEP
SEPN 510 Norte, Bloco A, 3 * andar
Eahificin Ex-INAN — Umdade 01 - Mimstério da Saude
CEP: T0750-521 — Brasilia - DF
Telefone: (61} 3315-5877
| Hordirie de Funcionamento; 08 s 18h

Rubrica doja) Participante Rubrica do prafissional Rubsica da testemunha (se
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A CONEP ¢ uma mstincia colegiada com abrangéncsa nacional, de natureza consultiva, dehberativa, no
dmbito da emissdo de pareceres sobre protocolos de pesquisas, normativa, no imbito propositivo de
Resolugies do ONS, educativa, autonoma, vinculada so Conselho Nacional de Sadde - ONS, criada pela
Resolucdo ONS 19696, de 10/10096. Tem por finalidade o acompanhamento das pesquisas envolvendo
seres humanos em todo o pais, ¢ dos Comités de Ftica em Pesquisa institucionais, preservando os aspectos
&icos primariamente em defesa da iegridade ¢ dignidade dos sujeitos da pesquisa, individual ou
coletivamente considerados, levando-se em conta o pluralismo moral da sociedade brasileira,

Rubrica dofa) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicdvel):
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TERMD DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDND

Acredito ter sido suficientemente mformado (a) a respeito das informagdes que L ou que foram
likas para mim sobre o estudo “Estudo Multicéntrico da Historia Noatural © Resposta Terapéutica de
Chikungunya com fisco nas Manifestaghes Musculoesqueléticas Agudas ¢ Cronicas™.

Fu discun com o5 pesquisadores responsivers sobre a minha decisio de participar ou sorizar que
meu dependente legal pareipe do estudo. Ficaram claros para mim quais 430 o8 propdsitos do estudo, oz
procedimentos a serem reahzados, quins séo seus desconfortos ¢ riscos, ¢ a garanna de confidencialidade
dos dados. Ficou claro também que minha participagio, ou a participacio do meu dependente legal, & livre
de despesas ¢ que existe garanti do acesso o tratamento hospatalar quande necessine. Tive oportunidade
de Fazer perguntas ¢ exclarccer mmnhas dovidas sobre o estudo ¢ entendogque sempre que en iver dinadas
elas serflo esclarecidas.

Coneordo voluntaramente em fazer panie deste estudo, ou que mew dependente legal faga parte
deste estudo, entendo que poderel retirar o meu consentimente a qualgquer momente, antes ou durante o
estudo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficro no atendimento neste Servigo.

Nome do participante: Como excvito me docimmento de idernidade

Assinatura do participante: Data

Testemunha imparcial (para casos de participantes analfabetos, serm-analfabetos ou portadores de

deficidncia auditiva ou visual)
MNome da testemunha: Como escrito moe dociamento de idernidade
Assingiura da festemunha: Lata

Declare gue obtive de forma apropricds e voluntivia o Consentimente Livee ¢ Esclarecide deste

participante ou de sew representande legal para g sua parficipapde neste extudo ou de sew filhofa)on da
pesson gue e representa ¢ forneci wma vie ao participante deste Terma de Consentimente Livee ¢

Esclarecido.
Mome ¢ assinatura do profissional que abteve
conseniimenio: Diata
f
Rubrica daja) Participante Rubirica do profissional Rubsica da testemunha (se
da Pesquisa; guee aplicow o termo: aplicavel):
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ANEXO 2: RP04 — Dados sociodemogréaficos

el =
[—— 1M1 i
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mhnmmu"wn rmmars Cheges [N o ==
PID: RPO4 = Dados socicdemograficas = Vers3o 2 de 21 de margo de 2022
DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

* Neste momento salicite o documento de identificagio do paciente
6. Local de atendimento: | I

7. Nome completo: | |
= Neste mamento salicite o cartdo da SUS do paciente
8 Numero docartdodo SUS: || ||l |0l
= Neste momento devolva o documento de identificagdio e o cartdo de SUS do paciente
9. Datademascimento: | | /01 | I/ 1 || | 10. Idade (anos): [ |
dd mm anpg

11. Sexo biologico: (0) Femining (1) Masculing | |
12. Naturalidade:

12.1. Cidade: | I
12.2. Estado:| | 12.3. Pais: | |
13. Cor ou raca (autorreferida):

(1) Branco (2)Preto [3)Pardo (4)Amarelo/Oriental (S)indigena | |

14. Ocupagao: | |

15. Escolaridade:

{1) Analfabeto (5] 22 graufensina médio completo

{2) 12 grau/ensino fundamental incompleta {6) 32 grau/ensing superior incompleta
{3) 12 graufensino fundamental completo {7) 32 graufensing superior completo —
(4] 22 graufensino média incompleto {B&) N3o sabe/ndo quer responder
16. Estado civil:
1) solteiroia) (4) vitvala)
(2] Casado (a) (5) Divorciado(a) |
(3] Unido estawel (8) Separadofa)

= Neste momento solicite um comprovante de enderego. Caso o participante ndo tenha em mdos, confira
detalhadamente o CEP no site oficial dos Correios para verificar se @ ndmero corresponde ao nome da rua e
bairro informadao.
17. Endere¢o Residencial:
17.1. Rua: | |
17.2. N2 da residéncia: | | 17.3. Complemento: | |
17.4. Bairro: | | 17.5. Cidade: | |
17.6. Estado. | | 6 S Pt =L N N R A F b
18. Informactes de contato:
18.1. Telefome residencial: |___|___ |-l | |1 |__| 1|
18.2 Telefone celular: | | I=l 1 e
18.3. Telefore 3: | | |-l | ||| |
19. Contato para RECADD:
19.1, Telefome pararecade: || |- 0|1 |__|-1I
19.2. Mome do contato para recado: | |
19.3. Grau de parentesco/relacionamento: | |
19.4, O contato para recado possui WhatsApp? (1) Sim (0] Nao I |
19.5. O contato para recado aceitaria ser contactado via WhatsApp? (1) Sim (0) NSo | |

Profissional que preenchew:
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ANEXO 3: RP05 — Historico médico

HISTORICO MEDICO
* Mk aarmeats, todas of deeagns & tormarbidades s invecligadin, gue Beake acoerida pEld MEAos uiie Wi i widls.
Anemia [2) Tem atualmente (1)Teve no passado (0) Nunca teve (B8] Nao sabe | |
Diabetes [2) Term atualmente (1)Teve no passado (0) Nunca teve  (83] N3o sabe | |
Asma [2) Term atualmente [1)Teve no passado (0) Nunca teve  [B8] Nio sabe |
Rimite [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca tewe (B8] Nao sabe | |
Doenga Pulmonar
Dbstrutiva Crinica [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca teve (B3] Ndo sabe
{pPoc) | |
:;p::&;:ln Arteriel {2) Tem atualmente (1jTeve no passado (0) Nunca teve  (88] Nao sabe | I
Doenga Coronariana [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca teve (B8] Ndo sabe | |
Doenga Renal [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca teve (B8] Nao sabe | |
Especifique:
Doenga Reumatologica [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca teve [83] Nao sabe | |
Especifigue:
Doenga Vascular [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca teve [83] Nao sabe | |
Especifigue:
:;T;::‘::r::m“ [2) Tem atualmente (1]Teve no passado (0] Nunca teve  (88) Nao sabe I I
Especifigue:
Doenga Hepatica (2) Tem atualmente (1)Teve no passado (0) Nunca teve  (38] N3o sabe | |
Especifigue:
Infeccio por HIV (2) Tem atualmente (1)Teve no passado (0) Nunca teve  (88] N3o sabe | |
Doenga Dermatoligica [2) Termn atualmente [1)Teve no passado (0) Nunca teve (B8] N3o sabe | |
Especifigue:

Pédgina 5 de 10
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Doenga Neurobdgica [2) Tem atualmente [1)Teve no passado [0) Nunca teve (B8] Nao sabe
Especifigue:
Doenga Oftalmolagica [2) Term atualmente (1)Teve no passado (0) Nunca teve  (38] N3o sabe

Especifigue:
Outras:

[2) Tem atualmente (1)Teve no passado (0) Munca teve (38) Ndo se aplica | |

[2) Tem atualmente (1)Teve no passade (0] Nunca teve (88) N&o se aplica

[2) Tem atualmente (1)Teve no passado (0] Munca teve (B8] Nio se aplica |

Dbservagbes sabre o histdrico médico do participante:
I |




ANEXO 4: RP06 — Ficha de sintomas

PID:

RPOE

Ficha de

sintomas

REPLICK

Wersdo 2 de 21 de margo de 2027

Estudo Multicéntrico da Historia Natural e Resposta Terapéutica de Chikungunya com foco nas Manifestagdes
Musculoesqueléticas Agudas e Cronicas

Centro:
FICHA DE SINTOMAS
Essa ficha contém 3 paginas. E imprescindivel que esteja c no do seu preenchil
= Prezado médice, este formuldrio serg preenchide o coda consulto, e os participantes deverdo ser gquestionados a respeito de todos os sintomas agui mencionados, Ao
finol da consulte, assine, corimbe e date no espoge indicedo da ultime pdging.
DATA DA | D0 D21 D30 D120 | D180 | D360 | D720 |  Dioso | o_extra |
VISITA: | | | |
EPISODIO 1 EPISODIO 2 5
SINTOMAS DATA DE DATA DE DATA DE DATA DE Do D21 D90 D120 D180 D360 D720 D1080 Bﬂ;m
INCIO FINAL INcIo FINAL
FEBRE: \L)Sim | (4)Sm | (4)Sim | (1}sim | {L)Sim (1) Sim | (115m | (1fsim | [1)Sim
) {0) Mo {0) Nio {0) Nio (0) Nio {0) Mo (0] Nie (0} Mio (0} Nio {0) N
CEFALEIA: W)Sim | (1)Sm | (1)Sim | (1sim | {1)Sim ([0 Sim | (115m | (1)sim | [1)Sim
N (0] Wiio (0] Mo 10) Nio 10) Mo (0] Niig (0] Niig (0} Mo 10) Mo 10] Niig
FADIGA: (wysim [ (sim | @sim | (apsim | {1)sim (mysim | (sim [ (apsim [ (a)sim
piGA: fo)hao | oywae | wynas | omso | qoinEe | jeinae | ormae | (o)nEo | (o) nEo
PALIDEZ wsm | msim | wsim | sim | q1)sim (gysim | (115im | (@)sim | (1) sim
CUTANEA/MUCOSA [o)nde | (o)nNde | (o)wao | (ohmio | (o)MEe | (@I NEc | (0iMEe | (@INEo | (0) NEo
HIPEREMIA 1) Sim {1) 5im (1) Sim 11} 5im {1) 5im (1) Simi (1] 5im (1} 5im [1) Sim
CONJUNTIVAL [o)nsa | jojmze | oinea | (oymEo | (oinEe | joimEe | ioimEe | (o)jnEe | (o) mEe
\CTERICIA \L)Sim | (4)Sm | (4)sim | (1sim | {L)Sim (L) Sim | (215m | (1sim | [1)Sim
[0) Wio [0} Mo [0} Nio |0} Nio [0} N30 (0] Wi (0} Mo (0] Wi [0) Mo
\)Sim | (4)Sm | (4)sim | (1}sim | {L)Sim (2)Sim | (1)Sim | (2}5im | (1) Sim
TURVACAO VISUAL [0) Ko {0) Nio {0) Nio (0) Nio {0} Mo (0] Nie (0} Mo (0} Mo {0) N
Piginalde3
Py
REPLICK
PID: RPOE - Ficha de sintomas - Versio 2 de 21 de margo de 2032
EPISODIO 1 EPISODIO 2 9
SINTOMAS DATA DE DATA DE DATA DE DATA DE Do D21 D30 D1z D180 D360 D720 D10s0 Dcr;.n
INicio FINAL INicio FINAL
NAUSEA wysm [ (a)sim | psim | (apsm | (1) sim (1) Sime )sim | (1sm | [asim
us (0) NEo (0) N3o (0) N&a {0) Nio (0) N3o (0] N&o (0) Nia (0} Mio (0) Nio
VOMITOS (1) Sim {1) Sim 1) Sim (1} Sim {1) Sim (1) S (1] Sim (1} 5im (1) Sim
(0) hag (0) Nio (0) Nag 10) Nio (0) Nao (0] Nag (0} Nao (0} Nio 10) Nao
DIARREIA wysm | (sim | psm | (psm | (1) sim (1) Sim sim | (ysm | [asm
(0) Nao (0) N3o {0) N&a {0) Nio (0) N3o (0] N&o (0) Mo {0} Mio (0) Nio
STES| 1] 5im {1) 5im 1) 5im (1} 5im {1) 5im (2) 5o (3] 5im (1} 5im [2) 5im
PARESTESIA a)ngo | (o)Nao | jo)nso | jo)mzo | (oimEo | (gjnEe | (o)maa | (ojno | (@)nEo
DISESTESIA (1) 5im {1) Sim 1) sim (1} 5irm {1) Sim (1) Sim (1) 5irm (1} 5im (1) Sim
[0)Ngo | 0iNdo { [D)N&o | (0)Nso } |D)Ndo ] I0)Nao ] [(0)Nao | {0} Nao | |0)No |
ARTRALGIA {1) Sim {1) Sim {1) Sim {1} Sim {1) Sim (1) Simu (1] Sim {1} 5im {1) Sim
(0] Nao [0} Niioy (0] Ko 10) Mio (D) Niioy (0) Niie: (0] Nio 10} Mio (0] Mo
EDEMA, 1) Sim {1) Sim 1) Sim (1} 5im {1) Sim (1) Sim (1] Sim (1} Sim (1) Sim
[0) Wiio (0} Niio [0} Wio 10) Mio 10} Nio (0] Niio (D) Mo (0} Mio {0) Néo
MIALGIA ) sim | (ysim | @sm | (1sim | {1)Sim (1Sim | (@)sim | (apsim | () Sim
[0) Wio (D) Niio [0) Ko {0} Mio (D) Niio (0] Niie: (0} Nio (0} Nio {0) Nio
wsim [ (ysim | (sim | (1hsm | (1) sim (1) Sim )sim | (psim | (1 si;
LOMBALGIA fo)hao | oynEo | jo)nEe | qeymEo | (oynEo | (g)nEe | (o)mEe | (o)mEo | (o) nEo
PRURIDO wsim | (sim | (1)sim | (1}Sm | {1)sim (1) Sim [A)sim | (1sim [ (1)sim
(0) hEo (0) N3o (0) NEa {0) M3o (0) NEo (0] NSo (0) Mia |0} Mio (0) Nio
RASH CUTANEO wsim [ (ysim | @sim | (1hsm | (1) sim (1) Sim @)sim | (psim | si;
{0) hEg [0) NEo {0) NEg {0) Mio [0) NEo 0) NEo 0] Nio {0} N30 {0) Nao
i & 1) Sim {1) Sim 1) Sim (1} 5im {1) Sim (1) Simi (1] 5im (1} 5im (1) Sim
LESAO CUTANEA g0 | ()Mo | (o)nEo | (oimio | (oMo | io)NEo | (0)mdo | (0) Mo | (0] NEo
1) Midcula [4) Nedulko (7] Pustula {10) Crosta {16) Cicatriz
TIPO DE LESAQ {2} Pépula (5] wesicula i8] Urticaria {11) Erosdo {17) Telangiectasia
{3} Placa 6] Bolha (9] Escama 112) Ulcera
DEPRESSAQ ysim | (ysim | (sim | (psm | (1) sim (1) sim )sim | (1sim | (asim
[0)WEo § 10)NEo ] [D)NGo | |0)MEo | I0\NEo | (0] NSo [ (0)WSo 1 [0)Nio ] [0)Nio
INSONIA 1) Sim {1) Sim 1) Sim (1} 5im {1) Sim (1) Simi (1] 5im (1} 5im (1) Sim
[o)ndo | (oynzo | (ojmEo | (oymio | (oimio | o)nEo | (o)mdo | (o)mao | (o) NEe
1) 5im {1) 5im 1) 5im (1} 5im {1} 5im (1) Simi (1] 5im (1) 5im (1) Sim
ALOPECIA fojngo | (ojnEo | [oinso | (ojmio | (oimEo | o)nEe | (o)mdc | (o)mio | (0)NEe
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PID: RPOE — Ficha de sintomas — Versdo 2 de 21 de margo de 2022
EPISODIO 1 EPISODIO 2 o
SINTOMAS DATA DE DATA DE DATA DE DATA DE Do p21 D30 D120 D180 D360 D720 | D080 | o
INICIO FINAL INiCIO FINAL
ALTERACAD DE (1)5im | {1)sim (1) 5im (1} sim {1) Sim [1) Sim (11sim | (1)sim | (1) Sim
MEMORIA [o)nEo | [o)NEo | [o)wEc | (o)mse | (om0 | [o)nEe | (o)nNEo | (ojM3o | (0)NEo
ALTERACAD DE (1)sim | (1) 5im (1) Sim (1) 5im (1) 5im (1) Sim (asim | (1sim | (1) 5im
LIBIDD [0) W&o [0) N3o [0) WEo {0) N3o (D) N3o [0) N3o (0} Nio (0} M50 |0) N3o
OUTRO: {1) Sim {1) 5im {1) Sim (1} Sim {1} Sim (1) Sim (1] Sim (1} Sim {1) Sim
[ojnEo | (0)NEo | [@)NEo | (0)mEo | (D) MEo fojnEe | (Dimio | (oNEo | (o) MEo
OUTRO: 1) Sim {1} Sim 1) Sim (1} Sim {1} Sim (1) Sim (1] Sim (1} Sim [1) Sim
[0) Nao |0) Nao [0) Wao {0) Nso |0) Nao [0) Nao (0) Nao (0} N30 |0) Nio
ATESTO QUE CONFERI TODOS OS SINTOMAS MENCIONADOS NESSE FORMULARIO
ASSINATURA E CARIMBO — MEDICO DO ASSINATURA E CARIMBO — MEDICO D21
AssinaTura E CarimBo — MEpico DSO AssinaTura E Carimeo — Mépico D120
ASSINATURA E CARIMBO — MEDico D180 AsSINATURA E CARIMBO — MEDICO D360
AssinaTura E CarimBo — MEpico D720 AssinaTura E Carimeo — Mépico D1080
ASSINATURA E CARIMBO — MEDICO D_EXTRA ASSINATURA E CARIMBO — MEDICO D_EXTRA
OBSERVACOES:
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ANEXO 5: RP08 — Escalas numéricas

| ESCALAS NUMERICAS

DOR: Quanta dor articular teve na Gltima semana?

Sem dor | ]| ] [ | ‘ | I [ l | Piar dor paossivel

o 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10

Dor: | |

Fadigando | | | | | | \ | | | |

Fadiga é um grande
éum [ [ | [ [ [ | [ [ [ I problema
problema o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fadiga: | |

ATIVIDADE DA DOENCA HOJE: Considerando a dor e o inchago das suas articulages, como vocé diria que esta a atividade da
sua condigdo reumatica hoje?

Nenhwma | | | | | | [ | | | |

atividade | | | | | | | | | | ‘ Extremamente ativa

Atividade da doenca hoje: | |

ATIVIDADE DA DOENGCA NOS ULTIMOS 6 MESES: Considerando a dor e o inchago das suas articulages, como vocé diria que
estd a atividade da sua condicao reumdtica nos Ultimos 6 meses?

atlvldad: | | | | | | [ | [ | | Extremamente ativa
2 3 4 5 B 7 g 9 10

Atividade da doenga nos tiltimos 6 meses: | |
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PID: RPOR — Escalas numéricas — Versdo 2 de 21 de marco de 2022

SAUDE GERAL: Considerando todas as maneiras como a sua satide e a sua doenca o afetam neste momento, como vocé esta
se sentindo?

Muito bem | | | | | | | | | | | Muito mal

Saude geral: | |

RIGIDEZ MATINAL: As suas articulagbes estavam rigidas guando vocé acordou hoje?

(1) Sim (2) Ndo

Se sim, hd gquanto tempo?
(1) menos de 30 minutos (4) mais que 2 horas e menos de 4 horas
(2) mais que 30 minutos e menos de 1 hora (5) mais que 4 horas
(3) mais de 1 hora e menos de 2 horas (6) Todo o dia
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RPO9 — Ficha reumatoldgica
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PID: RP049 = Ficha reumatoldgica - Versdo 2 de 21 de margo de 2022

Estudo Multicéntrico da Histdria Natural e Resposta Terapéutica de Chikungunya
com foco nas Manifestagbes Musculoesqueléticas Agudas e Crdnicas

Centro:
Visita:
(1)po (2)p21  (3)DB0  [4)D120 (5)D1B0 (6)D3E0 (7)DTI0  (8)D10A0 (9] D-extra | |
FICHA REUMATOLOGICA
l.Datadaconsutta: | |__ |/ ||/l |__1__I
2. Data doinicio dos sintomas: | | |F_ | A1
3. Fase da doenga durante a visita:
o) Fase Aguda - Até 14 dias apds inlcio dos sintomas 1
1) Subaguda — Entre 15 & 89 dias apos inicio dos sintomas
12) Créinica - = 90 dias apds inlcio dos sintomas
CONSULTA REUMATOLOGICA
4. Nome do médico: |
5. Hipdtese diagndstica
|1} Dengue [2) Zika [3) Chikungunya |
6. Tempo de manifestaghes musouloesquelélicas:
= Converto o lempo informodo em dios | |
7. Condigdo reumatoldgica préwia? (1) Sim  [0) Nio | |
S SIM, gqual? | |

8. Escala numérica:
8.1. Dor:

1] 1 2 E] 4 5 6 7 8 9 10 |
B.2. Fidiﬂ.l:

1] 1 2 3 4 5 [ 7 ] L] 10 |
8.3, Avaliagio Geral da Sadde:

] 1 . E] a 5 & 7 B 9 10 I
B4, Atividade doenca paciente

a 1 z 3 4 5 & 7 B g 10 1
8.5, Atividade doenca médico

1] 1 2 3 4 5 [ 7 B 9 10 1

5. De acordo com Homdnculo, considerando 44 articulages, selecione as articulagBes dolorosas

Mdmero de articulagbes

dolorosas (NAD-34):

Mamero de articulacdes
edemaciadas (NAE-24):

[ Laco araita |
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10. VHS: (1) Sim  (2) N3o
Se SIM, qual o resultado? |

11. PCR (mg/dL): (1) Sim

(2) Ndo

Se SIM, qual o resultado? |

12. RADAI: |

67
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|mm/hr
=l
|mg/dL

13. Pontuacdo para DAS-28 de Artrite Reumatoide
Utiliza, openas, 28 articulagbes (ombros, cotovelos, punhos, metacorpofolangeanas, interfalongeanas proximais e joelhos),
bilateralmente. Necessita dos volores dos compos:

NAD-28:
NAE-28:
VHS:
AGS:
DAS-28

|mm/hr

|(escala analdgica mm)

14. indice Clinico de Atividade da Doenga [CDAI)
Utiliza, apenas, 28 articulagdes (ombros, cotovelos, punhos, metacarpofolangeanas, interfolangeanas proximais &
joelhos), bilaterolmente. Necessita dos valores dos campos:

NAD-28:
NAE-28:

Atividade da doenca pelo paciente (Escala analogica 10mm) | |
Atividade da doenca pelo médico (Escala analdgica 10mm) | |

CDAI: |

15. Indice Clinico de Atividade da Doenga (SDAI)
Utiliza, openas, 28 articulagoes (ombros, cotovelos, punhos, metacarpofolangeanas, interfalangeanas proximais e
Joelhos), bilateroimente. Necessita dos valores dos campos:

NAD-28: | |
NAE-28; | |
Atividade Doenca pelo paciente (Escala analégica 10mm) | |
Atividade Doenga pelo médico (Escala analdgica 10mm) | |
Proteina C-reativa: | | mg/dL
SDAI: | |
16. Intensidade de dor HOJE
Nenhuma Leve Moderada Intensa Resultado
Pescogo (0) (1) (2) 3) | |
Costas {0 (1) (2) 3) | |
Lado esquerdo Lado direito
© - " X {
ilel1]3 : £ :
HEIRAE Resuhtado | = R £ | Resuitado
Ombro | (0) (1) (2) (3) | | (0) 1) (2) (3) | |
Cotovelo | (0) (1) (2) (3) | | (0) (1} (2) (3) | |
Punho | (0) (1) (2) (3) | | (0) (1) (2) (3) | |
Dedos/maos | (0) (1) (2 (3) | L1 0 2) (3) | I
Quadril | (0) (1) (2) (3) | | (0) (1) (2) {3) | |
Joelho | (0) (1) (2) (3) | | (0) 1) (2) {3) | |
Tormozelo | (0) (1) (20 (3) | | (0) (1) (2) (3) | |
Dedos/pés | (0) (1) (2) (3) | | (0) 1) (2) 3) | |
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PID: RP0Q = Ficha reumatologica - Versdo 2 de 21 de margo de 2022
Categoria de atividade da doenga DASZB SDal Coal
Variacdo 0-94 0-86,0 0=76,0
Remissdo <26 £33 <28
Baixa z26-<3.2 *3,3-11,0 »2.8-10,0
Moderada x3,2-251 »11,0-26,0 » 10,0 - 22,0
Alta »51 > 26 > 22
ATENCAO

17. PACIENTE EM ATIVIDADE DE DOENCA CLASSIFICADA COMO:
|1} Remissdo (2] Baiza  (3) Moderada [4) Alta

18. Bursite? (1) S5im  2) N30
Se 510, qual o local? |

19, Tenodsinovite? (1) Sim (2] Nao
Se SIM, qual o local? |

20. Entesite? (1) Sim (2] Nao
Se 516, qual o bocal? |

1. STCR (1) Sim {2} N3
Se 516, qual o local? |

22. Qutras? (1) 5im  [2] Mg
Se 5IM, guais? |

Assinatura/Carimba do Médico

Il 1

dd mm ooog

Pégina 3 de 3

68



	a19081705988aa52e23e68eba2c759380585d675f67786e84beaba0af269fff9.pdf
	c983523dccdd2c900ed0ffc5d457167e25319417e0a0307c6c02807e69041acf.pdf
	a19081705988aa52e23e68eba2c759380585d675f67786e84beaba0af269fff9.pdf
	a19081705988aa52e23e68eba2c759380585d675f67786e84beaba0af269fff9.pdf

