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RESUMO

Os mosquitos do género Aedes sdo responsaveis pela cocirculacdo dos virus da
dengue (DENV), Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV). Esses arbovirus, quando
sintomaticos, podem promover nos individuos infectados um amplo espectro de
sindromes clinicas, incluindo doencas neuroinvasivas, como a encefalite e a
sindrome de Guillain-Barré (SGB). O mecanismo de patogénese das
neuroarboviroses € complexo e ainda nao foi completamente esclarecido o papel
dos mediadores sollUveis na patogénese da doenca. Diante disso, tivemos como
objetivo compreender a resposta imunolégica de memoria nas células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com histérico de neuroarbovirose
e seu comunicante intradomiciliar (conjuge), frente ao desafio com antigenos de
arbovirus. A populacdo de estudo foi composta por 16 pacientes maiores de 18
anos, que tiveram diagndstico clinico e laboratorial de neuroarbovirose (seis de
encefalite e 10 de SGB) atendidos no Setor de Neurologia do Hospital da
Restauracdo (HR), Recife, Pernambuco e seu respectivo cénjuge. As PBMCs dos
pacientes e comunicantes foram cultivadas e desafiadas com os antigenos de
DENV, CHIKV e ZIKV; os mediadores soluveis foram quantificados com o kit Human
Cytokine Magnetic 35-Plex Panel; e um ELISA do tipo sanduiche foi realizado para
mensurar 0s niveis de HLA-G solavel. Observamos que o perfil de expressédo dos
mediadores soluveis da resposta imunoldgica varia de acordo com o agente
infeccioso, que influencia na apresentacéo clinica da doenca; onde os antigenos de
CHIKV apresentaram uma maior antigenicidade. Além disso, também foi constatado
gue a encefalite estd associada a expressdo exacerbada dos mediadores sollveis,
possivelmente devido a fatores genéticos que tornam esses individuos
extremamente responsivos a antigenos e a uma menor eficiéncia na resposta
antiviral, que foi comprovada no sobrenadante de PBMCs dos comunicantes que
apresentaram aumento de IL-15 em relacdo as PBMCs dos pacientes com histoérico
de encefalite.

Palavras-chave: resposta imunoldgica; neuroarbovirose; ensaio in vitro; Dengue;
Zika, chikungunya.
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ABSTRACT

Mosquitoes of the Aedes genus are responsible for the cocirculation of dengue
(DENV), Zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) viruses. These arboviruses, when
symptomatic, can promote a wide spectrum of clinical syndromes in infected
individuals, including neuroinvasive diseases such as encephalitis and Guillain-Barré
syndrome (GBS). The mechanism of pathogenesis of neuroarboviruses is complex
and the role of soluble mediators in the pathogenesis of the disease has not been
completely clarified. Therefore, we aimed to understand the memory immune
response in peripheral blood mononuclear cells of patients with a history of
neuroarbovirosis and their household contact (spouse), facing the challenge with
arbovirus antigens. The study population consisted of 16 patients over 18 years of
age, who had a clinical and laboratory diagnosis of neuroarbovirus (6 encephalitis
and 10 GBS) treated at the Neurology Sector of Hospital da Restauracdo (HR),
Recife, Pernambuco and its respective spouse. PBMCs from patients and contacts
were cultured and challenged with DENV, CHIKV and ZIKV antigens; soluble
mediators were quantified with the Human Cytokine Magnetic 35-Plex Panel kit; and
a sandwich-type ELISA was performed to measure soluble HLA-G levels. We
observed that the expression profile of soluble immune response mediators varies
according to the infectious agent, which influences the clinical presentation of the
disease, where CHIKV antigens showed greater antigenicity. In addition, encephalitis
was also found to be associated with exacerbated expression of soluble mediators,
possibly due to genetic factors that make these individuals extremely responsive to
antigens and to a lower efficiency in the antiviral response, which was proven in the
PBMC supernatant of contacts that showed an increase in IL-15 compared to the
PBMCs of patients with a history of encephalitis.

Keywords: immune response; neuroarbovirus; in vitro assay; Dengue; Zika,
chikungunya.
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1 REFERENCIAL TEORICO

Nas subsecdes seguintes, os fundamentos tedricos usados na formulagédo da
pergunta condutora desta dissertacao foram delineados.

1.1 Histoérico das arboviroses no Brasil

As arboviroses, causadas pelos arbovirus (do inglés - Arthropod-borne virus)
transmitidas por espécies de mosquito do género Aedes, particularmente o Aedes
aegypti e o Aedes albopictus, tém se caracterizado como um dos principais
problemas de saude publica no mundo. Nas Américas, esses vetores Sao
responsaveis pela cocirculacdo dos virus da dengue (DENV), Zika (ZIKV),
chikungunya (CHIKV), e da febre amarela, apresentando um extenso histérico
desafiador para a assisténcia e vigilancia da saude populacional (BRASIL, 2019;
SALLES et al., 2018).

1.1.1 Zika

Em 1947, durante um estudo sobre a transmissdo da febre amarela, na
Floresta Zika (Uganda), o ZIKV foi isolado pela primeira vez a partir do soro de
macaco Rhesus. O ZIKV pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae,
semelhante ao DENV e ao virus da febre amarela. A ocorréncia de infec¢cdo humana
foi evidenciada pela primeira vez através da presenca de anticorpos neutralizantes
no soro de residentes da Africa Oriental (BRASIL, 2019; DICK; KITCHEN;
HADDOW, 1952). ApOs esse fato, descricdbes esporadicas de ZIKV causando
infeccdes em humanos foram descritas na Africa e Asia (ZANLUCA; DOS SANTOS,
2016). Em 2007, uma epidemia pelo ZIKV foi descrita nas llhas Yap, na Micronésia,
seguida de surtos na Oceania em 2013-14. Assim sendo, até o momento, s&o
conhecidas e descritas duas linhagens do ZIKV: uma africana e outra asiatica
(DUFFY et al., 2009; HADDOW, et al., 2012; MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU,
2014).

Em 2015, o ZIKV foi identificado pela primeira vez no continente americano,
também transmitido pelo vetor Aedes aegypti. Os primeiros casos foram registrados

na regido Nordeste do Brasil e, desde entdo, disseminou-se para todo o pais e
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demais paises do continente americano, com excecdo do Chile e do Canada
(BRASIL, 2019). Nesse cenéario do Brasil de 2015, o niumero de casos de gestantes
com fetos apresentando complicag6es neuroldgicas, principalmente microcefalia,
detectadas ainda durante a gravidez aumentou significativamente (SCHULER-
FACCINI, et al., 2016). Além dos casos de microcefalia, casos de sindrome de
Guillain-Barré comecaram a ser descritos no Brasil em maio de 2015. Na vigéncia
desse surto da doenca no estado do Rio Grande do Norte, foram diagnosticados
sete casos de Sindrome de Guillain-Barré, precedidos por sintomas febris
compativeis com infeccdo por ZIKV, porém sem confirmacdo laboratorial (VAN
DOORN; RUTS; JACOBS, 2008; WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016). Em
Pernambuco, outros seis casos com complicacées neurolégicas associados ao ZIKV
foram descritos, quatro casos de Guillain-Barré e dois de encefalomielite aguda
disseminada (ADEM), com um caso confirmado por analise de soro e cinco casos
usando fluido cerebrospinal (ARAUJO; FERREIRA; NASCIMENTO, 2016).

Em fevereiro de 2016, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou
como "Emergéncia de Saude Publica de Preocupacédo Internacional" o aparecimento
de microcefalia congénita e Sindrome de Guillain-Barré nas Américas, relacionando
essas patologias a infeccdo pelo ZIKV. Nos seres humanos, a infeccdo por ZIKV
normalmente provoca doenca leve e autolimitada conhecida como febre Zika (I00S
et al., 2014), a qual é acompanhada por exantema maculopapular, dor de cabeca,
conjuntivite e mialgia. A doenca grave que requer hospitalizacdo € incomum, e as
mortes sao raras. Devido as infec¢cdes por DENV e CHIKV compartilharem a mesma
distribuicdo geografica do ZIKV, assim como sintomas semelhantes, os pacientes
com suspeita de infeccbes por arbovirus devem ser avaliados e conduzidos de
forma semelhante. Ainda nesse contexto, estima-se que 80% das pessoas que séo
infectadas com o ZIKV s&o assintomaticas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE
et al., 2009).

1.1.2 Dengue

Os virus da dengue sao arbovirus pertencentes a familia Flaviviridae, e ao
género Flavivirus, e sao representados por quatro sorotipos antigenicamente
distintos (DENV-1 a 4), responsaveis por causar desde uma doenca autolimitada

leve até formas mais graves da doenca, ou ainda a morte (NUNES et al., 2019). O
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primeiro surto de dengue no mundo foi reportado em 1779 em Jacarta, na Indonésia;
desde entdo, diversos surtos ocorreram e a doencga € considerada uma ameaca a
saude publica associada a uma notavel morbimortalidade (GUO et al., 2017). Isso
ocorre devido ao fato de nao existir uma terapia eficaz e efetiva para dengue, pois o
tratamento é puramente sintomatico, necessitando-se da assisténcia hospitalar de
alta complexidade nos casos graves. A estimativa mundial é que 3 bilhdes de
pessoas estejam sob o risco de contrair a doenca e que, anualmente, 390 milhdes
de pessoas sejam infectadas, alcangcando cerca de 20 mil vitimas fatais (BRASIL,
2019; GOULD; SOLOMON, 2008; SALLES et al., 2018; WHITEHEAD et al., 2007).

A primeira referéncia a dengue no Brasil foi feita durante o periodo colonial,
entretanto a primeira epidemia, documentada clinica e laboratorialmente, ocorreu
entre 1981-1982, em Boa Vista/RO, sendo causada pelos sorotipos DENV-1 e
DENV-4. Em 1986, foram relatadas epidemias no estado do Rio de Janeiro e em
algumas capitais da regido Nordeste. No ano de 1990, o sorotipo DENV-2 foi
introduzido no Rio de Janeiro, atingindo varias cidades do sudeste do Brasil.
Posteriormente, nos anos 2000, também no Rio de Janeiro, o sorotipo DENV-3 foi
isolado e uma nova epidemia de dengue ocorreu entre os anos de 2001-2003.
Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no pais de forma endémica, com surtos
associados a alteracdo dos sorotipos circulantes ou a circulacdo em areas antes
indenes (NOGUEIRA et al., 1988; NOGUEIRA et al.,, 1993; OSANAI et al., 1983;
SALLES et al., 2018; SCHATZMAYR, NOGUEIRA, ROSA, 1986).

Quanto aos aspectos endémicos, essa arbovirose apresenta uma
sazonalidade marcada, frequente em épocas quentes e chuvosas no Brasil. Entre
2002 e 2014, o panorama da dengue no Brasil foi caracterizado: pela circulacéo
simultdnea dos quatro sorotipos; pelo aumento no namero de infectados e de
hospitaliza¢cdes, incluindo criancas; pelas epidemias de grande magnitude; e pelo
aumento do nimero de Obitos. A curva historica da doenca permaneceu ascendente
até o ano de 2016, com o recorde dos registros de casos no ano de 2015. J4 no ano
de 2017, houve uma reducdo de registro de casos da dengue, ndo obstante a

dengue continua sendo a arbovirose mais prevalente nas Américas (BRASIL, 2019).
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1.1.3 Chikungunya

O virus chikungunya, por sua vez, pertence ao género Alphavirus, da familia
Togaviridae e possui quatro genotipos: Oeste Africano, Leste-Centro-Sul Africano
(ECSA), Asiatico e Oceano indico (IOL). O CHIKV foi isolado em 1952, na Tanzania,
e as primeiras emergéncias documentadas ocorreram com a introducdo do virus no
sudeste asiatico e na india, instalando-se em um ciclo esporadico de transmiss&o
urbano que perdura até hoje, tendo o Aedes aegypti e o Aedes albopictus como
principais vetores (BRASIL, 2019; HONORIO et al., 2015).

Esse virus foi introduzido no continente americano em 2013, levando a uma
onda epidémica significativa em diversos paises da América Central e ilhas do
Caribe. A infeccdo nas Américas foi relatada em dezembro de 2013, quando a
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) publicou um alerta epidemiolégico
sobre as evidéncias dos primeiros casos autoctones da doenca; até a 522 SE
(semana epidemioldgica) do ano de 2014 foram notificados 1.071.696 casos
suspeitos da doenca em mais de 30 paises do continente americano, com 169
Obitos atribuidos a chikungunya. No Brasil, em 2014, foi verificado, por métodos
laboratoriais, a presenca do CHIKV nos estados do Amapa e da Bahia e desde
entdo todas as Unidades da Federacdo registram a transmissao autoctone desse
arbovirus. Entretanto, até o momento, foram detectadas apenas as linhagens
asiaticas e ECSA no Brasil (BRASIL, 2019; ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA DA
SAUDE, 2013, 2014; SILVA et al., 2018).

A infeccdo por CHIKV induz uma sindrome febril de inicio subito e debilitante;
além disso, ocasiona uma intensa artralgia que afeta cerca de 80% dos infectados,
persistindo por meses e até anos, podendo se tornar crénico. O quadro articular
cronico interfere na qualidade de vida do individuo, causando impactos significativos
na economia, ja que o paciente tem a produtividade comprometida. Somado a esse
fato, o CHIKV pode causar doenca neuroldgica nos infectados, podendo ser fatal. O
reflexo desse quadro clinico populacional € uma maior demanda por servicos de
saude e crescente necessidade de recursos financeiros e humanos, na tentativa de
minimizar os efeitos da doenca na sociedade (HONORIO et al., 2015; SILVA et al.,
2018).
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1.2 Diagndstico etiologico das arboviroses

As arboviroses urbanas (DENV, ZIKV e CHIKV) compartilham diversos sinais
clinicos semelhantes, dificultando a suspeita inicial pelo profissional de saude e a
adocao de manejo clinico adequado. Consequentemente, essas dificuldades podem
predispor a ocorréncia de formas graves das doencas, ocasionando, eventualmente,
Obitos. Desse modo, € fundamental o diagnostico laboratorial correto, para minimizar
as chances de progressao da doenca e também verificar os casos de coinfeccéo.
Apesar dessas limitacfes, existem dois pilares para o diagnéstico diferencial: a
deteccdo direta de patdgenos e determinacao indireta de marcadores especificos.
Os testes soroldgicos apresentam uma janela de diagndstico mais longa do que os
métodos diretos, sendo capazes de diagnosticar infeccdes agudas e passadas,
tornando possivel a vigilancia de doencas e a monitoracédo da eficacia das vacinas
existentes (BRASIL, 2019; OHST et al., 2018).

1.2.1 Aspectos clinicos e diagnostico de ZIKA

N&o existe um método Unico que seja capaz de diagnosticar, com precisao,
infeccbes causadas pelo ZIKV durante todo o curso da doenca, sendo entdo
necessaria a combinacao de métodos de deteccao diretos e indiretos. O diagndstico
diferencial do ZIKV carece da inclusao e da avaliacdo de DENV e CHIKV, devido as
semelhancas clinicas e coendemicidade, sendo fundamental uma andlise cuidadosa
dos resultados, pois guiard o0 manejo clinico em relacdo a possibilidade de casos
graves da doenca (OHST et al., 2018).

Entre os métodos de deteccdo direta do ZIKV, existe o isolamento viral via
cultura de células e/ou ensaios de transcricdo reversa, seguida de reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR, do inglés: reverse-transcriptase polymerase chain reaction).
Esta técnica possibilita, de forma altamente especifica, a deteccdo do &acido
ribonucleico (RNA, do inglés: ribonucleic acid) do ZIKV em amostras de soro, saliva,
urina, sémen, liquido amniético e leite materno. Esses experimentos s6 sao viaveis
na primeira semana, apos o inicio dos sintomas; e, além disso, devido a curta fase
virémica, ao numero elevado de infec¢cbes assintomaticas e a dificuldade de
determinar com precisao a data de inicio dos sintomas, o0 uso da detecc¢éo direta do

ZIKV é bastante limitada, podendo causar falsos negativos, requerendo entdo testes
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sorologicos adicionais (CALVO et al., 2016; GORCHAKOQV et al., 2019; OHST et al.,
2018).

No que diz respeito aos métodos indiretos, a sorologia é a técnica mais
aplicada, detectando infecgbes por ZIKV recentes e passadas. A detecgcdo do
anticorpo IgM anti-ZIKV, ou de um aumento significativo no titulo de IgG em
amostras pareadas, sao indicativos de uma infeccdo aguda. As infec¢des primarias
por ZIKV ocorrem em individuos sem infec¢Bes prévias por flavivirus, levando-os a
producdo de anticorpos IgM anti-ZIKV no periodo de 4-7 dias, ap0s o inicio da
doenca, alcancando o pico em duas semanas e permanecendo detectaveis por
aproximadamente 12 semanas. Quando ndo h& mais a producdo de IgM, os
anticorpos IgG anti-ZIKV aparecem, e a expectativa é que persistam por toda a vida.
A maioria dos residentes de areas endémicas para o ZIKV ja foi infectada por outros
flavivirus como, por exemplo, o DENV. Nesses individuos, a infeccdo pelo ZIKV é
secundaria e geralmente desenvolvem elevados titulos de IgG anti-ZIKV logo apds o
inicio dos sintomas. Em paralelo a esse fato, ha um aumento de IgG contra o virus
da infeccdo primaria causada por outro flavivirus, enquanto que a producdo de
anticorpos IgM anti-ZIKV costuma ser baixa ou ausente (LANDRY; GEORGE, 2016;
OHST et al., 2018; STEINHAGEN et al., 2016).

A limitacdo do diagndstico soroldgico deve-se a possibilidade de reacéo
cruzada por meio da sorologia IgM entre o DENV e o ZIKV. Devido a isso, €
necessario que as amostras sejam testadas em paralelo para as duas doencas e
gue seja realizada uma analise adicional com anticorpos IgG. Isso se justifica, pois,
0 objetivo é reduzir o numero de falso-positivos e falso-negativos que ocorrem no
cenario de infeccbes secundarias, mascarando infeccbes agudas. Destacando os
testes mais utilizados, temos: o ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés: enzyme-
linked immunosorbent assay), o teste de imunofluorescéncia indireta (IIFT, do inglés:
indirect immunofluorescence test) e o teste de neutralizacdo por reducéo de placas
(PRNT, do inglés: plague-reduction neutralization); todos esses estdo suscetiveis a
reacdo cruzada, pois a maioria baseia-se em antigenos de virus inteiro ou
glicoproteinas virais (BRASIL, 2019; OHST et al., 2018; PRIYAMVADA et al., 2016;
SILVA; SPALDING, 2018).

Dentre essas glicoproteinas, estdo as proteinas estruturais virais e a proteina
E do envelope do ZIKV, cuja constituicdo tem mais de 50% de homologia com a

proteina E do DENV. Por causa disso, ha a indugdo de uma ampla reatividade
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sorologica cruzada com outros flavivirus, tornando os dados inconclusivos ou falso-
positivos em individuos previamente infectados ou vacinados contra um flavivirus
relacionado. Com o intuito de reduzir a reatividade cruzada na sorologia de IgM,
algumas tecnologias estao sendo desenvolvidas, como a inclusdo de proteinas virais
nao-estruturais (NS) nos ensaios como NS1, NS3 e NS5 (OHST et al., 2018;
PRIYAMVADA et al., 2016; SILVA, SPALDING, 2018).

As manifestacdes clinicas também ajudam no diagndéstico que pode variar de
manifestagcbes brandas e autolimitadas até complicagbes neurolégicas e ainda
malformacgBes congénitas. Quando autolimitada, a doenca tem duracéo de 4-7 dias,
comumente associada as seguintes manifestagdes: febre baixa (<38,5°C) ou
ausente, exantema (geralmente pruriginoso e maculopapular craniocaudal) de inicio
precoce, conjuntivite n&o purulenta, artralgias, edema periarticular, cefaleia,
linfonodomegalia, astenia e mialgia. As gestantes infectadas, mesmo
assintomaticas, podem transmitir o virus ao feto, podendo causar aborto
espontaneo, obito fetal ou malformacdes congénitas. E necessario ainda ter atengéo
aos casos de neuroarbovirose, onde ha o aparecimento de quadros neurologicos,
como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), encefalites, mielites e neurite Optica,
entre outros (BRASIL, 2019; CORDEIRO et al., 2016).

1.2.2 Aspectos clinicos e diagndstico da Dengue

O diagnéstico dos quatro sorotipos de DENV pode ser realizado através do
isolamento do virus, deteccdo de RNA ou antigeno viral, detec¢cdo de anticorpos
especificos ou a combinacdo desses métodos diretos e indiretos, semelhante ao
diagnéstico do ZIKV. Os métodos diretos incluem o isolamento do virus e a deteccao
do RNA viral por RT-PCR; essas sao as estratégias mais eficientes nos primeiros 4-
5 dias apés o inicio dos sintomas clinicos, que caracteriza a fase aguda da doenca.
Apesar de mais especifico, a limitagdo dos métodos diretos se deve ao fato de
requerer equipamentos, reagentes e profissionais habilitados para realizacdo do
exame. Esses fatores sdo somados a curta fase virémica que, na maioria das vezes,
inviabiliza a detecgcao direta pela RT-PCR, sobretudo quando o paciente busca
tardiamente ajuda médica (BRASIL, 2019; CALVO et al., 2016; OHST et al., 2018).

Entre os métodos indiretos esta a sorologia (ELISA), que é frequentemente

usada para diagnostico de rotina de infec¢bes por DENV, sendo preferencialmente
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aplicada apds o intervalo de tempo para deteccao direta do virus (>4-5 dias apos o
inicio dos sintomas), ou apos testes negativos por métodos diretos. Nas infeccdes
primérias por DENV, os anticorpos IgM especificos sdo detectaveis em 50% dos
pacientes no terceiro dia apos o inicio dos sintomas, aumentando para 80-99% entre
os dias cinco a dez. O pico de IgM é atingido apds aproximadamente duas semanas
de doenca e tornam-se indetectaveis apos 2-3 meses. A IgG anti-DENV comeca a
aumentar ao término da primeira semana da doenca, permanecendo detectavel por
meses e anos. Nos casos de infecgbes secundarias, a resposta IgM é geralmente
atrasada, baixa ou indetectavel, enquanto os titulos de IgG aumentam (quatro vezes
ou mais) rapidamente em dois dias apés inicio dos sintomas, mostrando alta
reatividade cruzada com outros flavivirus (GUZMAN, KOURI, 2004; OHST et al.,
2018).

O atraso ou a auséncia de niveis detectaveis de IgM em algumas infeccbes
secundarias podem levar a erros de diagndstico; devido a isso, o teste combinado
de IgM e 1gG foi proposto como uma estratégia eficaz. Outra estratégia de deteccao
por ELISA é a ciéncia de que a producao dos anticorpos especificos para DENV da
classe IgA acontece em paralelo aos da classe IgM em cerca de 70% dos casos,
fazendo com que a determinacdo adicional de IgA possa garantir o diagnéstico de
infeccdes recentes (ALCON et al., 2002; BRASIL, 2019; GUZMAN; KOURI, 2004;
LIBRATY et al., 2002; MATHEUS et al., 2016; OHST et al., 2018).

Além dessas estratégias, € possivel realizar a deteccdo da proteina nao
estrutural NS1 do DENV por ELISA, no inicio dos sintomas em infec¢bes primarias e
secundarias, pois permanece detectavel mesmo apos a fase virémica (até nove dias
seguidos do inicio dos sintomas). Ainda é possivel verificar que a NS1 parece néo
reagir de forma cruzada com soros de pacientes com infeccdo aguda por ZIKV,
indicando alta especificidade. Foi visto também que altos niveis de NS1 se
correlacionam com o desenvolvimento da febre hemorragica da dengue, podendo
servir de alerta para casos mais graves da doenca. Outros métodos indiretos como o
PRNT e inibicdo de hemaglutinagdo e imunoistoquimica podem auxiliar no
diagnostico correto da doenca (ALCON et al., 2002; BRASIL, 2019; GUZMAN;
KOURI, 2004; LIBRATY et al., 2002; MATHEUS et al., 2016; OHST et al., 2018).

Aléem dos exames especificos, a observacdo das manifestacdes clinicas da
doenca também sdo fundamentais para realizar o diagnéstico. A dengue € uma

doenca febril aguda, sistémica e dinamica, apresentando um amplo espectro clinico
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(quando sintomatica); em geral, € debilitante e autolimitada, mas uma parte dos
pacientes pode evoluir para formas graves, inclusive 6bitos. Pode apresentar trés
fases clinicas: febril, critica e de recuperacdo. Na fase febril, os principais sintomas
sao: febre (geralmente acima de 38°C), cefaleia, astenia, mialgia, artralgia, dor retro
orbitaria e diarreia (BRASIL, 2019).

Ja na fase critica, os sinais de alarme, quando presentes, sao resultantes do
aumento da permeabilidade capilar, que pode levar o paciente ao choque ou ao
Obito por extravasamento de plasma e/ou hemorragias. Os principais sinais dessa
fase sdo: dor abdominal intensa (referida ou identificada a palpacédo) e continua,
vomitos persistentes, acumulo de liquidos, hipotensdo postural e/ou lipotimia,
letargia e/ou irritabilidade, hepatomegalia maior do que 2cm abaixo do rebordo
costal direito, sangramento de mucosa e aumento do hematdcrito (BRASIL, 2019).

A fase de recuperacdo € caracterizada pela melhora no estado geral do
paciente, retorno progressivo do apetite, reducdo de sintomas gastrointestinais,
estabilizacdo do estado hemodindmico e melhora do débito urindrio. Além da
sintomatologia, exames inespecificos como hematdcrito, contagem de plaquetas e a
dosagem de albumina auxiliam na avaliagdo e monitoramento dos pacientes com
suspeita ou diagnéstico confirmado de DENV, principalmente aqueles com sinais de
alarme ou gravidade (BRASIL, 2019).

1.2.3 Aspectos clinicos e diagnéstico de Chikungunya

A infeccéo por CHIKV é diagnosticada laboratorialmente de forma semelhante
as infecgbes por ZIKV e DENV, também fazendo uso de métodos diretos e indiretos.
O uso de métodos diretos, como a deteccdo do RNA viral por RT-PCR e o cultivo
viral sdo mais sensiveis quando aplicados durante os primeiros 5 dias de infeccéo
(viremia). Passado esse periodo, os métodos indiretos sdo indicados, como a
deteccdo de anticorpos (IgM e IgG) especificos contra o CHIKV, a partir do terceiro
dia dos sintomas clinicos. Os testes indiretos mais utilizados sdo 0os mesmos ja
descritos anteriormente ELISA, IIFT, PRNT, inibicdo da hemaglutinacdo e imuno-
histoquimica. O diagnodstico diferencial deve incluir outras infec¢des cocirculantes
capazes de causar sintomas semelhantes, levando em consideracao a reatividade
cruzada dentro do género Alphavirus (BRASIL, 2019; OHST et al., 2018).
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O quadro clinico do paciente pode auxiliar no diagndéstico correto da doenca
gue pode evoluir em trés fases: febril ou aguda (duracdo de 5-14 dias), pos-aguda
(curso de até 3 meses) e crbnica (duracdo > 3 meses). Na fase aguda os principais
sintomas s&o: febre alta, intensa poliartralgia (geralmente acompanhada de
dorsalgia), exantema, cefaleia, mialgia, fadiga e conjuntivite ndo purulenta. A fase
pos-aguda é caracterizada pela auséncia de febre na maioria dos casos, juntamente
com melhora da artralgia (embora haja a possibilidade de persisténcia ou
agravamento desta), astenia, recorréncia do prurido generalizado e exantema
maculopapular, entre outros sintomas (BRASIL, 2019).

A persisténcia ou recorréncia desses e/ou outros sinais e sintomas,
principalmente dor articular, musculoesquelética e neuropéatica por um periodo
superior a trés meses, caracteriza a fase cronica. E possivel ainda que a doenca se
manifeste de formas atipicas, como no caso de acometimento do sistema nervoso
causando meningoencefalite, encefalopatia, convulsdo, sindrome de Guillain-Barré,
sindrome cerebelar, paresias, paralisias e neuropatias, evidenciando a importancia
de acompanhamento clinico e laboratorial para diagnostico correto e prevencdo de
formas graves da doenca (BRASIL, 2019; LUCENA-SILVA et al., 2017).

1.3 Patogenia das arboviroses e evolucgédo para neuroarbovirose

Diversas manifestac6es neurolégicas graves tém surgido no Brasil, apés a
infeccdo pelos arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV, intensificando-se nos periodos de
surtos sazonais. Os processos de patogenia das arboviroses sdo bem conhecidos;
por outro lado, 0os mecanismos patogénicos que levam ao comprometimento
neurolégico seguem amplamente desconhecidos, mas em processo de
desenvolvimento tedrico-experimental (ALMEIDA et al., 2021; MUSTAFA et al.,
2019).

Nos subtopicos seguintes, os fundamentos teoricos sobre a imunopatogénese
das neuroarboviroses sdo apresentados com base na revisdo da literatura mais

recente sobre o tema.
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1.3.1 Patogénese ZIKV e DENV

Os flavivirus, incluindo ZIKV e DENV, sao virus que encapsulam um genoma
de RNA de cadeia simples e senso positivo (+ssRNA), de aproximadamente 11kb,
que codifica um Unico quadro de leitura aberto (ORF — do inglés: open reading
frame). A poliproteina viral Unica é processada pelas proteases hospedeiras e virais
em trés proteinas estruturais (capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E)) e
sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) —
todas estas responsaveis por mediar a replicacdo do genoma, o processamento da
poliproteina viral e a modulacéo da resposta do hospedeiro (JAVED et al., 2017; LIN;
HUANG; WU, 2017; PIERSON; DIAMOND, 2018; TIAN et al., 2018).

O alvo inicial da infecgdo por DENV séo as células dendriticas imaturas (CDs)
e as células de Langerhans residentes na pele. Um provavel receptor de ZIKV € o
complexo receptor de tirosina-quinase Gas6-AXL. A proteina Gas6 € encontrada
predominantemente no cérebro, musculos e tecidos reprodutivos masculinos,
enquanto a proteina AXL tirosina quinase estda presente principalmente nos
musculos e tecidos reprodutivos masculinos. Niveis baixos e médios de proteinas
tirosina-quinase Gas6 e AXL também foram relatados nos tecidos reprodutivos
femininos e na placenta (HASAN et al., 2018; TIAN et al., 2018).

Por compartilharem da mesma familia e género, ZIKV e DENV apresentam
um ciclo de replicacdo viral semelhante (Figura 1), a saber: os virus adentram nas
células através de endocitose mediada por receptores; o ambiente acido do
endossoma desencadeia a trimerizacdo irreversivel da proteina E, resultando na
fusdo das membranas virais e celulares; a partir disso, h4 a liberagcdo do genoma
viral (RNA) de senso positivo no citoplasma, dando origem a tradugcdo da
poliproteina; paralelamente, a replicacdo do genoma € iniciada por meio de um
modelo de RNA negativo (-ssRNA) intermediario para a replicacdo gendmica
subsequente, que € seguida da montagem das particulas (HASAN et al., 2018; TIAN
et al., 2018).
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Figura 1 — Ciclo replicativo dos Flavivirus
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Fonte: Tian et al. (2018, traducéo nossa).

Nota: O ciclo replicativo dos flavivirus contém os seguintes eventos principais: entrada, fusdo e
desmontagem viral, replicacdo do genoma viral, traducdo e processamento de proteinas virais,
montagem, maturacdo, brotamento e liberacéo.

As particulas imaturas dos flavivirus sdo formadas no lumen do reticulo
endoplasmatico (RE) e contém as proteinas E, prM, a membrana lipidica e o
nucleocapsideo. Os virions transitam do RE pela rede trans-Golgi (TGN — do inglés:
trans-Golgi network) para superficie celular e, durante esse processo, sofrem
maturacdo dependente de protease e pH (Figura 2A-B). As proteinas E sofrem
reorganizacdo posicional e a proteina prM é clivada pela endoprotease celular,
semelhante a subtilisina furina, produzindo o fragmento pr N-terminal glicosilado e a
pequena por¢cdo M ancorada na membrana; esta permanece associada ao virion e
induz a maturacdo viral. O peptideo pr € subsequentemente eliminado do virion
durante a liberagédo exocitética da progénie do virus (HASAN et al., 2018; TIAN et

al., 2018).
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Figura 2 — Maturacéo dos Flavivirus
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Fonte: Yu et al. (2008, traducdo nossa).

Legenda: (A) As alteragbes conformacionais das particulas do virus na via secretora. Particulas virais
imaturas brotam no RE como viriBes pontiagudos, sendo transportadas através do Golgi para o TGN,
onde a acidificacdo provoca uma alteragdo conformacional do virion. A clivagem pela furina ocorre no
TGN e o pr permanece associado até a liberagdo do virion no meio extracelular. Sdo indicados os
valores aproximados de pH luminal do compartimento celular especificado. (B) Configuragdo das
glicoproteinas na superficie do virido durante a maturagdo. A proteina E tem a estrutura preservada
na via secretora, exceto pelos movimentos na articulagédo entre os dominios | e Il. Em contrapartida,
os estados de oligomerizagéo das glicoproteinas séo criticamente dependentes do pH. Os loops de
fusdo séo evidenciados por estrelas vermelhas.
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A sindrome clinica causada pelo ZIKV em humanos foi historicamente
relatada como uma doenca leve que desaparece em poucos dias, em casos de
infeccdo sintomatica. Contudo, durante as epidemias recentes, a infeccao pelo ZIKV
também tem sido associada, embora com pouca frequéncia, a doengas graves em
adultos (incluindo faléncias de mdltiplos o6rgdos, meningite, encefalite e
trombocitopenia). Geralmente, o ZIKV ndo causa doenca fatal em adultos, porém a
mortalidade tem sido descrita em criancas com doenca falciforme, em adultos com
cancer e nos casos que desenvolvem a Sindrome de Guillain-Barré. Esta sindrome

€ uma polineuropatia progressiva ligada a infecgcdo pelo ZIKV, que ocorreu em
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1/6.500 a 1/17.000 individuos nas regibes endémicas (Figura 3) (PIERSON,
DIAMOND, 2018; STYCZYNSKI et al., 2017).

Figura 3 — Transmissao e manifestacdes clinicas do ZIKV

a =
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AMlcrocefalla f\ssocnada a Sindrome de Guillain-Barré
sindrome congénita do ZIKV

Fonte: Pierson, Diamond (2018, traducéo nossa, adaptado)

Legenda: (A) Transmissdo. O virus da ZIKA é transmitido em um ciclo epidémico entre mosquitos do
género Aedes e seres humanos. O ZIKV também pode ser transmitido verticalmente de uma mae
gravida infectada para seu feto. (B) Sindromes clinicas. Em casos de infec¢c8es sintomaticas, a
maioria € caracterizada pelo desenvolvimento de sintomas leves, semelhantes a uma gripe leve,
entretanto, alguns pacientes adultos tém a infeccao ligada a sindrome de Guillain-Barré, que pode
resultar em fraqueza muscular e paralisia; além disso, durante a gravidez, a infeccéo pelo ZIKV pode
ocasionar o desenvolvimento de microcefalia, sindrome congénita do ZIKV e morte fetal.

Semelhante ao processo de infeccdo do ZIKV, o DENV é transmitido as
populacdes humanas através de mosquitos vetores previamente infectados (género

Aedes). Uma vez que o vetor transmite o virus para individuo, o DENV infecta os
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macrofagos na corrente sanguinea e, posteriormente, € levado até os ganglios
linfaticos, onde se replica. Sabe-se também que as células endoteliais, e
possivelmente as células da medula 6ssea, sdo suscetiveis a essa infeccdo. A
transmissdo da DENV leva a quadros clinicos que variam de processos patolégicos
assintomaticos a fatais, como no caso da Dengue grave, anteriormente denominada,
febre hemorragica e sindrome do choque da dengue. Além disso, em 2009, a OMS
aprovou novas diretrizes considerando, pela primeira vez, as manifestacoes
neurolégicas na classificagdo de casos clinicos para dengue grave. Hoje ja se sabe
que o processo de reinfeccdo por um outro sorotipo do DENV pode causar a
exacerbacdo do sistema imunoldgico, agravando os sintomas e levando as
manifestacbes neurologicas graves (CAROD-ARTAL et al., 2013; CASTILLO-
MENDEZ, VALVERDE-GARDUNO, 2019; MEYDING-LAMADE, CRAEMER,
SCHNITZLER, 2019).

1.3.2 Patogénese do CHIKV

O CHIKV é um alfavirus que pertence a familia Togaviridae, esses virus sao
esféricos e envelopados, com 60-70 nm de diametro. O genoma viral € composto
por uma molécula de RNA fita simples de aproximadamente 12 kb, com polaridade
positiva, apresentando na extremidade 5’ um cap de 7-metilguanosina, enquanto a
extremidade 3’ contém uma cauda poliadenilada. O RNA viral é estruturado em duas
ORFs, separadas por uma regido intergénica (Figura 4). A primeira ORF na regido 5’
corresponde a dois tercos do RNA gendmico, podendo ser lido diretamente como
um mMRNA; este codifica as quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-4), que sao
necessarias para transcricdo e replicacdo do genoma viral. O terco localizado na
regidao 3’ da origem as proteinas estruturais (C (capsideo), E3, E2, 6K e E1); estas
sao codificadas por meio de um RNA de cadeia positiva subgendmico RNA 26S. Em
resumo, a organizacao gendmica pode ser descrita da seguinte forma: 5’ m7G-nsP1-
nsP2-nsP3-nsP4-(juncdo)-C-E3-E2-6K-E1-An 3. As regides 5, 3 e regiao
intergénica abrigam elementos de sequéncias repetidas conservadas; esses
elementos desempenham papéis importantes na regulagéo da sintese de RNA viral
(CAGLIOTI et al., 2013; HERNANDEZ, BROWN, PAREDES, 2014; MOTA et al.,
2015).
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Figura 4 — Virion e organizacdo gendmica dos virus pertencentes a familia Togaviridae (CHIKV)
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Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics (2017, traducéo nossa, adaptado)

Legenda: Os alfavirus sdo organizados com as proteinas ndo estruturais na extremidade 5 do
genoma, sendo traduzidas a partir do RNA gendmico; ja as proteinas estruturais sédo traduzidas a
partir de um RNA subgendmico que inclui a extremidade 3' do genoma (HERNANDEZ, BROWN,
PAREDES, 2014).

No processo infeccioso, os alfavirus adentram as células epiteliais e
fibroblastos por endocitose, a acidez do endossomo provoca alteracoes
conformacionais no envelope viral expondo o peptideo E1, que, por sua vez, medeia
a fusdo da membrana celular virus-hospedeiro (Figura 5). Ocorre entdo a liberacéo
do genoma viral, cuja primeira ORF é traduzida em proteinas ndo estruturais nsP1-4.
A nsP1 esta envolvida na sintese da cadeia negativa do RNA viral e apresenta
propriedades de capeamento de RNA. A nsP2 executa funcbes de RNA helicase,
RNA trifosfatase e proteinase, além de estar envolvida no desligamento da
transcricdo de células hospedeiras. J4 a nsP3 participa da unidade de replicase e a
nsP4 atua como RNA polimerase viral (MOTA et al., 2015; SCHWARTZ, ALBERT,
2010).

Juntas, essas quatro proteinas formam um complexo de replicacéo viral e
sintetizam um RNA intermediario de cadeia negativa, cuja funcédo € ser modelo para
a sintese de RNAs subgendmicos (26S) e genémicos (49S). O RNA subgendmico
direciona a expressdo da poliproteina C-pE2-6K-E1, que, posteriormente, é
processada através da serina protease autoproteolitica. Apos isso, ha a liberacdo do
capsideo (C). Em seguida, as glicoproteinas pE2 e E1 surgem do processamento
adicional, associam-se ao Golgi, sendo entdo exportadas para membrana
plasmatica, onde séo clivadas, gerando E2 (envolvida na ligagdo ao receptor) e E3
(medeia o dobramento de pE2 e sua associagdo com E1). O virus € montado pela
ligacdo do nucleocapsideo viral ao RNA viral, através do recrutamento das

BN

glicoproteinas do envelope que estdo associadas a membrana. O alfavirus de
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nacleo icosaédrico € liberado via brotamento na membrana celular (MOTA et al.,
2015; SCHWARTZ, ALBERT, 2010).

Figura 5 — Ciclo replicativo dos alfavirus
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Fonte: de Oliveira Mota et al (2015, tradug&o nossa, adaptado)

Legenda: 1-ligacdo ao receptor; 2-endocitose mediada por receptor; 3-acidificagcdo do vacuolo; 4-
fusdo de membrana; 5-desmontagem do nlcleo; 6a e b-traducéo; 7-processamento; 8 e 9-
transcricéo; 10-tradugdo; 11-processamento; 12-processamento e maturacéo de glicoproteinas; 13-
transporte de glicoproteinas processadas e ativacdo por furina; 1l4-empacotamento do RNA
gendmico; 15-montagem do nucleocapsideo; 16-brotamento de particulas virais

A transmissdo do CHIKV se da por meio da picada de mosquitos do género
Aedes infectados, podendo ainda ocorrer a transmissdo vertical no periodo de
viremia materna. Na maior parte dos casos, a sintomatologia clinica é caracterizada
principalmente por febre alta, dor de cabeca, mialgia e artralgia irregular, recidivante
e incapacitante; esses sintomas, ou parte deles, podem se tornar crénicos. Além
disso, o virus da chikungunya apresenta neuroviruléncia, podendo causar
internacdes e mortes em unidades de terapia intensiva (BRASIL, 2019; CAGLIOTI et
al., 2013; CERNY et al., 2017; SCHWARTZ, ALBERT, 2010).

1.3.3 Neuroarbovirose

As arboviroses sdo caracterizadas por um amplo espectro de sindromes

clinicas, desde doencas febris leves a graves, até febre hemorragica e ainda
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doencas neuroinvasivas; estas podem levar a resultados fatais, ou deixar sequelas a
longo prazo (Tabela 1). Nas regifes tropicais, o0 DENV tem sido associado ao
comprometimento do sistema nervoso, sendo as apresentacfes neuroldgicas mais
comuns: a meningite, encefalite, mielite, miosite, sindrome de Guillain-Barre,
polirradiculoneurite, derrames e hemorragia cerebelar. J& o CHIKV, além de causar
poliartralgia febril aguda e artrite prolongada, pode evoluir para quadros neuroldgicos
graves como: paralisia flacida aguda, encefalite, neurite éptica, mielorradiculite e
sindrome de Guillain-Barré. Ademais, o ZIKV tem sido associado, desde 2015, a um
aumento no numero de casos de microcefalia, sindrome de Guillain-Barré,
encefalite, meningite, mielite transversa aguda e encefalomielite disseminada aguda
(CERNY et al., 2017; MEYDING-LAMADE, CRAEMER, SCHNITZLER, 2019; VIEIRA
et al., 2018).
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Quadro 1 — Disposicéo das caracteristicas das principais manifestacées neuroldgicas das
neuroarboviroses

Manifestacdes neurolbgicas

) Caracteristicas clinicas
(neuroarboviroses)

Encefalopatia é definida pelo International Encephalitis Consortium como "um estado clinico
de estado mental alterado, manifestando-se como confusdo, desorientagéo, alteracoes
comportamentais ou outro comprometimento cognitivo™. Em alguns pacientes esses sintomas
podem se causados por encefalite, que é uma inflamacéo cerebral associada a infeccéo viral direta
ou a uma manifestagao inespecffica de uma doenca sistémica grave. Pacientes recuperados
podem apresentar sequelas como epilepsia, deméncia pds-infecciosa e desordem cognitiva.

Encefalopatia e encefalite

Diz respeito ao acometimento da medula espinhal, causando fraqueza nos membros, alteragfes
sensoriais, hiperreflexia, distdrbios intestinais e da bexiga, dependendo do nivel de
comprometimento. No caso de inflamacéo da medula espinhal confirmada por ressonancia
magnética, pleocitose no liquido cefalorraquidiano (LCR) ou titulo elevado de IgG no LCR,
mostrando producéo local de imunoglobulina, € classificada como mielite. A mielopatia e mielite
geralmente ocorrem como consequéncia de uma doenca neuroldgica mais disseminada.

Ocorre apds a infec¢do viral aguda que desencadea uma sindroma inflamatdria aguda que envolve
0 parénquima cerebral e a medula espinhal, acredita-se que isso se deve a uma resposta
imunoldgica mediada a infecgéo, e ndo devido a invaséo viral direta. A doenga € caracterizada
por ser monofasica e o diagndstico € baseado em encontrar lesdes desmielizantes na substancia
branca cerebral, focal ou multifocal, pouco demarcadas na ressonancia magnética. Os princiapais
sintomas sdo dor de cabeca, sonoléncia, envolvimento do nervo craniano (paralisia do nervo
facial, vertigem, nistagmo e fraqueza bulbar), fraqueza nos membros, distirbio sensorial
retencdo urinaria.

Mielopatia e mielite

Encefalomielite disseminada aguda

Neuropatia periférica associada aos arbovirus sem doenca do sistema nervoso central. Os
pacientes apresentam fraqueza flacida bilateral simétrica, frequentemente com parestesia e/ou
Sindrome de Guillain-Barré paralisia do nervo craniano. A complicacéo da neuroarbovirose demonstra ser decorrente de
toda a gama de variantes da SBG, incluindo distdrbios dos axénios motores e sensoriais e bainhas
de mielina, podendo ocorrer de forma conjunta. Entretanto mais estudos precisam ser realizados.

As neuroarboviroses podem levar a muitas complicagGes oculares que necessitam de tratamento
emergencial. As principais complicacdes sdo: doencas da Uvea, retina e nervo ptico. Além dos
processos inflamatérios, existe a possibilidade de outras patologias como o deslocamento de
retina, hemorragia intrarretiniana e oclusdo de ramo da artéria retiniana.

Existem uma série de distlrbios estdo sendo associados as neuroarboviroses, mesmo que em
menor ndmero, todos eles sdo relevantes. Entretanto ainda é dificil associar todos esses distirbios
as infecgBes por neuroarboviroses, o espectro completo dessas doengas parece ser amplo e
carece de mais estudos.

ComplicagBes oculares

Outras

Fonte: Baseado em Mehta et al. (2018)

Estes arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV) podem acessar o sistema neurolégico
por algumas vias, a maioria delas envolvendo a barreira hematoencefalica (BHE). A
BHE em homeostase é composta por células endoteliais fortemente aderidas por
proteinas de juncéo apertada (TJP — do inglés: tight junction protein) em associacao
com células neurais. A barreira desempenha um papel fundamental na patogénese
dos patdgenos neurotropicos, pois controla o acesso de moléculas de circulagéo,
células imunes ou patégenos ao sistema nervoso central. Diante de uma infeccdo
sistémica, alguns arbovirus conseguem atravessar a BHE sem efeito citopatico

consideravel. Foi relatada também a possibilidade desses arbovirus cruzarem a
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barreira endotelial associada a leucdcitos infectados. A inflamacdo sistémica
causada pela infeccéo induz a producdo de mediadores inflamatorios que afetam a
permeabilidade da BHE. Além disso, existe a possibilidade desses arbovirus se
replicarem nas células endoteliais do cérebro e induzir a regulacdo negativa da
expressdo de TJP e/ou morte célular, promovendo a ruptura da barreira e a entrada
dos virus. ApGs entrada no parénquima cerebral os virus infectam as células
nervosas induzindo a liberacdo de mediadores inflamatérios (IL-6, VEGF, TNF-q,
IFN-y, IL-1B8 e IL-10, MCP-1) e metaloproteinases, que promovem a regulacao
negativa de aderentes e TJPs, mantendo a permeabilidade da barreira aumentada.
Ha ainda a possibilidade de os virus infectarem axdnios, promovendo entdo o
transporte axonal retrégrado que viabiliza a entrada no parénquima cerebral
(MEYDING-LAMADE, CRAEMER, SCHNITZLER, 2019; MUSTAFA et al. 2019).

A grande problemética das neuroarboviroses € que ainda ndo se tem clareza
a respeito dos possiveis mecanismos subjacentes que levam ao seu
desenvolvimento. A febre e a mialgia sdo os Unicos achados clinicos sugestivos para
infeccdo arboviral associados ao diagnostico laboratorial de DENV, ZIKV e CHIKV
nos pacientes com manifestagcdes neurolégicas (até o momento ndo se tem
conhecimento sobre a possibilidade de infeccbes assintomaticas causarem
comprometimento neurolégico) e em muitos dos casos 0s sinais neurolégicos
comecam ap6s um periodo livre de sintomas de 1-3 semanas, apontando para um
processo autoimune. Além disso, existem outros virus neurotropicos com uma
extensa sobreposicdo com as manifestacdes clinicas classicas das arboviroses, e
apesar da disponibilidade de ferramentas avancadas de diagndstico microbiolégico,
o diagnéstico etiolégico é alcancado em menos de 50% dos casos de supostas
infecgdes virais do sistema nervoso central (SNC) (CAGLIOTI et al., 2013; CERNY et
al., 2017; MEHTA et al., 2018; VIEIRA et al., 2018).

Um estudo realizado em Pernambuco evidenciou que, em pacientes com
sintomas de neuroarboviroses, foi possivel realizar a deteccado de ZIKV através de
RT-PCR tardiamente, apds o inicio dos sintomas (mediana de 16,5 dias); e em
alguns casos, a detecc¢éo direta do genoma viral se deu em até 48 dias apods o inicio
da doenca. Uma hipGtese para o isolamento tardio nesses casos é que pode haver
um neurotropismo associado ao virus mantendo a carga viral persistente no sistema
nervoso central e nas meninges, o que justifica o inicio da inflamacéo e o dano do

sistema nervoso, com fugas do virus para o soro. Ademais, a coinfeccdo por
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arbovirus tem sido detectada em pacientes com comprometimento neurolégico e
sabendo que os trés arbovirus (ZIKV, DENV e CHIKV) sdo neuro virulentos nao é
possivel saber se o comprometimento neurolégico estd sendo causado por um ou
mais arbovirus. Seja o dano neuroldgico causado por mecanismo direto ou indireto
(onde o efeito imunomediado € desconhecido) existem escassas evidéncias que
defendam ambos os mecanismos. E reconhecido que o perfil inflamatério tem
funcdo importante na patogénese, sendo entdo de fundamental importancia que
estudos sejam realizados a fim de compreender se existem moléculas do universo
inflamatorio que possam ser utilizadas como potencial marcadores para casos
graves de comprometimento neurolégico (ALMEIDA et al., 2021; FERREIRA et al.,
2017; MEHTA et al., 2018).

1.3.4 Mediadores soluveis da inflamacédo nas neuroarboviroses

O tipo de resposta imune celular € determinado pela expressdo de
mediadores sollveis e pela sua interacdo com receptores e moléculas imunoldgicas.
Esses mediadores sao citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. As citocinas
sdo proteinas secretadas que atuam no crescimento, diferenciacdo e ativacao
celular; é através desses mecanismos que ocorrem a resposta imune efetora e sua
regulacdo. A partir disso, no que diz respeito ao perfil inflamatério na patogénese,
pesquisas observaram que pacientes infectados pelo ZIKV costumam apresentar
uma resposta inflamatéria com elevados titulos de mediadores (citocinas) proé-
inflamatorios. Foi visto ainda que a resposta imunoldgica contra o ZIKV, na fase
aguda, causa uma ativacao polifuncional de células T (resposta Thl (IL-2), Th2 (IL-4
e IL-13), Th9 (IL-9) e Th17 (IL-17)), caracterizando-se por um aumento nos niveis
das respectivas citocinas, seguido por uma diminuicdo na fase convalescente
(COLAVITA et al., 2018; COMMINS, BORISH, STEINKE, 2010; KAM et al., 2017,
NAVECA et al., 2018; TAPPE et al. 2015).

Ja as quimiocinas sao pequenas citocinas com peso molecular variavel de 7 a
15 kDa e que, junto com seus receptores, tém a principal funcdo de mediar os
processos de migracdo e residéncia das células que compfem o sistema
imunologico, atuando tanto em processos inflamatorios quanto em homeostaticos.
Para a classificacdo dessas quimiocinas, sdo considerados o numero e 0

espacamento dos aminodcidos existentes entre os dois primeiros residuos de
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cisteinas da extremidade N-terminal. Existem duas principais subfamilias: a CXC,
em geral um quimiotatico de neutrdéfilos; e a CC, majoritariamente quimiotaticos de
mondcitos e subtipos de linfécitos (GUERREIRO, SANTOS-COSTA, AZEVEDO-
PEREIRA, 2011; PALOMINO, MARTI, 2015).

Quanto aos estudos sobre as quimiocinas, foi evidenciado a existéncia de um
aumento nos niveis da CXCL10/IP-10 que esta envolvida na apoptose dos neurbnios
fetais e na sindrome de Guillain-Barré; mostrando-se entdo um possivel biomarcador
promissor da infeccdo aguda por ZIKV na aplicacao clinica. Somado a isso, também
foi verificado a presenca, em concentracfes elevadas, de IP-10 em mulheres
gravidas infectadas pelo ZIKV que carregavam fetos com malformacfes associadas
ao crescimento fetal. Além disso, um outro estudo observou que, quando células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) saudaveis sao infectadas por ZIKV, ha
a inducéo de IL-6, IL-8 e IL-9. Como efeito disso, averigua-se a auséncia parcial ou
completa de interferons do tipo I, Il e lll, os quais possuem papeis fundamentais na
resposta imunologica eficaz indutora da eliminacdo viral (COLAVITA et al., 2018;
COMMINS, BORISH, STEINKE, 2010; KAM et al.,, 2017; NAVECA et al., 2018;
TAPPE et al. 2015).

Outros estudos sobre citocinas e quimiocinas comprovaram que, quando
monaocitos saudaveis foram infectados pelo CHIKV, houve a inducdo do aumento
nos niveis soltveis de IFN-a, IP-10 e IL-1RA, na tentativa de ajudar e controlar a
replicacdo viral. Uma pesquisa realizada na india, por exemplo, comparou o perfil de
citocinas em pacientes com e sem comprometimento neuroldgico secundario a
infeccdo pelo CHIKV. Nesse estudo indiano, foi verificado que quatro citocinas
(TNF-a, IFN-a, IL-6 e monocina induzidas por IFN-y) estavam em concentracao
significativamente maior nos pacientes que tiveram complicacdes neurologicas
secundéarias a infeccdo, em contraste com o grupo infectado sem sintomas
neuroldgicos (KASHYAP et al., 2014; MEHTA et al., 2018).

As moléculas reguladoras do sistema imunolégico, por sua vez, também
interagem com as citocinas. Um exemplo dessa interacdo ocorre com as formas
soltveis do antigeno leucocitario humano-G (HLA-G) (do inglés: human leukocyte
antigen G), caracterizadas como moléculas de classe | ndo-classicas do complexo
principal de histocompatibilidade, e cujas propriedades sdo imunomoduladoras e
tolerogénicas. Essas propriedades sao exercidas por meio: (i) da inibicdo da
atividade litica das células NK (do inglés: natural killers) e linfocitos T citotoxicos; (ii)
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da inducdo da apoptose das células T CD8+; (iii) da inibicdo da proliferacdo de
células T CD4+; e (iv) da inducédo de células T reguladoras. Comprovando esses
fatos, estudos in vitro com células neurais humanas SK-N-SH/RA (neuroblastoma) e
U373MG (astrocitoma) mostraram aumento da molécula solavel de HLA-G diante da
infeccdo pelos virus da raiva (RABV) e herpes simplex 1 (HSV-1); isso sugere um
possivel mecanismo de evasdo da resposta imunolégica (ALMEIDA et al., 2021;
LAFON et., 2005; LUCENA-SILVA et al., 2012).

Todos esses estudos tém contribuido para o entendimento do processo
imunopatolégico de comprometimento neuroldgico posterior a infeccdo por
arbovirus. No entanto, o papel desses mediadores sollveis na patogénese das
manifestacdes neuroldgicas secundarias a arbovirose ainda nao foi esclarecido, bem
como a influéncia genética no desenvolvimento dessas formas graves entre
individuos com mesmo grau de exposicao ao agente infeccioso e diferente espectro
da doenca. E nesse ponto que se desenvolvera a secdo seguinte da justificativa,
pois existe a possibilidade de que o perfil inflamatério mediado durante a infeccéo
pelos arbovirus possa apresentar assinatura que caracterize o0 padrao
neuroinvasivo, sendo este um dos aspectos de relevancia cientifica desta

dissertacdo de mestrado.
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2 JUSTIFICATIVA

Diferentes manifestacdes neurolégicas graves tém sido descritas apos a
infecc@o pelos arbovirus. Isso se evidencia, particularmente, no Nordeste do Brasil,
que se destacou ap6s o surto de microcefalia, no ano de 2015, causado pela
infeccdo por ZIKV; essas observacgdes indicam o neurotropismo dos arbovirus (ZIKV,
DENV, CHIKV). Nesse contexto, casos de polineuropatia aguda flacida,
diagnosticadas como sindrome de Guillain-Barré, aumentaram cinco vezes na
populacao exposta aos virus. O estado de Pernambuco foi o que apresentou o maior
namero de casos de complicacées neuroldgicas do pais. Desde 2015 as sequelas
permanentes secundarias a arboviroses tém sido identificadas em pacientes adultos
que deixaram de ser economicamente produtivos (LUCENA-SILVA et al., 2018).
Além disso, o grau de comprometimento cognitivo das criancas que apresentaram
perimetro encefalico limitrofe durante a epidemia de ZIKV e CHIKV precisa ser
esclarecido. Ademais, casos de manifestacfes neuroldégicas em adultos ainda
continuam sendo diagnosticados ap0s infeccao pelos virus DENV, ZIKV e CHIKV,
mesmo na auséncia da epidemia, ressaltando a importancia do estudo da
patogénese da neuroarbovirose.

Em um estudo anterior do nosso grupo de pesquisa, Almeida et al. (2021)
descreveram que as complicacbes neuroldégicas secundérias a arbovirose foram
associadas a um perfil predominantemente inflamatério; enquanto que, na auséncia
do comprometimento neurologico, o perfil era majoritariamente antiinflamatorio.
Todavia, com o objetivo de identificar um padrdo de expressdo de mediadores
soluveis responsaveis pela diferenca no perfil de resposta imune de individuos
geneticamente ndo relacionados, mas com mesmo grau de exposi¢do aos arbovirus,
contribuindo para o desenvolvimento de complica¢cdes neurologicas, nGs propomos
um desenho experimental para andlise da resposta imune de memoéria desses
individuos. Neste, fizemos uso do sangue periférico de pacientes que tiveram neuro
arbovirose e seu conjuge a fim de, através do estimulo com antigenos de arbovirus
in vitro, estudarmos a expressdo diferencial dessas moléculas sollveis que sao
estimuladas pelos antigenos. As moléculas solluveis, como citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento, interagem entre si, modificando a resposta imunologica dos
arbovirus e influenciando na permeabilidade da barreira hematoencefélica,

contribuindo para o quadro neurolégico das arboviroses. Essa analise adicionou
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conhecimentos sobre essa rede de interacdo entre moléculas solUveis que propiciam
o desenvolvimento do comprometimento neuroldgico pos-infeccdo por arbovirus,

além de ter avaliado a qualidade da resposta imunolégica de memoria.
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3 HIPOTESE

Ha diferenca na resposta imunoldgica de memadria em pacientes com histérico
de neuroarbovirose e seu comunicante intradomiciliar, ndo geneticamente
relacionado, frente ao desafio com antigenos dos arbovirus dengue, Zika e

Chikungunya.
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4 OBJETIVOS

A seguir, estdo elencados os objetivos que guiaram a elaboracdo desta

dissertacao.

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a resposta imunoldgica de memoria em PBMC de pacientes com
historico de neuroarbovirose (Encefalite e Sindrome de Guillain-Barré) e seu
comunicante intradomiciliar, ndo geneticamente relacionado, frente ao desafio com

antigenos dos arbovirus: dengue, Zika e chikungunya

4.2 Objetivos Especificos

a) Comparar os niveis de moléculas solluveis produzidas em PBMCs, de
individuos com histérico de neuroarbovirose, induzidas pelo estimulo
MOCK, e antigenos de DENV, ZIKV e CHIKV;

b) Comparar o perfil de expressdo de moléculas sollveis produzidas em
PBMCs de individuos com historico de encefalite e SGB secundaria a
arbovirose;

c) Determinar diferencas no perfil de moléculas solUveis no sobrenadante
de cultura de PBMCs de individuos com histérico de neuroarbovirose
em relagdo aos seus comunicantes quando desafiados com antigenos
de CHIKV e ZIKV;

d) Caracterizar o perfil de resposta de memodria dos pacientes com

histérico de encefalite e SGB.
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5 MATERIAIS E METODOS

Na sequéncia do texto, estdo evidenciados, respectivamente, 0s aspectos
éticos da conducéo deste trabalho, a descricdo do tipo de estudo e as caracteristicas

metodoldgicas.

5.1 Consideracgdes éticas

Este subprojeto € um desdobramento do trabalho intitulado “Manifestacées
neurolégicas associados a infec¢do por Zika virus” que foi aprovado pelo CEP da
FIOCRUZ-PE, sobre o registro CAAE:51106115.8.0000.5190, seguindo a
recomendacao da legislacéo brasileira de pesquisa com seres humanos, de acordo

com o Cddigo de Etica, Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saudde.

5.2 Tipo, local de estudo e coleta de amostra

O estudo €é experimental observacional, cujos casos estudados foram
selecionados dentre os pacientes com mais de 18 anos diagnosticados clinicamente
e em laboratério com infeccédo por arbovirus manifestados neurologicamente. Esses
pacientes foram atendidos pelos profissionais do Setor de Neurologia do Hospital da
Restauracdo (HR), em Recife; e, ap0s a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), foram devidamente cadastrados no projeto. Também
foram selecionados, para cada paciente com caso neurolégico apds a infec¢do por
arbovirose, um comunicante que manteve contato préximo. De preferéncia, esses
comunicantes deveriam ser intradomiciliares, ndo relacionados geneticamente, sem
histéria de arboviroses; ou, alternativamente, com historia de arboviroses, mas sem
manifestacdo neuroldgica.

Para estudo do perfil inflamatério, juntamente com o HLA-G, foram
comparados os niveis de 36 mediadores sollveis expressos no sobrenadante das
diferentes culturas de PBMCs de pacientes acometidos neurologicamente, em
paralelo a seus comunicantes intradomiciliares. O namero amostral foi reduzido,
composto por 16 pacientes e seus respectivos comunicantes, devido ao custo do
ensaio e a grande geragdo de dados. Assim sendo, foram priorizadas as analises

dos pares nao relacionados geneticamente, exposto, sem infeccao viral.
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Os mediadores soluveis da inflamacdo foram expressos pelas PBMCs
mediante o desafio com antigenos inativos dos arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV),
produzidos no Laboratério de Virologia e Terapia Experimental (LAVITE - Fiocruz
Pernambuco). Apés oito dias de cultivo em células VeroE6, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e centrifugados para retirar os debris; posteriormente, 0
material infeccioso teve sua atividade viral testada em cultivo de células por meio de
um MAC-ELISA. A inativacdo do virus foi realizada adicionando Betapropiolactona
(BPL) a 0,025% por 24 horas a 4°C com agitacdo intermitente. Uma vez confirmada
a inativacdo do virus, o material inativado foi purificado e concentrado em colunas
Amicon Ultra-15 centrifugal filter de 100 kDa (Merck), distribuido em aliquotas de 0,5
ml e estocado a -80°C. Posteriormente foi titulado, por ELISA, e utilizado como
antigeno em ensaios sorologicos. O antigeno normal (MOCK), sobrenadante de
cultivo de VeroE6 na auséncia do virus, foi utilizado como controle e o preparo se

deu como supracitado.

5.3 Cultura de células PBMCs para estimulo

Para o isolamento das PBMCs, foram coletados trés tubos com sangue (15
mL) de cada paciente, tendo a heparina como anticoagulante. Em dois tubos cénicos
de 15 mL, as células sanguineas foram fracionadas por gradiente de densidade,
mediante a adicdo de cerca de 7 mL de sangue sobre 4 mL de Ficoll-Paque. Os
tubos conicos foram entdo submetidos a centrifugacdo a 2000 RPM, por 30 minutos,
com uma aceleracdo de 7 e frenagem de 5. Apdés a centrifugacdo, foi feita a
remocdo do plasma sanguineo seguida da sua inclusdo em tubos criogénicos, sem
que houvesse mistura entre os materiais dos dois tubos. Na sequéncia, foram
armazenados a fim de servirem de amostras para estudos futuros. O anel de
leucécitos formado ao final da centrifugagéo foi transferido para outro tubo cénico de
15 mL e o volume foi preenchido com meio RPMI incompleto, com o objetivo de
lavar as células para evitar um maior estresse celular no meio de cultura. Esse tubo
de lavagem foi submetido & centrifugacdo a 1600 RPM, por 6 minutos, com
aceleracéo de 9 e frenagem de 7. Feito isso, 0 sobrenadante foi desprezado e 2 mL
de meio RPMI completo (20% de soro bovino fetal) foram adicionados para
ressuspender o pellet formado. Na intencdo de determinar o numero de células por

mL de suspensansdo, a contagem das células foi realizada e, para isso, foram
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adicionados 95uL de Trypan Blue e 5 pL de amostra. Com isso, a homogeneizacéo
foi realizada e, em seguida, 10 pL da mistura foram pipetados e adicionados na
Céamara de Neubauer para visualizagcdo em microscopio 6ptico; nessa etapa, uma
contagem igual ou préxima ao valor de 12 x 105 em 2.400 puL (200 pL para cada
poco da placa = 1 x 108 células) foi a considerada ideal para cultivo.

As células foram estimuladas com os antigenos Mock, DENV, CHIKV e ZIKV
na diluicdo de 1:20 e, em cada poco da placa, foram adicionados 200 uL alcangando
entdo a concentracédo final de 1:40; isso se deu devido aos 200 pL de suspenséao de
células. Cada estimulo foi realizado em duplicata para as PBMCs de cada individuo,
inclusive o controle negativo, que era composto pela suspenséo de células e adi¢cao
de 200 yL de meio RPMI completo. No estimulo PHA (fitohemaglutinina, do inglés:
phytohaemagglutinin), a concentracao diferiu, pois adquiriu-se comercialmente esse
antigeno na concentracdo de 1.510 pg/mL; preparou-se entdo uma solucdo na
concentracdo de 2,5 ug/mL e distribuiu-se 200 yL em cada pocgo, alcancando a
concentragéo de 1,25 pg/mL. Na montagem da placa, primeiro foram adicionados os
estimulos e, em seguida, a suspensédo das células; a placa montada (Tabela 2) foi
incubada em estufa de CO2a 37°C, por 36 horas (+/- 6 horas). Finalizado o periodo
de incubacdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C, para

avaliacao posterior dos mediadores soluveis.
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Quadro 2 — Desenho do experimento de cultura de células para estimulo

200 uL de RPMI
completo

200 uL de células
Antigeno MOCK

200 uL de RPMI
completo

200 uL de células
Antigeno MOCK

PACIENTE
Negativo Negativo Antigeno Dengue  Antigeno Dengue

200 ML de
antigeno Dengue
200 uL de células
Antig.

200 uL de
antigeno Vero

200 uL de células

Antigeno PHA
200 pL de Ag PHA
200 pL de células
COMUNICANTE
Negativo

200 uL de RPMI
completo

200 uL de células
Antigeno MOCK

200 pL de
antigeno Vero

200 uL de células

Antigeno PHA
200 pL de Ag PHA
200 pL de células

Negativo
200 uL de RPMI

completo
200 uL de células
Antigeno MOCK

Chikungunya
200 puL de Ag

Chikungunya
200 pL de células

Antigeno Zika
200 uL de Ag Zika
200 pL de células

Antigeno Dengue

200 ML de
antigeno Dengue
200 uL de células
Antig.
Chikungunya
200 pL
antigeno
Chikungunya
200 uL de células
Antigeno Zika

200 uL de Ag Zika
200 pL de células

de

Antigeno Dengue

200 uL de
antigeno Dengue
200 uL de células
Ag Chikungunya

200 uL de
antigeno Dengue
200 uL de células
Antig.

200 pL
antigeno Vero
200 uL de células

de

Antigeno PHA
200 pL

antigeno PHA
200 uL de células

de

200 pL
antigeno Vero
200 uL de células

de

Antigeno PHA
200 pL

antigeno PHA
200 uL de células

de

200 pL
antigeno
Chikungunya
200 pL de células

de

Antigeno Zika
200 pL

antigeno Zika
200 uL de células

de

Chikungunya
200 uL

antigeno
Chikungunya

200 uL de células
Antigeno Zika
200 pL
antigeno Zika
200 uL de células

de

de

Fonte: Fiocruz Pernambuco (2019).

5.4 Niveis de citocinas, receptores de citocinas, quimiocinas e fatores

de crescimento

Para a determinacdo quantitativa dos niveis de citocinas, receptores de

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento foi utilizado o kit Human Cytokine

Magnetic 35-Plex Panel (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos da América). Antes

de iniciar os procedimentos, os reagentes foram mantidos em temperatura ambiente;

além disso, realizou-se um desenho de placa, indicando a localizagdo dos padrdes,

amostras e controles. Alguns reagentes do kit foram diluidos de acordo com a

recomendacao do fabricante, a saber:
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a) diluiu-se 50 mL da Wash Solution (em portugués: solucéo de lavagem) de 20x
para 1x apos a adicdo em 950 mL de agua deionizada e homogeneizada,;

b) em trés tubos, os trés Standards (em portugués: padrdes) liofilizados foram
reconstituidos com 50% do Assay Diluent (em portugués: diluente de ensaio)

e com 50% do meio de cultivo celular do experimento anterior (0o volume

adequado para diluicdo estava sinalizado no tubo fornecido pelo kit);

c) incubou-se os padrdes reconstituidos por 10 min;

d) terminada a incubacédo, os padrdes foram homogeneizados (sem utilizar
vortex para nao formar espuma) a fim de garantir a completa reconstituicao

e) ao fim, os padrdes foram incubados por mais 5 min.

O conteudo dos trés tubos combinados equivale ao volume de 1 mL.

Para o preparo da curva padrao, foram utilizados 8 tubos. No primeiro,
adicionou-se 100 pL de cada um dos trés padrdes reconstituidos, totalizando 300 uL
de Padrdo 1 (1:3). Nos outros 7 tubos, foram acrescentados 150 uL da mistura
diluente (50% do Assay Diluente e 50% do meio de cultivo celular do experimento
anterior). Feito isso, 75 pL foram retirados do primeiro tubo e adicionados no
segundo tubo, gerando o Padrdo 2 (1:9). A curva de diluicdo sucedeu-se dessa
maneira até o tubo de nimero 7 (Padrédo 7, 1:2107). O oitavo tubo funcionou como
branco, logo, nada foi adicionado a essa mistura diluente. Finalizado esse processo,
concluiu-se a curva padrao. As amostras utilizadas no experimento que excederam a
curva padrao foram diluidas com o meio de cultura utilizado no cultivo.

Na etapa seguinte, foi possivel dar inicio ao procedimento de captura do
analito. As beads (1X Antibody Beads) foram agitadas no vértex por 30 segundos e,
posteriormente, sonicadas por mais 30 segundos imediatamente antes do uso; em
seguida, 12,5 uL das beads foram adicionados em cada poco e a placa foi entéo
protegida da luz. Realizou-se a lavagem duas vezes com a adi¢do de 100 pL da
solucéo de lavagem; antes do descarte do sobrenadante, a placa de ensaio foi posta
em cima da placa magnética por um periodo de 30-60 segundos, com a intencéo de
acomodar as beads no fundo dos pocos; apos isso, o descarte foi realizado. Na
sequéncia, adicionou-se: (I) 12,5 uL do Incubation Buffer (em portugués: tampéo de
incubacédo) em cada poco; (Il) 25 yL da mistura diluente com padrées nos pogos
destinados aos padrdes; (Ill) 25 pyL do branco nos pocos correspondentes ao branco;

(IV) 12,5 pL do meio de cultivo utilizado; e (V) 12,5 yL das amostras nos pogos
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destinados as amostras. Ao final desse procedimento, a placa foi coberta e incubada
overnight, entre 2-8°C, sob agitacao.

No dia seguinte, o anticorpo de deteccéo (1X Biotinylated Detector Antibody)
foi preparado seguindo a proporgao de 50 yL de Biotin Diluent (em portugués:
diluente de biotina) e 5 yL de 10X Biotinylated Antibody (em portugués: anticorpo
biotinilado (10x)); esse volume de 55 yL é correspondente a dois pogos. O volume
total foi preparado de acordo com a quantidade de amostras a serem analisadas,
mas, antes, os pog¢os foram novamente lavados por duas vezes, com 100 pyL da
solucéo de lavagem, seguindo o protocolo de lavagem anteriormente citado.

Na sucessao, adicionou-se 25 pL do anticorpo de detecgao; feito isso, a placa
foi coberta e incubada a temperatura ambiente, por 1h, sob agitacdo. Apds a
incubacéo, a placa foi lavada mais duas vezes com 100 pL da solugdo de lavagem,
seguindo o protocolo, e, posteriormente, foram adicionados 25 yL da solugdo 1X
Streptavidin-RPE (proporgao de 5 uL de 10X Streptavidin-RPE (fotossensivel) em 50
ML do diluente RPE) em cada poco; a placa foi entdo coberta e incubada a
temperatura ambiente, por 30 min, sob agitacdo. Passado o periodo de incubacéo, o
liquido foi decantado e realizou-se lavagens por trés vezes, conforme protocolo, com
a adicao de 100 pL da solucéo de lavagem.

Por fim, antes da realizacdo da leitura, adicionou-se 75 pyL da solugédo de
lavagem e deixou-se a placa sob agitacdo por um periodo de 3 min. Os dados foram
obtidos utilizando o MAGPIX® Multiplexing Instrument (Luminex Corporation, Austin,
Estados Unidos da América). Os mediadores sollveis e suas respectivas
sensibilidades analiticas, de acordo com o fabricante, foram: EGF (< 5 pg/mL),
Eotaxin (< 0.5 pg/mL), FGF- basic (< 5 pg/mL), G-CSF (< 15 pg/mL), GM-CSF (< 0.5
pg/mL), HGF (< 5 pg/mL), IFN-a (< 5 pg/mL), IFN-y (< 0.5 pg/mL), IL-1a (< 0.5
pg/mL), IL-1B (< 0.05 pg/mL), IL-1RA (< 0.5 pg/mL), IL- 2 (< 0.5 pg/mL), IL-2R (< 25
pg/mL), IL-3 (< 5 pg/mL), IL-4 (< 1 pg/mL), IL-5 (< 0.5 pg/mL), IL-6 (< 0.5 pg/mL), IL-
7 (<5 pg/mL), IL-8 (< 0.5 pg/mL), IL-9 (< 0.5 pg/mL), IL-10 (< 0.5 pg/mL), IL-12 (< 1
pg/mL), IL-13 (< 5 pg/mL), IL-15 (< 10 pg/mL), IL-17A (< 1 pg/mL), IL-17F (< 10
pg/mL), IL- 22 (< 10 pg/mL), IP-10 (< 0.5 pg/mL), MCP-1 (< 5 pg/mL), MIG (< 5
pg/mL), MIP-1a (< 5 pg/mL), MIP-1B (< 5 pg/mL), RANTES (< 5 pg/mL), TNF-a (<
0.5 pg/mL), e VEGF (< 0.05 pg/mL).
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5.5 Niveis de HLA-G soluvel (HLA-Gs)

Os niveis de HLA-Gs (isoformas HLA-G1 e HLA-G5) foram mensurados, no
sobrenadante da cultura de células dos pacientes e de seus comunicantes, por meio
de ELISA do tipo sanduiche. Inicialmente, as placas de microtitulacdo de alta ligacao
(CORNING, Corning, Estados Unidos da América) foram sensibilizadas com 100 pL
do anticorpo de detecgdo, MEM-G/9: Mouse-a-human HLA-G mAb [10 pg/mL]
(EXBIO, Vestec, Republica Tcheca), diluido (1:100) em tampao fosfato — pH 7,2
(PBS 1x); e incubadas por 18 horas a 4°C.

Posteriormente, realizou-se quatro lavagens com 300 pL de PBS Tween 20 a
0,1% — pH 7,2 (SIGMA, Saint Louis, Estados Unidos da América); em seguida, o
blogueio foi realizado com 300 pL de DILUENT DAKO (DAKO, Brooklyn, Estados
Unidos da América) e deixado em incubacdo, com agitacédo leve de 90-120 minutos,
em temperatura ambiente. Finalizado esse periodo, procedeu-se com mais quatro
lavagens com 300 pL de PBS Tween 10 a 0,1% — pH 7,2, realizando-se, na
sequéncia, uma nova incubacdo com agitacdo leve. Feito isso, realizou uma
incubacédo apoés a adicdo de 50 yL de sobrenadante da cultura de células e/ou com o
padrdo, por um periodo de 45-60 minutos, em temperatura ambiente. Em cada poco
foram adicionados 50 puL de DILUENT DAKO para completar o volume final de 100
pL. O padréo foi diluido em uma curva de 5 pontos com concentra¢des de 200, 100,
50, 25 e 12,5 ng/mL (esse padrdo foi feito com a proteina HLA-G5 obtida do
sobrenadante da cultura de células do hibridoma MEM9G5).

Passado o periodo de incubacéo, lavou-se a placa mais quatro vezes com
300 pL de PBS Tween 10 a 0,1% — pH 7,2; na sucessao, adicionou-se 100 pL do
anticorpo de revelagdo Rabbit-anti-human B2microglobulin (DAKO, Brooklyn,
Estados Unidos da América) diluido (1:10.000) em PBS 1x; mais um processo de
incubacéo foi realizado por um periodo de 45-60 minutos, em temperatura ambiente.
Em seguida, outro processo de lavagem com 300 uL de PBS Tween 10 a 0,1% — pH
7,2 foi realizado por quatro vezes, uma nova incubagéo foi realizada com o 100 pL
do enhancer DAKO ENVISION System HRP rabbit (DAKO, Brooklyn, Estados
Unidos da América) diluido (1:200) por um periodo de 45-60 minutos, sob agitacéo
leve e em temperatura ambiente. Procedeu-se com mais um processo de lavagem,
conforme supracitado, e uma nova incubacéo foi realizada, dessa vez na auséncia

de luz e utilizando 150 pL de tetrametilbenzidina super sensitive (TMB5) (SIGMA,
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Saint Louis, Estados Unidos da América) por um periodo de 20 minutos. A reacao foi
finalmente revelada por meio da adicdo de 100 pL de HCI 1N.

As densidades Opticas, por fim, foram medidas a 450 nm utlizando o
software MultiScan FC. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e os
niveis de sHLA-G total foi determinado por meio da curva padrdo com cinco pontos,
utilizando diluicbes de HLA-G5 calibrado como reagente. Os resultados foram

expressos em ng/mL.

5.6 Analise Estatistica

Os niveis dos mediadores soluveis, incluindo o HLA-G, foram analisados
através da média e mediana com o software SPSS (versdo 20 (SAS Institute, Cary,
NC)) e GraphPad Prism (versdo 5.01 (GraphPad Software, Inc.), sendo o P-valor <
0,05, considerado significante. Os dados clinicos foram avaliados por meio de
andlise descritiva. Para averiguar se os dados obtidos seguiam a distribuicdo
Gaussiana, foram utilizados os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk. Nas andlises de amostras relacionadas, utilizou-se Wilcoxon; para as
analises paramétricas utilizou-se Levene mais teste t; enquanto que, para as
analises nao-paramétricas, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram empregados. As
correlagcdes entre os 36 mediadores soluveis foram avaliadas por meio do
Coeficiente de Correlacdo de Spearman, e apenas Rho > 0.9 e P < 0,01 foram

considerados.
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6 RESULTADOS

Na sequéncia do texto, apds executada as metodologias descritas
anteriormente, estdo detalhados os resultados obtidos.

6.1 Perfil da populacdo de estudo

O estudo foi composto por 16 pacientes atendidos no Setor de Neurologia do
HR, em Recife, entre 2015 e 2016, com diagndstico clinico e laboratorial de infec¢ao
por arbovirus, seguida por complicacbes neurolégicas. Seis pacientes foram
confirmados como portadores de encefalite e dez como portadores de sindrome de
Guillain-Barré secundaria a arbovirose. A imunidade de memdéria desses pacientes
foi avaliada comparando os niveis de varios mediadores solluveis liberados no
sobrenadante de cultura de PBMCs estimulados com MOCK, PHA, CHIKV, DENV e
ZIKV. Em conjunto, alguns mediadores soluveis, IL-10 (P = 0,023), IL-12 (P = 0,015),
VEGFA (P = 0,009) e IFN-a (P = 0,035) apresentaram-se aumentados na presenca
dos estimulos com DENV, CHIKV e ZIKV em relacdo a cultura sem estimulo. Além
desses, os mediadores MIG (P = 0,053) e IL-1a (P = 0,078) também apresentaram
niveis elevados, porém sem atingir a significancia estatistica.

Esses resultados sdo observacionais e apenas demonstram o aumento
significativo desses mediadores, mas sem relacdo com a apresentacdo clinica da

doenca.

6.2 Influéncia do antigeno normal (MOCK) sobre o perfil de expressao
dos mediadores

Considerando que antigenos virais utilizados no estudo de desafio (DENV,
ZIKV e CHIKV) foram obtidos no sobrenadante da cultura dos respectivos virus em
células VeroEG6 (linhagem celular derivada do rim do macaco verde africano), apos a
inativacao viral, purificagdo e concentracdo biofisica, nos utilizamos como controle
negativo o sobrenadante das células VeroE6 nao infectadas (MOCK) submetidas
aos mesmos processos da cultura infectada para avaliar a existéncia de uma
resposta imunoldgica inespecifica aos antigenos de células VeroE6. Para tanto,

comparou-se a expressao dos mediadores sollUveis produzidos pela cultura de
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PBMC sem estimulo (NEG) (n = 16) com os resultados obtidos a partir da cultura na
presenca do MOCK (n = 16). Diferencas significativas foram observadas nos niveis
de RANTES (P = 0,039), MIP-1a (P = 0,044), IL-9 (P = 0,049), MIG (P = 0,026) e IL-
8 (P =0,049) (Figura 6A-D).

Além desses resultados, houve tendéncia estatistica a significancia em
relacdo a IL-17F (P = 0,069), IFN-a (P = 0,063) e IL-4 (P = 0,055) (Figura 6E-H).
Como os PBMCs responderam de forma inespecifica ao antigeno MOCK, todas as
subsequentes analises de expressdo dos mediadores aos estimulos virais foram
comparadas com a expressao induzida pelos antigenos MOCK, e ndo mais com a

cultura sem estimulo (NEG).
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Figura 6 — Resposta imunoldgica inespecifica de PBMC aos antigenos MOCK
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Fonte: O autor.
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Legenda: (A-E) Mediadores sollveis com diferenga estatistica significante (aumentados) em relacéo
ao estimulo de MOCK. (F-H) Mediadores solUveis que demonstraram tendéncia a diferenca
estatistica. NEGATIVO (n = 16) e MOCK (n = 16). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk e

Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Wilcoxon.
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6.3 Resposta imunoldégica de memoria de pacientes com historico de

neuroarbovirose a antigenos de arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV)

O perfil da resposta imunoldgica de memdria foi avaliado considerando os
estimulos virais individualmente (DENV, ZIKV e CHIKV) (n = 16), em relacdo ao
estimulo MOCK (n = 16). Como resultado, verificou-se que os diferentes estimulos
virais mostraram diferencas na expressdo dos mediadores soluveis, conforme
descrito: a resposta de memoria aos antigenos DENV foi caracterizada pelo
aumento de IL-12 (P = 0,017) e IL-2R (P = 0,023) (Figura 7A-B); a resposta mediada
pelo ZIKV foi caracterizada pelo aumento de IL-2R (P = 0,038) e MIP-183 (P = 0,070),
com este Ultimo ndo atingindo a significancia estatistica (Figura 7C-D); e a resposta
de memoria aos antigenos de CHIKV foi caracterizada pelo aumento de IL-10 (P =
0,015), IL-17A (P = 0,031) e MIG (P = 0,030) (Figura 7E-G).
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Figura 7 — Resposta imunoldgica de memoria em cultura de células mononucleares de pacientes
com histérico de neuroarbovirose desafiadas com antigenos dos arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV)
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-B) Mediadores sollveis diferencialmente expressos (aumentados) em relagdo a DENV.
(C-D) Mediadores solluveis diferencialmente expressos e com tendéncia estatistica, em relacdo a em
relagdo a ZIKV. (E-G) Mediadores soluveis diferencialmente expressos em relagdo a CHIKV. MOCK,
DENV, CHIKV e ZIKV (n = 16, cada). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Wilcoxon.
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6.4 Perfil imunolégico de memodria de pacientes de acordo com a

sindrome neurolégica secundaria a arbovirose

A diferenca da resposta de memoéria de pacientes com historico de
acometimento do sistema nervoso central (encefalite, n = 6) e do periférico
(Sindrome Guillain-Barré, n=10), secundarios a arbovirose, foi analisada
comparando-se 0s niveis de mediadores em sobrenadante de cultura de células
mononucleares de pacientes, frente ao desafio com antigenos de arbovirus (DENV,
ZIKV e CHIKV).

Na presenca de antigenos DENV, as células dos pacientes com historico de
encefalite apresentaram um aumento dos niveis de IL-15 (P = 0,075) e IL-2 (P =
0,078), quando comparados a SGB, porém essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Entretanto, o estimulo com antigeno de ZIKV mostrou um aumento
significante nos niveis de IL-12 (P = 0,005), EOTAXIN (P = 0,016), MIG (P = 0,016),
IL-7 (P = 0,028), IL-2 (P = 0,031), FGF (P = 0,032), IL-5 (P = 0,035), TNF-a (P =
0,042) (Figura 8A-H). Além desses, o IL-4 (P = 0,066) mostrou uma tendéncia a

significancia estatistica.
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Figura 8 — Perfil de resposta imunoldgica de meméria considerando apenas o histérico de
neuroarbovirose sob estimulo de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-H) Mediadores soluveis diferencialmente expressos sob estimulo de ZIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite. ENCEFALITE (n = 6) e SGB (n = 10). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Mann-
Whitney para os casos ndo paramétricos e Levene+Teste t (considerando igualdade de variancias
assumidas ou nao) para testes paramétricos.

As células mononucleares dos pacientes com histérico de encefalite também
responderam ao estimulo com CHIKV aumentando os niveis IFN-a (P = 0,007), IP-
10 (P = 0,016), IL-1a (P = 0,022), TNF-a (P = 0,022), EGF (P = 0,022), EOTAXIN (P
= 0,031), IL-2R (P = 0,042), IL-9 (P = 0,042), IL-4 (P = 0,042) (Figura 9A-I). Além
desses, outros mediadores demonstram uma tendéncia a significancia estatistica: IL-
10 (P = 0,056), IL-13 (P = 0,056), IL-5 (P = 0,056), IL-7 (P = 0,056), MIG (P = 0,056)
e IL-15 (P = 0,074).
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Figura 9 — Perfil de resposta imunoldgica de meméria considerando apenas o histérico de
neuroarbovirose sob estimulo de CHIKV

25x10%7 P=0,031 40:0%7 p = 0,022 3.0x40%7 p =g 022
2 20000 =" = gg"iga Ol ~ 2540° == .
. LUXC
= £
& 15x0° ° £ 2sa0 g 200 .
z £ 2.0x10° £ 15100
5 = L 2.0x10° B 15x0° -
< 1.0x0? @ 1540 A 10x0°
2 somo: ° — 10x10° =
= = 5.0x102 —— — 5.0x10? =
0 = —Sosevesee 0 =" VU DOV 0 - ® e ae
ENCEFALITE SGB ENCEFALITE SGB ENCEFALITE SGB
8.0x10°7p = - 5.0x10%7 p=
s P=0007 14x0° P=0042 _ 20401 P=0.022
- ~ 1.2x10% T 4.0x10° 8
2 6.0x10° 3
£ 5.0x103 - £ 1.0x10° % g,gﬁgz .
[=2] N = A
£ 40a0° = 8 80x0° 2 25408
3 4040 > , g 25400 -
& 3.0x0° = 6.0x10 - =3 2,0)(103
- _Eﬂ_
— 2.0x10° ° = 4.0x10? s ® [ }.g:llga
1.040° o 2.0x10° - R ~ 50x0° - .
0 == —o000000— 0 = —eooseese— 0 ] —ooveosee—
ENCEFALITE SGB ENCEFALITE SGB ENCEFALITE SGB
1.0x10% 9 o _ 1.0x10% p = 1.0x10*
9.0x0° { P =0.016 gom00] 770042 9.0x10° { P=0.042
X n X X
5 8.0x10° T 8.0x103 =8 ~ 8.0x103 o
£ 7.0x10° E 7.0x10° —E‘ 7.0x10°
> 6.0x10° 3 60x10° S 6.0x10° .
£ 50x0° < 5.0x108 & 5.0x10°
S 5.0x0° & 5040° < 5.0x0°
4 4.0x0° s ) 4.0x10° 4 4.0x10° -
= 3.0x10° = 3.0x10° = — 3.0x10° —e—
= 2.0x0° - = 2.0x10° — 2.0x0°
1.0x10° - . ® 1.0x10% 1.0x10° - o
0 = —4ovees- 0 omm B 0 = —eseeeses
ENCEFALITE SGB ENCEFALITE SGB ENCEFALITE SGB

Fonte: O autor.

Legenda: (A-I) Mediadores solluveis diferencialmente expressos sob estimulo de CHIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite. ENCEFALITE (n = 6) e SGB (n = 10). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Mann-
Whitney para os casos ndo paramétricos e Levene+Teste t (considerando igualdade de variancias
assumidas ou nao) para testes paramétricos.

Posteriormente, nGs comparamos o0s niveis dos mediadores solaveis nas
culturas dos pacientes com histérico de encefalite por CHIKV (n = 3), ou infec¢éo
multipla por flavivirus e CHIKV (n = 2), e ndo encontramos diferenca estatistica (P >
0,2), sugerindo que independente da etiologia do agente infeccioso as respostas
imunes de memadria nos pacientes com historico de encefalite foram semelhantes.
Contudo, comparando os niveis dos mediadores soluveis em cultura de pacientes
com historico de SGB por flavivirus (n = 3), ou infecgdo multipla por flavivirus (DENV e
ZIKV) e CHIKV (n = 4), encontramos na infecgdo maltipla o aumento nos niveis de IL-
4, IL-2R, IL-7, TNFa, IL-9, IL-17F, HGF, EGF, GM-CSF, Eotaxin e IL-12 em resposta
ao estimulo com CHIKV; o aumento de IFN-y apenas nas culturas estimuladas com
antigenos de ZIKV, e ainda o aumento de IL-2, IL-17A, IL-22, IL-13 e FGF em

resposta ao estimulo com ambos os antigenos, de CHIKV e ZIKV, mas em todos 0s
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casos a significancia estatistica ndo foi atingida (P = 0,057) com o niumero reduzido
de amostras analisadas.

Devido a tendéncia estatistica para a diferenca nos niveis desses mediadores
soluveis na SGB secundaria a diferentes agentes etiologicos, nds repetimos a anélise
da resposta imune de memodria considerando trés grupos de acordo com o
diagnéstico neurolégico: encefalite, SGB por flavivirus e SGB por infec¢cdo multipla por
flavivirus e CHIKV.

Sob o estimulo do antigeno ZIKV foi visto que as células obtidas de individuos
portadores de encefalite apresentam aumento na expressao dos mediadores FGF (P
= 0,032) e IL-12 (P = 0,024) (Figura 10A-B). Além desses, observou-se um aumento
dos mediadores IL-13 (P = 0,063), IL-15 (P = 0,052), IL-5 (P = 0,077), IFN-y (P =
0,077), IL-7 (P = 0,054) e MIG (P = 0,060), entretanto sem atingir a significancia

estatistica.

Figura 10 — Perfil de resposta imunoldgica de memoéria considerando histérico de neuroarbovirose
secundario a infeccao por arbovirus sob estimulo de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-B) Mediadores soluveis diferencialmente expressos sob estimulo de ZIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite secundaria a infeccdo por CHIKV e flavivirus.
ENCEFALITE secundaria a infecgao por flavivirus + CHIKV (n = 5), SGB secundaria a infeccdo por
flavivirus (n = 3) e SGB secundéria a infecg¢éo por flavivirus + CHIKV (n = 4). Teste de normalidade
realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Kruskal-Wallis.

O desafio com o antigeno CHIKV fez com que as células de portadores de
encefalite apresentassem aumento na expressdo dos mediadores FGF (P = 0,046),
IL-10 (P = 0,033), EGF (P = 0,041), IL-17F (P = 0,041), TNF-a (P = 0,034), IL-3 (P =
0,048), IL-22 (P = 0,039), IL-4 (P = 0,038) (Figura 11A-B;D-l). J4& nas células de

Y

portadores de SGB, secundéaria a infeccdo por CHIKV e flavivirus, foi visto um
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aumento de IL-12 (P = 0,044) (Figura 11C). Além desses, foram observadas
tendéncias a significancia estatistica entre os mediadores IL-17A (P = 0,066), GMCSF
(P =0,069), IL-15 (P = 0,059), IL-1a (P = 0,071), IL-9 (P = 0,056), IL-1RA (P = 0,077),
IL-7 (P = 0,061) e IL-2R (P = 0,051), todos aumentados nas células de portadores de

encefalite.
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Figura 11 — Perfil de resposta imunoldgica de meméria considerando histérico de neuroarbovirose
secundario a infeccéo por arbovirus sob estimulo de CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-B; D-l) Mediadores solaveis diferencialmente expressos sob estimulo de CHIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite secundaria a infeccdo por CHIKV e flavivirus. (C)
Mediador solivel com expressédo aumentada em portadores de SGB secundéaria a infeccdo por
CHIKV e flavivirus ENCEFALITE secundaria a infeccdo por flavivirus + CHIKV (n = 5), SGB
secundaria a infeccdo por flavivirus (n = 3) e SGB secundéria a infec¢éo por flavivirus + CHIKV (n =
4). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Kruskal-Wallis.

6.5 Proporcao entre a mediana dos niveis de mediadores imunolégicos
soltveis induzidos nas PBMCs de pacientes com histérico de
neuroarbovirose submetidas a diferentes estimulos antigénicos
(MOCK, ZIKV e CHIKV)

Considerando que a resposta imune induzida nos PBMCs pelos antigenos de
arbovirus depende da exposicdo prévia do individuo aos antigenos testados, e que
essa exposicao depende do diagndstico etioldgico da neuroarbovirose, quer seja por
CHIKYV, ZIKV/DENV ou ambos, e ainda a apresentacao clinica da doenca (encefalite

ou SGB) pode estar associada a diferencas na qualidade da resposta imune, foi
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investigada a proporcao entre a mediana dos niveis de cada molécula em diferentes
cenarios determinado pelo tipo de doenca e agente etioldgico. Devido a limitacdo do
namero de amostras para cada cenario, foram consideradas apenas grupos com
pelo menos dois individuos, e a diferenca nos niveis de moléculas de pelo menos
cinco vezes entre as condicdes testadas.

Em relacdo aos individuos que tiveram SGB secundaria a arbovirose, foram
comparados os grupos acometidos por CHIKV (SGBchikv (n = 2)), Flavivirus (ZIKV
e/ou DENV, SGBflav (n = 3)) ou ambos (CHIKV e Flavivirus, SGBambos (n = 4))
(Apéndice B). As células de individuos SGBflav apresentaram resposta ao estimulo
MOCK com aumento de sHLA-G (19X e 16X) e MIP-1a (56X e 7X) em relacdo aos
individuos SGBchikv e SGBambos respectivamente. O estimulo MOCK também
induziu aumento de 10X e 6X nos niveis RANTES de SGBflav e SGBambos em
relacdo a SGBchikv, e ainda o aumento de 6X e 12X em IL-7, nos individuos
SGBambos em relacdo a SGBchikv e SGBflav. Diante desse resultado, as
alteracdes nas proporcdes dos niveis de sHLA-G, MIP-1a, RANTES e IL-7 para os
individuos com historico de SGB secundéria a arbovirose ndo foram consideradas.

As PBMCs estimuladas com antigeno de ZIKV induziram um aumento nos
niveis de IL-2R (10X e 10X), IL-1B8 (18X e 26X), IFN-y (21X 14X) nos individuos
SGBambos em relacdo aqueles SGBflav e SGBchikv, respectivamente. Ademais, 0s
niveis de IL-1a (7X e 14X), IL-5 (9X e 15X) e IL-6 (4X e 5X) foram respectivamente
maiores em SGBchikv e SGBambos em relacdo aos niveis obtidos em SGBflav, com
menor proporc¢ao a diferenca nos niveis de IL-6 nesse cenario.

Quando as PBMCs foram estimuladas com antigeno de CHIKV, os individuos
com SGBchikv e SGBambos apresentaram, respectivamente, maiores niveis de IL-
1a (7X e 16X), IL-1B (7X e 30X), IFN-y (16X e 89X) do que aqueles com SGBflav. Ja
os niveis de IL-5, IL-12 e MIG foram maiores nos SGBchikv em relacdo a SGBflav
em 10X, 7X e 9X, respectivamente; maiores nos SGBambos em relagéo a SGBchikv
em 19X, 7X e 6X, respectivamente, e superior em SGBambos em relacdo a SGBflav
atingindo valores de 190X, 49X e 56X, respectivamente, sugerindo um efeito aditivo
no caso de sensibilizagéo prévia com CHIKV e Flavivirus. Aumento nos niveis de IL-
6 (68X e 27X), IL-1RA (12X e 7X), VEGFA (10X e 5X) e IL-10 (8X e 4X) foram
observados nos individuos SGBchikv e nos SGBambos em relagéo aqueles SGBflav
respectivamente, os menores valores encontrados nos individuos com sensibilizacao
previa a ambos os arbovirus. O maior aumento de GMCSF (19X e 46X), IL-13 (16X
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e 36X), TNF-a (10X e 20X), IL-4 (7X e 14X), IL-9 (9X e 13X) e IFN-a (7X e 11X) em
SGBambos em relacdo a SGBchikv e SGBflav respectivamente, com um aumento
discreto (1,5X - 2,4X) em SGBchikv em relagcdo a SGBflav foi observado. A IL-8 foi a
Unica molécula que apresentou um aumento em SGBflav sob estimulo de CHIKV em
relacdo a SGBchikv (30X) e SGBambos (15X).

Em relacdo aos individuos que tiveram encefalite secundaria a arbovirose,
foram comparados os grupos com histoérico de acometimento por CHIKV (ENCchikv
(n = 3)) ou por ambos arbovirus (CHIKV e Flavivirus, ENCambos (n = 2)) (Apéndice
C). Os individuos ENCchikv apresentaram maiores niveis de IL-3 e IL-15 quando
estimulados com MOCK em relacédo aos individuos ENCambos. Por outro lado, os
individuos ENCambos apresentaram maiores niveis de IFN-aq, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12,
IP-10 do que os ENCchikv em resposta ao MOCK. Adicionalmente, foi observado
resposta ao MOCK com producdo de RANTES, IL-6, HGF, IL-17F, entretanto os
niveis produzidos pelas células de individuos com antigeno de arbovirus foi muito
superior ao inespecifico induzido pelo MOCK e, portanto, foram considerados na
andlise.

Os individuos ENCambos apresentaram trés tipos de resposta ao desafio
antigénico quando comparados aos ENCchikv. Na primeira, foi observado o
aumento dos niveis de mediadores imunes aos estimulos antigeno ZIKV e CHIKV,
com a maior produgdo de RANTES (1024X e 1822X), IL-6 (333X e 119X), MCP-1
(45X e 188X) e IL-8 (6X e 27X) respectivamente. Na segunda, foi observado apenas
o aumento de mediadores ao estimulo com antigeno de ZIKV, com maiores niveis
de HGF (22X), MIP-1a (9X) e IL-13 (8X). E na terceira, foi observado aumento de
moléculas imunes apenas em resposta ao estimulo com CHIKV, com maiores niveis
de IL-17F (123X), IL-IRA (90X), IFN-y (27X), FGF (11X) e MIP-1B (7X),
respectivamente.

Os individuos ENCchikv apresentaram niveis de IL-22 (12X) e IL-2 (36X)
superiores aos observados nos ENCambos em resposta ao estimulo com antigenos
de CHIKV; e niveis de TNF-a (42X), IL-2R (14X), MIG (11X), GMCSF (10X), IL-1a
(10X), IL-1B (8X), IL-9 (9X) em resposta ao estimulo com antigeno de ZIKV.

Esses resultados mostram a complexidade das respostas imunes de memoria
dos pacientes com diferentes exposi¢cdes prévias aos arbovirus, mas alguns pontos
podem ser ressaltados, como nos pacientes que tiveram encefalite secundaria a

CHIKV e apresentaram resposta ao antigeno de CHIKV com o aumento da produgéo
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de IL-22 e IL-2, e também o fato dos pacientes com histérico de encefalite por
infeccdo multipla terem respondido tanto ao estimulo por ZIKV e CHIKV com os
maiores niveis de RANTES, IL-6, MCP-1 e IL-8.

6.6 Perfil imunoldgico de pacientes com histérico de neuroarbovirose em

relacdo ao seu comunicante intradomiciliar

A resposta imune de memoéria de pacientes com histérico de
neuroarboviroses, encefalite e SGB, em relacdo a resposta de seu comunicante
intradomiciliar ndo geneticamente relacionado (conjuge), exposto a fonte de
infeccdo, mas sem a doenga clinica, foi avaliada em PBMCs frente ao desafio com
os estimulos ZIKV e CHIKV. Na presenca do estimulo com CHIKV, os pacientes
apresentaram uma tendéncia estatistica ao aumento da expressao de MIP-1a (P =
0,073); enquanto o estimulo com ZIKV induziu um aumento na expressdo de
RANTES (P = 0,017) (Figura 12).

Figura 12 — Perfil imunoldgico de pacientes com historico de neuroarbovirose em relacéo ao seu
comunicante intradomiciliar, sob estimulo de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: Mediador solGvel diferencialmente expresso sob estimulo de ZIKV e que demonstra
aumento nos casos de pacientes portadores de neuroarbovirose. Pacientes e comunicantes (n = 16,
cada). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada
com Mann-Whitney.

Em relacdo a encefalite, os comunicantes apresentaram aumento dos niveis

de IL-1a (P = 0,041) no sobrenadante das culturas estimuladas com antigenos de
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ZIKV (Figura 13A), e de IL-15 (P = 0,026) quando o estimulo foi o antigeno de

CHIKV (Figura 13B) em relacao aos seus respectivos familiares com encefalite.

Figura 13 — Perfil imunolégico de pacientes com histérico de encefalite, secundéria a infec¢éo por
arbovirus, em relagcdo ao seu comunicante intradomiciliar, sob estimulos de ZIKV e CHIKV
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Fonte: O autor.
Legenda: (A) Mediador soluvel diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de ZIKV

em relacdo a pacientes com encefalite secundéria a infeccdo por arbovirus. (B) Mediador solivel
diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de CHIKV em relagdo a pacientes com
encefalite secundéaria a infec¢do por arbovirus. Pacientes e comunicantes (n = 6, cada). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Mann-Whitney.

Por outro lado, os pacientes com histérico da SGB apresentaram aumento
dos niveis de RANTES (P = 0,043) em sobrenadante da cultura de PBMCs
estimuladas com antigeno de ZIKV (Figura 14A), e aumento nos niveis de IP-10 (P =
0,035) ao estimulo com antigenos de CHIKV (Figura 14B), em relacdo aos niveis

obtidos com PBMCs dos seus comunicantes intradomiciliares.

Figura 14 — Perfil imunolégico de pacientes com histérico de SGB, secundéria a infeccéo por
arbovirus, em relacdo ao seu comunicante intradomiciliar, sob estimulos de ZIKV e CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A) Mediador soluvel diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de ZIKV
em relacdo a pacientes com SGB secundéaria a infeccdo por arbovirus. (B) Mediador solGvel
diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de CHIKV em relacdo a pacientes com

SGB secundaria a infeccdo por arbovirus. Pacientes e comunicantes (n = 10, cada). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Mann-Whitney.
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6.7 Correlacbes dos mediadores imunoldgicos soluveis induzidos nas
PBMCs de pacientes com histérico de neuroarbovirose e seus
comunicantes, submetidas a diferentes estimulos antigénicos (ZIKV
e CHIKV)

Estudo de correlacéo reciproca de moléculas soluveis produzidas por PBMCs
de pacientes com historico de encefalite secundaria & infeccéo por arbovirus (DENV,
ZIKV e CHIKV), e induzidas por antigenos de ZIKV em cultura de tecido (Figura 15A)

foi realizado em paralelo ao estudo com células dos seus comunicantes

intradomiciliares (Figura 15B). A representacdo grafica das correlacdes positivas e
negativas com rho > 0.9 e P < 0,01 destacam um maior conjunto de moléculas com
correlagéo perfeita (rho = 1) no grupo de pacientes com encefalite sob o estimulo de
antigenos ZIKV. A reducéo relativa nos pacientes dos niveis de IL-1a em relacéo a
seus comunicantes esta correlacionada positivamente aos niveis de IL-9, IL-12 e
IFN-y e negativamente aos niveis de MIP-13. A rede de moléculas reciprocamente
relacionadas nos comunicantes ndo apresenta a influéncia de IL-1a, apesar dela
esta relativamente aumentada. Todos 0s comunicantes de pacientes de encefalite

foram positivos para IgG anti-flavivirus.

Figura 15 — Estudo de correlagdo dos mediadores sollveis expressos em PBMCs de pacientes com
histérico de encefalite e seus respectivos comunicantes diante de antigenos de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A) Correlacdes existentes entre os mediadores sollveis expressos no sobrenadante da
cultura de PBMCs de pacientes com histérico de encefalite diante do desafio com ZIKV (B)
Correlagbes existente entre os mediadores sollveis expressos no sobrenadante da cultura de PBMCs
de comunicantes intradomiciliares de pacientes com historico de encefalite diante do desafio com
ZIKV. Pacientes e comunicantes (n = 6, cada). Teste utilizado: Coeficiente de Correlagdo de
Spearman, apenas rho > 0.9 e P < 0,01 foram considerados. Duas ou mais moléculas separadas por
(:) significa correlagdo de 1 (comportamento idéntico), moléculas separadas por (/) tém correlacéo
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semelhante para todas as moléculas em graus diferentes, mas todas acima de 0,9 (muito forte).
Linhas em azul correspondem a correlacdo positiva, e em laranja corresponde a correlacdo negativa.

Em relacdo ao estimulo com CHIKV, 0s comunicantes apresentam um
aumento de IL-15 e uma correlacéo positiva (rho=1) com IL-17A e GMCSF, ja nos
pacientes de encefalite os niveis de IL-15 e GMCSF apresentam correlacdo negativa
com IL-8 (Figura 16). Outra diferenca € que nos pacientes a correlagcéo positiva entre
MIG e IL-9, enquanto nos comunicantes o nivel de MCP-1 exerce correlacéao
negativa sobre o MIG e o IL-9. Ademais, os niveis de sHLA-G e IL-6 exercem
correlacdo positiva sob a quimiocina IL-8 e indiretamente correlacdo negativa com
moléculas antivirais IFN-a e IFN-y. Dois comunicantes de pacientes com encefalite,
um por CHIKV e outro com infeccdo mista, apresentaram positividade para IgG anti-
CHIKV.

Figura 16 — Estudo de correlagdo dos mediadores sollveis expressos em PBMCs de pacientes com
histérico de encefalite e seus respectivos comunicantes diante de antigenos de CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A) Correlacdes existentes entre os mediadores solUveis expressos no sobrenadante da
cultura de PBMCs de pacientes com histérico de encefalite diante do desafio com CHIKV (B)
Correlagbes existente entre os mediadores sollUveis expressos no sobrenadante da cultura de PBMCs
de comunicantes intradomiciliares de pacientes com historico de encefalite diante do desafio com
CHIKV. Pacientes e comunicantes (n = 6, cada). Teste utilizado: Coeficiente de Correlacdo de
Spearman, apenas rho > 0.9 e P < 0,01 foram considerados. Duas ou mais moléculas separadas por
(:) significa correlacdo de 1 (comportamento idéntico), moléculas separadas por (/) tém correlagédo
semelhante para todas as moléculas em graus diferentes, mas todas acima de 0,9 (muito forte).
Linhas em azul correspondem a correlacao positiva, e em laranja corresponde a correlacao negativa.

A correlagéo reciproca de moléculas soltveis em cultura de PBMCs induzida
com antigeno ZIKV também foi avaliada nos pacientes com SGB e seus

comunicantes (Figura 17). Apenas um comunicante de paciente com SGB causado
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por CHIKV foi negativo para IgG anti-flavivirus e anti-CHIKV. Outro comunicante de
paciente com SGB causada por infeccdo mista testou positivo para IgG anti-CHIKV.
Sob o estimulo de antigenos de ZIKV, foi observado um aumento de RANTES nos
pacientes, mas a sua influéncia sobre os niveis de outros mediadores solUveis ndo
foi forte pelos critérios adotados na analise. Entretanto, observa-se que a
complexidade das interacbes entre as moléculas solaveis identificadas nos
comunicantes ficou mais ordenada do que nos pacientes, que apresentaram VAarios
grupos de moléculas com correlagbes positivas perfeitas (rho=1), sugerindo uma

diferenciacédo na resposta imune desses pacientes.

Figura 17 — Estudo de correlagdo dos mediadores sollveis expressos em PBMCs de pacientes com
histérico de SGB e seus respectivos comunicantes diante de antigenos de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A) Correlacdes existentes entre os mediadores solUveis expressos no sobrenadante da
cultura de PBMCs de pacientes com histdrico de SGB diante do desafio com ZIKV (B) Correlacdes
existente entre os mediadores sollUveis expressos no sobrenadante da cultura de PBMCs de
comunicantes intradomiciliares de pacientes com histérico de SGB diante do desafio com ZIKV.
Pacientes e comunicantes (n = 10, cada). Teste utilizado: Coeficiente de Correlacdo de Spearman,
apenas rho > 0.9 e P < 0,01 foram considerados. Duas ou mais moléculas separadas por (:) significa
correlacdo de 1 (comportamento idéntico), moléculas separadas por (/) tém correlacdo semelhante
para todas as moléculas em graus diferentes, mas todas acima de 0,9 (muito forte). Linhas em azul
correspondem a correlacdo positiva, e em laranja corresponde a correlacéo negativa.

Ainda considerando a SGB, a correlacéo reciproca das moléculas soluveis
produzidas pelas PBMCs induzidas por antigenos de CHIKV em cultura de tecido
mostrou redu¢do no numero de moléculas na rede de correlacdo exercendo
influéncia umas sobre as outras, e ndo associada ao aumento da IP-10 observado
(Figura 18).
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Figura 18 — Estudo de correlagdo dos mediadores sollveis expressos em PBMCs de pacientes com
histérico de SGB e seus respectivos comunicantes diante de antigenos de CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A) Correlacdes existentes entre os mediadores sollveis expressos no sobrenadante da
cultura de PBMCs de pacientes com histérico de SGB diante do desafio com CHIKV (B) Correlagbes
existente entre os mediadores sollUveis expressos no sobrenadante da cultura de PBMCs de
comunicantes intradomiciliares de pacientes com histérico de SGB diante do desafio com CHIKV.
Pacientes e comunicantes (n = 10, cada). Teste utilizado: Coeficiente de Correlacdo de Spearman,
apenas rho > 0.9 e P < 0,01 foram considerados. Duas ou mais moléculas separadas por (:) significa
correlagdo de 1 (comportamento idéntico), moléculas separadas por (/) tém correlacdo semelhante
para todas as moléculas em graus diferentes, mas todas acima de 0,9 (muito forte). Linhas em azul
correspondem a correlagéo positiva, e em laranja corresponde a correlagéo negativa.
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7 DISCUSSAO

O perfil de expressdo de 36 moléculas sollveis foi avaliado em 16 pacientes
com manifestacdes neurologicas (encefalite e SGB) secundarias a infecgdo por
arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV) e seus respectivos comunicantes. Os pacientes
com neuroarbovirose estavam na fase convalescente da infeccdo, diante disso, o
perfil de mediadores produzidos por suas PBMCs estimuladas com antigenos de
diferentes arbovirus correspondem a uma avaliacdo da imunidade de memodria
desses individuos; além disso, comparamos o perfil de mediadores produzidos pela
analise dos PBMCs dos seus comunicantes intradomiciliares ndo geneticamente
relacionados (conjuge), a fim de verificar a diferenga na modulagdo da resposta
imunolégica que possa ter contribuido para o desenvolvimento do quadro
neuroldgico, assumindo que ambos paciente e comunicante tiveram o mesmo grau
de exposicao viral.

A principal limitacdo desse estudo é o0 nuamero de duplas
paciente/comunicante analisado, em consequéncia as dificuldades no recrutamento
dos cbnjuges devido a sua atividade laboral e a distancia do hospital. O
agendamento com duplas de participantes foi realizado por telefone e de forma
recorrente cancelado pela dificuldade de deslocamento dos voluntarios da pesquisa.
Outro limitante foi a execucdo do experimento, desenhado para avaliar
simultaneamente a imunidade humoral e a imunidade celular (ndo apresentada) das
PBMCs dos pacientes e comunicantes em seis diferentes condi¢cdes de crescimento,
onde o tempo de experimentacdo completa € de uma semana, sendo possivel
realizar no maximo duas duplas por semana. Ainda, 0s pacientes variaram em
relacdo a apresentacédo clinica da doenca, encefalite ou SGB, e a infec¢do quanto
ao agente etiolégico unico ou mudltiplo, tendo contribuido para que as respostas
imunoldgicas de memoria desses individuos se apresentassem de forma complexa e
variavel. Como consequéncia dessa variabilidade mesmo analisando as medianas
dos niveis dos mediadores soluveis ndo foi possivel atingir a significancia em
algumas andlises, desta forma optamos por analisar o perfil de expressdo das
diferentes moléculas comparando a propor¢éo entre as medianas das moléculas nas
diferentes analises realizadas.

Os niveis de 21 das 36 moléculas estudadas em sobrenadante de PBMCs de

pacientes de encefalite desafiados com estimulo MOCK foram superiores em 50X ou
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mais aos nhiveis obtidos dos pacientes de SGB, sugerindo a maior responsividade
imunologica dos pacientes que desenvolveram encefalite secundaria a arbovirose.
Os pacientes de encefalite por infeccdo mdultipla tiveram uma resposta imune
priméria aos estimulos MOCK superior aqueles que tiveram monoinfec¢do por
CHIKV, com o aumento de quimiocinas (RANTES e IP-10), citocinas inflamatdrias
(IL-6, IL-1a e IL-1B), com propriedades antivirais (IFN-a), proliferativa (IL-5, IL-7 e IL-
22) e reguladora (IL-12 e IL-10). Por outro lado, a resposta primaria ao estimulo
MOCK dos pacientes de SGB foi menos intensa, e envolveu as quimiocinas MIP-1a
e RANTES, a citocina IL-7 e a molécula imunoldgica HLA-Gs. Esse aumento dos
niveis de HLA-Gs ao estimulo MOCK pode estar relacionado as caracteristicas
genéticas dos pacientes. A expressdo da molécula HLA-G esti associada a
presenca de sitios polimoérficos nas regibes reguladoras dos gene HLA-G
(CASTELLI et al, 2010). A molécula de HLA-Gs tem efeito inibitério sobre diferentes
etapas do processo da imunidade inata e adaptativa, sendo considerada uma
molécula de decisdo que modula a resposta imunolégica nas diferentes situacfes
fisiologicas e patoldégicas (DONADI et al., 2011). Em estudo prévio, nosso grupo
demonstrou baixos niveis de sHLA-G e altos niveis de quimiocinas, citocinas e
fatores de crescimentos no soro de pacientes, na fase aguda da doenca, em relacéo
aos niveis encontrados no soro dos mesmos pacientes apds a recuperacao clinica
da doenca, entretanto nesse artigo ndo foi mostrado o perfil dessas moléculas em
relacdo ao acometimento central da encefalite ou periférico da SGB (ALMEIDA et al.,
2021). Diante do exposto, é possivel que os pacientes que desenvolveram encefalite
possuam uma constituicdo genética que permite a eles desenvolverem uma
resposta imunoldgica mais intensa a agentes infecciosos.

Quanto a resposta de memoéria dos pacientes de encefalite por infeccao
multipla, n6s observamos moléculas que tiveram seus niveis elevados de forma
semelhante aos antigenos ZIKV e CHIKV, sdo elas RANTES, IL-6, MCP-1 e IL-8. A
acentuada diferenca na proporcéo dos niveis de RANTES (50X, 1024X e 1822X) em
resposta ao MOCK e aos antigenos ZIKV e CHIKV respectivamente por aqueles
individuos com infeccdo mudltipla, ressalta a importancia dessa quimiocina na
resposta imune inata e na resposta de memoria (GIUNT et al., 2003; MARQUES et
al., 2013; SCHALL et al., 1990). O aumento nos niveis de IL-8 e MCP-1 também foi
descrito no soro e, juntamente com a IL-6, no LCR de pacientes na fase aguda da

neuroarbovirose (ALMEIDA et al., 2021). Interessante € o fato de pacientes de SGB
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apresentarem menor expressao de RANTES em relacdo aqueles de encefalite,
sendo que os pacientes de SGB por flavivirus apresentaram maiores niveis de
RANTES como resposta ao antigeno MOCK do que ao estimulo ZIKV (10X e 3X
respectivamente) em relacao aos pacientes de SGB por CHIKV, destacando o papel
de RANTES na resposta imune inata ao MOCK (MARQUES et al., 2013), sugerindo
também uma menor resposta de memoaria ao estimulo ZIKV, apesar dos niveis de
RANTES nos pacientes de SGB foram significantemente maiores em relacéo aquele
produzidos pelas células dos seus comunicantes (GIUNT et al., 2003; SCHALL et
al., 1990). Por outro lado, a resposta de memoria dos pacientes de SGB por CHIKV
foi caracterizada por um aumento de 68X nos niveis de IL-6 ao estimulo CHIKV
comparado a resposta dos pacientes de SGB por ZIKV. Outro fato interessante é o
estimulo com CHIKYV induzir o aumento nos niveis de IL-8 nos pacientes de SGB por
flavivirus ndo observado na resposta ao estimulo por ZIKV ou MOCK (30X, 0,6X e
0,9X respectivamente), sugerindo a maior capacidade antigénica e imunogénica do
CHIKV em promover uma resposta imune primaria e de memoéria mais intensa (FOX,
DIAMOND, 2016; GASQUE et al., 2016).

Em relacdo aos pacientes de encefalite por CHIKV, eles responderam a todos
os estimulos MOCK, ZIKV e CHIKV com aumento da expresséo de IL-15 em relacéo
aos pacientes de encefalite por infeccdo mista (flavivirus e CHIKV), isso pode ser
explicado pelo papel da IL-15 na manutencdo dos linfocitos T CD8+ de memdria
(BERARD et al. 2003; KENNEDY et al., 2000). Adicionalmente, foi observado o
aumento dos niveis das citocinas inflamatoérias IL-2 e IL-22 apenas em resposta ao
estimulo CHIKV. As IL-15 e IL-2 sdo citocinas pleiotropicas que compartilham o
mesmo receptor (IL-2Ry) e estdo envolvidas na resposta na resposta imune inata e
celular. Na imunidade inata, a IL-15 atrai neutrofilos para o sitio de infeccao
(GIRARD, BOIANI, BEAULIEU,1998), induz a diferenciacdo e sobrevivéncia das
células NK, induzindo-as a producédo de IFN-y (MROZEK, ANDERSON, CALIGIURI,
1996; WALDMANN, TAGAYA, 1999); induz a producdo de IL-8 e MCP-1 por
monaocitos, duas quimiocinas que atraem neutrofilos e mondcitos, respectivamente,
para os locais de infecgcdo (BADOLATO et al., 1997). A sua importancia na resposta
imune celular dar-se pela atracéo seletiva que promove em linfocitos T, mas ndo nos
linfécitos B (PERERA et al., 2012). A analise da resposta de memoria dos pacientes
de encefalite em relagdo aos seus comunicantes mostrou um aumento significante

nos niveis de IL-15 nos comunicantes ao estimulo CHIKV associado a correlagédo
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positiva (rho=1) com GM-CSF e IL-17A, além de um maior aumento, mas nao
significativo, nos niveis de IL-2 e IL-22, 0 que poderia sugerir uma resposta primaria
acentuada nos comunicantes, considerando que apenas dois dos seis analisados
foram positivos para IgG anti-CHIKV. Por outro lado, a menor capacidade de
resposta de memaria com a sintese de IL-15 associada a correlacdo negativa com
IL-8 nos pacientes de encefalite pode significar que um mecanismo de protecao a
segunda infeccdo, visto que na literatura foi relatado a associa¢do de baixos niveis
de IL-15 com resposta anti-inflamatoria mediada por IL-10, e altos niveis de IL-15
com aumento da expressdo de citocinas inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF
(PERERA et al., 2012).

Ao estimulo de ZIKV, a resposta imune dos pacientes de encefalite por
CHIKYV foi caracterizada por maiores niveis de IL-1qa, IL-1B, TNF-a, GM-CSF, IL-9, e
IL-2R do que aqueles pacientes de encefalite por infeccdo mdultipla, explicado em
parte como perfil de resposta primaria a antigenos ZIKV, corroborando com a
hip6tese de que esses pacientes que tiveram encefalite por CHIKV apresentam
caracteristicas genéticas associadas a maior reatividade a antigenos estranhos,
desenvolvendo uma resposta inflamatdria exacerbada (BURT et al., 2017; MEHTA et
al., 2018). Os comunicantes dos pacientes de encefalite também responderam ao
antigeno ZIKV com aumento desses mediadores inflamatoérios em menor
intensidade, com maior diferenca nos niveis de IL-1a nos comunicantes (P = 0,041).
Esses mediadores induzem uma resposta pro-inflamatoria, atuando no recrutamento
de células efetivas como os linfocitos T e NK, além de promover a producdo de mais
mediadores inflamatorios; além disso ja foi visto que a IL-1a interage diretamente no
SNC induzindo febre, combinadas essas a¢des sugerem uma ativacdo massiva da
resposta imune inata, na tentativa debelar a infeccdo (COMMINS, BORISH,
STEINKE, 2010).

Quando essa comparacgao foi realizada entre os portadores de SGB e seus
comunicantes, foi visto um aumento das quimiocinas RANTES e IP-10 nos pacientes
sob os estimulos de ZIKV e CHIKV respectivamente, mas nenhuma diferenga na
expressao delas foi observada quando comparamos os achados em pacientes de
SGB por flavivirus e SGB por CHIKV. Esses mediadores atuam no recrutamento de
células efetoras do sistema imunoldgico, entretanto, quando em excesso, podem
promover danos nos sistema neurologico, inclusive, conforme mencionado no

referencial teorico, a quimiocina IP-10 tem sido apontada como responsavel pela
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apoptose de células neurais na SGB, além de ter sido visto um aumento significativo
dessa quimiocina em mulheres gestantes portando fetos com mal formacgéao
congénita (microcefalia) associada a arbovirus (ZIKV) (COMMINS, BORISH,
STEINKE, 2010; KAM et al., 2017; NAVECA et al., 2018; TAPPE et al. 2015).

Os pacientes de SGB por CHIKV ou por infeccdo multipla apresentaram
niveis superiores de varios mediadores aos diferentes estimulos quando
comparados aos achados com pacientes de SGB monoinfectado por flavivirus
sugerindo independente da apresentacdo clinica da doenca neurolégica a maior
imunogenicidade aos antigenos de CHIKV. A resposta de memoaria dos pacientes de
SGB por CHIKYV frente ao desafio com antigenos de CHIKV foi caracterizada pelo
aumento das moléculas IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-5, IFN-y, VEGFA, IL-1RA, IL-10, IL-12 e
MIG em relacdo a resposta primaria dos pacientes de SGB por flavivirus, que
apresentou apenas o aumento de IL-1a e IL-5 em resposta aos experimentos com
antigenos de ZIKV, mostrando o perfil inflamatério, antiviral e imunoregulador da
resposta de memodria dos pacientes de SGB previamente sensibilizados com a
infecgdo por CHIKV (BURT et al.,, 2017; COMMINS, BORISH, STEINKE, 2010).
Além disso, a resposta ao antigeno CHIKV dos pacientes SGB por flavivirus ou por
CHIKV mostraram niveis semelhantes de TNF, GMCSF, IL-13, IFN-q, IL-9 e IL-4,
entretanto, os niveis dessas moléculas foram entre 12X e 45X mais elevados nos
pacientes com SGB por infeccdo multipla em relacdo aos SGB por flavivirus e entre
7X e 20X em relacdo aos SGB por CHIKV, sugerindo uma acédo aditiva a resposta
de memodria quando o individuo foi previamente sensibilizado por ambos arbovirus.

Apesar das limitacbes do presente estudo, alguns importantes aspectos da
patogénese da doenca foram esclarecidos. A maior frequéncia de encefalite
causada por CHIKV e de SGB por ZIKV descrita na literatura (FERREIRA et al.,
2020), pode ser explicada pela maior antigenicidade do CHIKV, resultando na
expressdo de mediadores inflamatorios de forma exacerbada, incluindo RANTES, IL-
8, MCP-1 e IL-6, que contribui para a permeabilidade da barreira hematoencefalica,
mas também associado a uma menor ou mais lenta resposta antiviral em
decorréncia de menores niveis de IL-15 em resposta ao desafio antigénico com
CHIKV, conforme demonstramos em relacdo ao desafio das células dos
comunicantes (ALMEIDA et al., 2021; MEHTA et al., 2018). Ja nos pacientes de
SGB a resposta a arbovirus foi caracterizada pela maior producdo de quimiocinas

RANTES e IP-10 em relagcdo aos comunicantes, com aparente resposta antiviral
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semelhante aos dos comunicantes, talvez porque 0s comunicantes e pacientes ja
tinham entrado em contato com DENV, endémico na regido, que pelo
compartilhamento de epitopos antigénicos com ZIKV, tenha induzido uma resposta

de memoria semelhante em todos os participantes.
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8 CONCLUSAO

O perfil de expressdo dos mediadores solUveis da resposta imunoldgica varia
de acordo com o agente infeccioso, que influencia na apresentacdo clinica da
doenca. Também foi observado que os antigenos de CHIKV apresentaram uma
maior antigenicidade em individuos ndo sensibilizados e demonstraram ser mais
imunogénicos naqueles individuos ja sensibilizados.

Além disso, foi constatado que a encefalite esta associada a expressao
exacerbada dos mediadores soluveis, possivelmente devido a fatores genéticos que
tornam esses individuos extremamente responsivos a antigenos e a uma menor
eficiéncia na resposta antiviral, que foi comprovada no sobrenadante de PBMCs dos
comunicantes que apresentaram aumento de IL-15 em relacdo as PBMCs dos

pacientes com historico de encefalite.
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APENDICE A — TERMOS DE CONSENTIMENTO E LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO PACIENTE:

Este termo de consentimento livre e esclarecido é documento integrante do projeto: Complicacdes
neurolégicas pos-infeccéo por ZIKA (arbovirus): contribuicdo de moléculas/genes de
histocompatibilidade, receptores leucocitarios, citocinas e fatores pos-transcricionais.

Registro CAAE:, no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Ministério da Saude.

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva

Contato pesquisador responsavel: (81) 2101-2618

O (A) Sr (a) estd sendo convidado(a) a participar de um estudo que envolvera pacientes que
apresentaram manifestag6es neurolégicas apds apresentarem queixas relacionadas a infecgédo por
virus transmitidos por mosquitos (Ziza, chikungunya, e Dengue) a partir de 18 anos, e seus
comunicantes parentes e ndo parentes que moram no mesmo domicilio do paciente na época do
inicio da sua doenca, com o objetivo de identificar alguma caracteristica genética ou substancia no
sangue dos pacientes que contribuiram para que ele e s6 ele tivesse a forma grave da doenca, para
iSSO a gente precisa comparar 0s genes ou substancia presentes no sangue do paciente e presentes
nas pessoas que moram na mesma casa que ndo tiveram a doenga, ou tiveram a doenga na sua
forma leve, porque todos na mesma casa estdo expostos a0 mesmo mosquito que carregam o Virus,
mas ndo desenvolveram a forma grave da doenca, para responder o motivo dessa diferenca nés
precisamos que o (a) senhor (a) permita que nés possamos ter acesso ao registro hospitalar sobre a
sua doenga, e uma aliquota de sangue equivalente a 4mL (equivale a uma colher de sobremesa) em
um tubo contendo substancia conservante para podermos estudar sua caracteristica genética, e
comparar com quem ndo teve a forma grave da doenca. Gostariamos também de ter acesso a uma
aliquota de 0,5mL do fluido da coluna retirado no hospital para o diagnéstico da infec¢do na coluna e
armazenado, esse material € importante para identificar e comparar substancias que estejam no
sangue e que tenham passado para a coluna, e que possam estar contribuindo para o surgimento
das suas queixas e que possam contribuir para identificar aqueles casos que tem uma recuperacao
mais rapida ou mais lenta. Para que possamos comprovar qual a substancia possa estar contribuindo
para o desenvolvimento dessas manifestacdes neuroldgicas, nds precisamos também de uma
amostra de sangue ap0s a sua recuperacao e alta hospitalar.

Em relacdo aos possiveis riscos, desconfortos e beneficios para o (a) senhor (a), gostariamos de
mencionar que a coleta de amostra de sangue para pesquisa sera feita durante a coleta de amostra
para o diagnéstico realizado no hospital com material descartavel que permite a coleta de vérias
amostras de sangue com apenas uma punc¢éo venosa (furada), esse procedimento pode trazer algum
incomodo e extravasamento de sangue, que sera minimizado por pressao ap6s puncao, e sera feito
pelo profissional de satude do hospital durante o seu internamento, a coleta apds a alta hospitalar sera
feita por profissional qualificado, com material descartavel adquirido pela pesquisa. A coleta da urina
serd realizada apenas na fase aguda da doenca em um volume de 15 mL e serd usada para
deteccdo de fragmentos do virus com o objetivo de identificar o tipo de virus e parte do virus que
pode ser responséavel pela gravidade da doenca (micro RNA). A coleta de fluido da coluna (fluido
cefalorraquidiano) é realizada por profissional qualificado com o objetivo de diagndstico no hospital, e
caso o (a) senhor (a) concorde e assine essa autorizacdo, quando disponivel uma aliquota do fluido
armazenada sera encaminhada para a pesquisa. Devido ao tempo longo necessario para a pesquisa,
pode ser que o (a) senhor (a) possa ndo usufruir diretamente dos resultados do estudo, mas
esperamos identificar substancias que possam ser utilizadas como marcadores de gravidade e de
cura e que possam no futuro contribuir para desenvolvimento de métodos de diagndstico, e
descoberta de medicamentos que permitam uma recuperacdo mais rapida dos casos graves de
infeccao por esses virus.

O (a) senhor (a) tem a liberdade de recusar ou retirar 0 seu consentimento em qualquer etapa da
pesquisa, sem nenhum prejuizo ou constrangimento. O (a) senhor (a) continuara sendo
acompanhado pelo médico neurologista do hospital, independente da sua escolha. Qualquer divida
sobre 0s procedimentos, riscos e beneficios da pesquisa antes ou depois de sua conclusao estdo
garantidas através do seu médico, e do pesquisador responsavel, cujo telefone de contato esta
acima, ainda que esta possa influenciar a sua vontade de continuar autorizando a sua participacao.
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Para sua participacdo voluntaria é importante esclarecer que esta pesquisa nao lhe trara qualquer
custo; ndo havera nenhuma forma de reembolso em dinheiro, uma vez que sua participacdo na
pesquisa nao proporcionara nenhum gasto; o direito a indenizacdo, caso ocorra dano decorrente de
participagdo na pesquisa, € conforme as leis vigentes no pais, os resultados da pesquisa serdo
apresentados em reunifes cientificas e serdo publicados em revistas cientificas especializadas, no
entanto, o (&) senhor (a) tera garantida a seguranga de que ndo sera identificado e que sera mantida
a sua privacidade e o carater confidencial das informacdes concedidas.

A amostra de seu sangue, urina e do fluido da coluna sera armazenado no Centro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes, é possivel que outro pesquisador deseje utilizar sua amostra para pesquisa de
outra natureza, visando desenvolver métodos de diagndstico, estudar a genética e a imunidade da
pessoa e as caracteristicas bioldgicas do virus, e que ficara armazenada em condi¢cdes adequadas
até acabar ou ser descartada por sua solicitacdo ou perda, por isso gostariamos de saber se o (a)
senhor (a) autoriza que sua amostra armazenada possa:

[ Ser utilizada na realizacdo de pesquisas de outra natureza sem sua autorizacao;

[ Ser utilizada na realizagdo de pesquisas de outra hatureza somente com a sua autorizacao;

Apés esses esclarecimentos, caso o (a) senhor (a) esteja de acordo, uma via deste documento,
devidamente assinada sera entregue ao senhor (a).

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso o(a) senhor (a) tenha
alguma duvida posteriormente ou deseje retirar seu consentimento. Para esclarecimentos de
questdes éticas, a senhora também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
CPgAM-FIOCRUZ pelo telefone (81) 2101-2639 e com a pesquisador Norma Lucena (81 2101-
2618) do CPqAM/FIOCRUZ-PE.

Dados do pesquisador responsavel:

Nome legivel: Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva

Dados do participante (Individuos voluntarios):

Nome legivel;

Assinatura:

Data:

ENDERECO DAS INSTITUICOES PARTICIPANTES:

CPgAM/FIOCRUZ-PE (Dra. Norma Lucena-Silva)
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
Av. Professor Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria, Recife — PE. CEP 50.740-465.

HOSPITAL DA RESTAURACAO (Dra. Lucia Brito, neurologist)
Avenida Agamenon Magalhées, S/N - Derby, Recife - PE, 12566-066, Telefone: (81) 3181-540
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DO COMUNICANTE:

Este termo de consentimento livre e esclarecido € documento integrante do projeto: Complicagfes
neurolodgicas pés-infeccdo por ZIKA (arbovirus): contribuicdo de moléculas/genes de
histocompatibilidade, receptores leucocitarios, citocinas e fatores pés-transcricionais.

Registro CAAE:, no Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh&es,
Fundacg&o Oswaldo Cruz, Ministério da Saude.

Pesquisador responsavel: Profa. Dra. Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva

Contato pesquisador responsavel: (81) 2101-2618

O (A) Sr (a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que envolvera pacientes que
apresentaram manifestacdes neurolégicas apds apresentarem queixas relacionadas a infeccéo por
virus transmitidos por mosquitos (Ziza, chikungunya, e Dengue) a partir de 18 anos, e seus
comunicantes parentes e ndo parentes que moram no mesmo domicilio do paciente na época do
inicio da sua doenca, com o objetivo de identificar alguma caracteristica genética ou substancia no
sangue dos pacientes que contribuiram para que ele tivesse a forma grave da doenca, para isso a
gente precisa comparar 0s genes ou substancia presentes no sangue do paciente com aqueles
presentes nas pessoas que moram na mesma casa que no tiveram a doenca, ou tiveram a doenga
na sua forma leve, porque todos estdo expostos a0 mesmo mosquito que carregam o virus, mas nao
desenvolveram a forma grave da doenca; para responder a razdo dessa diferenca nés precisamos
que o (a) senhor (a) responda um questionario acerca da sua saude na época que o (a) senhor (a)
manteve contato com pacientes com manifestacdo neurolégicas decorrentes de arbovirose, e uma
aliquota de sangue equivalente a 4mL (equivale a uma colher de sobremesa) em um tubo contendo
substancia conservante fornecido pela pesquisa para podermos estudar sua caracteristica genética, e
comparar com quem ndo teve a forma grave da doenca. A participacdo do (a) senhor (a) deve ser
voluntaria, ndo ha nenhuma obrigacdo nessa participagdo, por isso € importante esclarecer alguns
aspectos.

Em relacdo aos possiveis riscos, desconfortos e beneficios para o (a) senhor (a), gostariamos de
mencionar que a coleta de amostra de sangue para pesquisa sera feita pelo profissional de salde
qualificado, com material descartavel adquirido pela pesquisa, esse procedimento pode trazer algum
incomodo e extravasamento de sangue, que serda minimizado por pressdo apos punc¢do. Devido ao
tempo longo necessario para a pesquisa, pode ser que a pessoa de seu conhecimento com a doenga
viral com manifestacdo neuroldgica possa ndo usufruir diretamente dos resultados do estudo, mas
esperamos identificar substancias que possam ser utilizadas como marcadores de gravidade e de
cura e que possam no futuro contribuir para desenvolvimento de métodos de diagndstico, e
descoberta de medicamentos que permitam uma recuperacdo mais rdpida dos casos graves de
infeccdo por esses virus.

O (a) senhor (a) tem a liberdade de recusar ou retirar o seu consentimento em qualquer etapa da
pesquisa, sem nenhum prejuizo ou constrangimento. Qualquer divida sobre os procedimentos, riscos
e beneficios da pesquisa antes ou depois de sua conclusdo estdo garantidas pelo pesquisador
responsével, cujo telefone de contato esta acima, ainda que esta informacéo possa influenciar a sua
vontade de continuar autorizando a sua participagao.

Para sua participacdo voluntaria € importante esclarecer que esta pesquisa nao lhe trar4 qualquer
custo; ndo haverd nenhuma forma de reembolso em dinheiro, uma vez que sua participacdo na
pesquisa nao proporcionara nenhum gasto; o direito a indenizagao, caso ocorra dano decorrente de
participagdo na pesquisa, € conforme as leis vigentes no pais; os resultados da pesquisa serao
apresentados em reunifes cientificas e serdo publicados em revistas cientificas especializadas, no
entanto, o (a) senhor (a) tera garantida a seguranca de que nao serd identificado e que sera mantida
a sua privacidade e o caréter confidencial das informacdes concedidas.

A amostra de seu sangue sera armazenada no Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, nesse
aspecto é possivel que outro pesquisador deseje utilizar sua amostra para pesquisa de outra
natureza, com o objetivo de estudar as caracteristicas genéticas e imunologicas mediante novos
experimentos e metodologia, e que ficara armazenada em condi¢cbes adequadas até acabar ou ser
descartada por sua solicitagcdo ou perda, por isso gostariamos de saber se o (a) senhor (a) autoriza
gue sua amostra armazenada possa:

(] Ser utilizada na realizagao de pesquisas de outra natureza sem sua autorizacgao;

[J Ser utilizada na realizagao de pesquisas de outra natureza somente com a sua autorizacgao;
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ApOs esses esclarecimentos, caso o (a) senhor (a) esteja de acordo, uma via deste documento,
devidamente assinada sera entregue ao senhor (a).

Abaixo também seguem os dados de contato da pesquisadora responsavel, caso o(a) senhor (a)
tenha alguma divida posteriormente ou deseje retirar o consentimento. Para esclarecimentos de
questdes éticas, a senhora também pode entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do
CPgAM-FIOCRUZ pelo telefone (81) 2101-2639 e com a pesquisadores Norma Lucena (81 2101-
2618) do CPgAM/FIOCRUZ-PE.

Dados do pesquisador responsavel:

Nome legivel: Norma Lucena Cavalcanti Licinio da Silva

Dados do participante (Individuos voluntérios):

Nome legivel;

Assinatura:

Data:

ENDERECO DAS INSTITUICOES PARTICIPANTES:

CPgAM/FIOCRUZ-PE (Dra. Norma Lucena-Silva)
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
Av. Professor Moraes Rego, s/n — Cidade Universitaria, Recife — PE. CEP 50.740-465.

HOSPITAL DA RESTAURACAO (Dra. Lucia Brito, neurologist)
Avenida Agamenon Magalhaes, S/N - Derby, Recife - PE, 12566-066, Telefone: (81) 3181-540
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APENDICE B — TABELA DE PROPORCAO DOS MEDIADORES SOLUVEIS -
SGB
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Tabela 1 — Proporcao dos mediadores solUveis — SGB

DIAGNOSTICO NEUROLOGICO HLAG MIP-la RANTES IL-7 Il2R IL-1B IFN-y IL-la IL-5 IL-12 MIG IL-6 VEGFA IL-1RA IL-10 INF-a IL-9 TNF-a IL-13 GMCSF IL-4 IL-8

SGBflav/SGBchikv--Est-CHIKV 151 0,67 0,59 054 05 014 006 014 010 015 011 001 010 008 012 060 067 048 045 042 046 3041
SGBchikv/SCGBflav--Est-CHIKV 0,66 1,49 1,70 18 200 692 1633 732 986 6,73 896 67,78 1034 1265 852 166 149 206 223 236 215 0,03
SGBflav/SGBambos--Est-CHIKV 431 0,31 0,96 044 042 003 001 006 001 002 002 004 019 014 025 009 008 005 003 002 007 1504
SGBambos/SGBflav--Est-CHIKV 0,23 3,19 1,04 226 241 30,08 8880 16,43 189,71 48,68 5580 26,52 532 695 4,04 11,40 12,81 20,33 36,49 4570 14,44 0,07
SGBchikv/SGBambos--Est-CHIKV 2,86 0,47 1,63 082 08 023 018 045 005 014 016 25 19 18 211 015 012 010 006 005 015 049
SGBambos/SGBchikv--EstCHIKV 0,35 2,14 0,61 122 121 434 544 224 1925 724 622 039 051 055 047 6,88 858 985 1634 1935 6,71 2,02
SGBflav/SGBchikv--Est-ZIKV 0,42 5,06 3,15 121 106 143 067 014 011 052 062 027 073 09 054 072 112 087 062 187 231 060
SGBchikv/SGBflav--Est-ZIKV 2,39 0,20 0,32 082 0% 070 149 716 917 191 160 374 136 105 18 138 08 115 160 053 043 167
SGBflav/SGBambos--Est-ZIKV 139 139 2,00 012 010 006 005 007 007 045 048 020 1,09 05 038 058 038 05 035 075 048 040
SGBambos/SGBflav--Est-ZIKV 0,72 0,72 0,50 8,66 9,557 18,17 2097 13,60 1505 224 209 510 092 182 263 173 260 181 29 133 207 251
SGBchikv/SGBambos--Est-ZIKV 331 0,28 0,63 010 010 004 o007 053 061 08 077 073 149 058 071 080 034 064 055 040 021 0,66
SGBambos/SCGBchikv--Est-ZIKV 0,30 3,63 158 1051 10,14 2598 14,10 19 164 117 131 136 0,67 172 142 125 291 157 181 249 477 151

SGBflav/SGBchikv--Est-MOCK 18,88 4,95 1030 1% 106 197 117 08 138 068 129 057 081 147 100 117 167 137 118 149 345 089

SGBchikv/SCGBflav--Est-MOCK 0,05 0,20 0,10 051 0% 051 08 125 072 146 078 175 124 068 100 08 060 073 08 067 029 112
SGBflav/SGBambos--Est-MOCK 16,21 7,14 1,59 017 067 08 050 036 040 077 05 18 047 071 103 058 065 050 050 063 05 067
SGBambos/SGBflav--Est-MOCK 0,06 0,14 0,63 6,03 150 113 200 278 253 130 18 05 213 141 097 173 153 201 200 159 168 149
SGBchikv/SGBambos--Est-MOCK 0,86 1,44 0,15 008 063 045 043 045 029 112 043 325 058 048 103 05 039 036 042 042 017 075
SGBambos/SGBchikv--Est-MOCK 1,16 0,69 649 1181 159 222 234 221 349 089 234 031 172 206 097 201 25 275 23 237 581 133

Fonte: O autor.
Legenda: Em negrito, os valores descritos no texto.
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APENDICE C - TABELA DE PROPORCAO DOS MEDIADORES SOLUVEIS -
ENC
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Tabela 2 — Proporcao dos mediadores sollveis — ENC

DIAGNOSTICO NEUROLOGICO RANTES IL-6 MCP-1 IL-8 INF-a HGF MIP-la 1L-13 IFN-y IL-17F IL-IRA FGF MIP-18 IL-3 IL-15 1L-22 1L-2 GMCSF TNF-a IL-9 MIG IL2R IL-1B IL-la
ENCchikv/ENCambos--Est-CHIKV 0,00 0,01 001 004 115 043 045 037 004 001 001 009 014 030 3765 11,98 36,08 284 063 049 042 470 425 096
ENCambos/ENCchikv--Est-CHIKV ~ 1822,43 11943 188,42 26,97 087 231 223 269 27,13 12338 8981 1141 734 335 003 008 0,03 0,35 158 204 237 021 024 1,05

ENCchikv/ENCambos--Est-ZIKV 0,00 0,00 002 016 015 005 011 013 129 046 107 110 068 146 4720 115 149 10,06 4180 8,82 1058 13,88 8,28 9,83
ENCambos/ENCchikv--Est-ZIKV ~ 1024,48 332,84 4486 6,11 664 2183 936 797 078 216 094 091 147 068 002 087 067 0,10 002 011 009 007 012 010

ENCchikv/ENCambos--Est-MOCK 0,02 0,06 045 141 002 013 065 38 073 004 134 164 049 3493 4961 006 197 0,95 112 162 142 18 014 0,08
ENCambos/ENCchikv--Est-MOCK 50,47 1755 222 071 5292 742 154 02 137 279 075 061 205 003 002 17,70 051 1,05 089 062 071 055 7,11 12,93

Fonte: O autor.
Legenda: Em negrito, os valores descritos no texto.
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RESUMO

Os mosquitos do género Aedes sdo responsavéis pela cocirculacdo dos virus da
dengue (DENV), Zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV). Esses arbovirus, quando
sintomaticos, podem promover nos individuos infectados um amplo espectro de
sindromes clinicas, incluindo doencas neuroinvasivas, como a encefalite e a
sindrome de Guillain-Barré (SGB). O mecanismo de patogénese das
neuroarboviroses € complexo e ainda nao foi completamente esclarecido o papel
dos mediadores sollUveis na patogénese da doenca. Diante disso, tivemos como
objetivo compreender a resposta imunolégica de memoria nas células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com histérico de neuroarbovirose
e seu comunicante intradomiciliar (cénjuge), frente ao desafio com antigenos de
arbovirus. A populacdo de estudo foi composta por 16 pacientes maiores de 18
anos, que tiveram diagnostico clinico e laboratorial de neuroarbovirose (6 de
encefalite e 10 de SGB) atendidos no Setor de Neurologia do Hospital da
Restauracdo (HR), Recife, Pernambuco e seu respectivo cénjuge. As PBMCs dos
pacientes e comunicantes foram cultivadas e desafiadas com os antigenos de
DENV, CHIKV e ZIKV; os mediadores soltuveis foram quantificados com o kit Human
Cytokine Magnetic 35-Plex Panel; e um ELISA do tipo sanduiche foi realizado para
mensurar os niveis de HLA-G solavel. Observamos que o perfil de expressdo dos
mediadores sollveis da resposta imunoldgica varia de acordo com o agente
infeccioso, que influencia na apresentacao clinica da doenca; onde os antigenos de
CHIKV apresentaram uma maior antigenicidade. Além disso, também foi constatado
gue a encefalite estd associada a expressao exacerbada dos mediadores soluveis,
possivelmente devido a fatores genéticos que tornam esses individuos
extremamente responsivos a antigenos e a uma menor eficiéncia na resposta
antiviral, que foi comprovada no sobrenadante de PBMCs dos comunicantes que
apresentaram aumento de IL-15 em relacdo as PBMCs dos pacientes com histérico
de encefalite.

Palavras-chave: resposta imunoldgica; neuroarbovirose; estudo in vitro; Dengue;
Zika; chikungunya.
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ABSTRACT

Mosquitoes of the Aedes genus are responsible for the cocirculation of dengue
(DENV), Zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) viruses. These arboviruses, when
symptomatic, can promote a wide spectrum of clinical syndromes in infected
individuals, including neuroinvasive diseases such as encephalitis and Guillain-Barré
syndrome (GBS). The mechanism of pathogenesis of neuroarboviruses is complex
and the role of soluble mediators in the pathogenesis of the disease has not been
completely clarified. Therefore, we aimed to understand the memory immune
response in peripheral blood mononuclear cells of patients with a history of
neuroarbovirosis and their household contact (spouse), facing the challenge with
arbovirus antigens. The study population consisted of 16 patients over 18 years of
age, who had a clinical and laboratory diagnosis of neuroarbovirus (6 encephalitis
and 10 GBS) treated at the Neurology Sector of Hospital da Restauracdo (HR),
Recife, Pernambuco and its respective spouse. PBMCs from patients and contacts
were cultured and challenged with DENV, CHIKV and ZIKV antigens; soluble
mediators were quantified with the Human Cytokine Magnetic 35-Plex Panel kit; and
a sandwich-type ELISA was performed to measure soluble HLA-G levels. We
observed that the expression profile of soluble immune response mediators varies
according to the infectious agent, which influences the clinical presentation of the
disease, where CHIKV antigens showed greater antigenicity. In addition, encephalitis
was also found to be associated with exacerbated expression of soluble mediators,
possibly due to genetic factors that make these individuals extremely responsive to
antigens and to a lower efficiency in the antiviral response, which was proven in the
PBMC supernatant of contacts that showed an increase in IL-15 compared to the
PBMCs of patients with a history of encephalitis.

Keywords: immune response; neuroarbovirus; in vitro study; Dengue; Zika;
chikungunya.

INTRODUGCAO

As arboviroses, causadas pelos arbovirus (do inglés — Arthropod-borne virus)
transmitidas por espécies de mosquito do género Aedes, particularmente o Aedes
aegypti e o Aedes albopictus, tém se caracterizado como um dos principais
problemas de salde publica no mundo. Nas Américas, esses vetores sao
responsaveis pela cocirculacdo dos virus da dengue (DENV), Zika (ZIKV),
chikungunya (CHIKV), e da febre amarela, apresentando um extenso histérico
desafiador para a assisténcia e vigilancia da saude populacional (BRASIL, 2019;
SALLES et al., 2018).

As arboviroses séo caracterizadas por um amplo espectro de sindromes
clinicas, desde doencas febris leves a graves, até febre hemorrdgica e ainda
doencgas neuroinvasivas; estas podem levar a resultados fatais, ou deixar sequelas a
longo prazo. Diversas manifestacées neurolégicas graves tém surgido no Brasil,
apos a infeccdo pelos arbovirus DENV, ZIKV e CHIKV, intensificando-se nos

periodos de surtos sazonais e acometendo o sistema nervoso central e periférico. A
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encefalite e a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) sdo as manifestacoes de
neuroarboviroses mais frequentes e apesar dos processos de patogenia das
arboviroses serem bem conhecidos; os mecanismos patogénicos que levam ao
comprometimento neurolégico seguem amplamente desconhecidos, mas em
processo de desenvolvimento teorico-experimental (ALMEIDA et al., 2021; CERNY
et al., 2017; MEYDING-LAMADE, CRAEMER, SCHNITZLER, 2019; MUSTAFA et
al., 2019; VIEIRA et al., 2018).

Estes arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV) podem acessar o sistema neurolégico
por algumas vias, a maioria delas envolvendo a barreira hematoencefalica (BHE)
com a producéo elevada de mediadores inflamatérios como IL-6, VEGF, TNF-a, IFN-
y, IL-1B8 e IL-10, MCP-1, que aumentam a permeabilidade da barreira e viabilizam
maior dano no parénquima cerebral. H4 ainda a possibilidade de os virus infectarem
axbnios, promovendo entdo o transporte axonal retrogrado que viabiliza a entrada no
parénquima cerebral (MEYDING-LAMADE, CRAEMER, SCHNITZLER, 2019;
MUSTAFA et al. 2019).

A grande problematica das neuroarboviroses é que ainda ndo se tem clareza
a respeito dos possiveis mecanismos subjacentes que levam ao seu
desenvolvimento. A febre e a mialgia sdo os Unicos achados clinicos sugestivos para
infeccdo arboviral associados ao diagndstico laboratorial de DENV, ZIKV e CHIKV
nos pacientes com manifestacbes neurolégicas (até o momento ndo se tem
conhecimento sobre a possibilidade de infeccbes assintomaticas causarem
comprometimento neurolégico) e em muitos dos casos 0s sinais neurolégicos
comecam apods um periodo livre de sintomas de 1-3 semanas, apontando para um
processo autoimune. Além disso, existem outros virus neurotrépicos com uma
extensa sobreposicdo com as manifestacfes clinicas arbovirais classicas, e apesar
da disponibilidade de ferramentas avancadas de diagndostico microbiolégico, o
diagnostico etioldgico € alcangcado em menos de 50% dos casos de supostas
infeccdes virais do sistema nervoso central (SNC) (CAGLIOTI et al., 2013; CERNY et
al., 2017; MEHTA et al., 2018; VIEIRA et al., 2018).

Apesar de pouco definido, ja se sabe que a resposta imunolégica contribui de
forma expressiva no processo de patogénese das neuroarboviroses. No entanto, o
papel desses mediadores sollveis na patogénese das manifestacdes neuroldgicas
secundarias a arbovirose ainda néo foi esclarecido, bem como a influéncia genética

no desenvolvimento dessas formas graves entre individuos com mesmo grau de
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exposicdo ao agente infeccioso e diferente espectro da doenca. Neste estudo
fizemos uso das células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes
que tiveram neuro arbovirose e seu cbnjuge a fim de, através do estimulo com
antigenos de arbovirus in vitro, estudarmos a expressdo diferencial dessas
moléculas soluveis que séo estimuladas pelos antigenos. Para assim entender como
as moléculas soluveis: citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, interagem
entre si, modificando a resposta imunoldgica dos arbovirus e influenciando na
permeabilidade da barreira hematoencefélica, contribuindo para o quadro

neuroldgico das arboviroses.

MATERIAS E METODOS

A seguir, estdo dispostas as informa¢des metodoldgicas deste trabalho.

Consideracdes éticas

Este subprojeto é um desdobramento do trabalho intitulado “Manifestacées
neurolégicas associados a infec¢do por Zika virus” que foi aprovado pelo CEP da
FIOCRUZ-PE, sobre o registro CAAE:51106115.8.0000.5190, seguindo a
recomendacao da legislacdo brasileira de pesquisa com seres humanos, de acordo

com o Cdédigo de Etica, Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Sautde.

Tipo, local de estudo e coleta de amostra

O estudo é experimental observacional, cujos casos estudados foram
selecionados dentre os pacientes com mais de 18 anos diagnosticados clinicamente
e em laboratério com infeccao por arbovirus manifestados neurologicamente. Esses
pacientes foram atendidos pelos profissionais do Setor de Neurologia do Hospital da
Restauracdo (HR), em Recife; e, apds a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), foram devidamente cadastrados no projeto. Também
foram selecionados, para cada paciente com caso neuroldgico apés a infeccao por
arbovirose, um comunicante que manteve contato proximo. De preferéncia, esses
comunicantes deveriam ser intradomiciliares, ndo relacionados geneticamente, sem
historia de arboviroses; ou, alternativamente, com historia de arboviroses, mas sem

manifestacéo neurologica.
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Para estudo do perfil inflamatério, juntamente com o HLA-G, foram
comparados os niveis de 36 mediadores sollveis expressos no sobrenadante das
diferentes culturas de PBMCs de pacientes acometidos neurologicamente, em
paralelo a seus comunicantes intradomiciliares. O numero amostral foi reduzido,
composto por 16 pacientes e seus respectivos comunicantes, devido ao custo do
ensaio e a grande geracdo de dados. Assim sendo, foram priorizadas as analises
dos pares nao relacionados geneticamente, expostos, sem infecgao viral.

Os mediadores soluveis da inflamagdo foram expressos pelas PBMCs
mediante o desafio com antigenos inativos dos arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV),
produzidos no Laboratorio de Virologia e Terapia Experimental (LAVITE - Fiocruz
Pernambuco). Apés oito dias de cultivo em células VeroE6, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e purificados; posteriormente o material infeccioso teve sua
atividade medida por meio de um MAC-ELISA. A inativacdo foi realizada
adicionando BPL a 0,025% por 24 horas a 4°C com shaking intermitente. O material
infeccioso tratado teve uma atividade avaliada em outras etapas através do MAC-
ELISA, e atendendo aos critérios estabelecidos, esse material foi concentrado e uma
vez confirmado a sua inativacdo, seguiu para a liofilizacdo, sendo posteriormente
utilizado como antigeno em ensaios sorolégicos. O antigeno normal (MOCK), na

auséncia do virus, foi utilizado como controle e o preparo se da como supracitado.

Cultura de células PBMCs para estimulo

Para o isolamento das PBMCs, foram coletados trés tubos com sangue (15
mL) de cada paciente, tendo a heparina como anticoagulante. Em dois tubos conicos
de 15 mL, as células sanguineas foram fracionadas por gradiente de densidade,
mediante a adicdo de cerca de 7 mL de sangue sobre 4 mL de Ficoll-Paque. Os
tubos conicos foram entdo submetidos a centrifugacdo a 2000 RPM, por 30 minutos,
com uma aceleracdo de 7 e frenagem de 5. Apds a centrifugacdo, foi feita a
remocao do plasma sanguineo seguida da sua inclusdo em tubos criogénicos, sem
que houvesse mistura entre os materiais dos dois tubos. Na sequéncia, foram
armazenados a fim de servirem de amostras para estudos futuros. O anel de
leucécitos formado ao final da centrifugagéo foi transferido para outro tubo cénico de
15 mL e o volume foi preenchido com meio RPMI incompleto, com o objetivo de
lavar as células para evitar um maior estresse celular no meio de cultura. Esse tubo

b

de lavagem foi submetido a centrifugagdo a 1600 RPM, por 6 minutos, com
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aceleracéo de 9 e frenagem de 7. Feito isso, 0 sobrenadante foi desprezado e 2 mL
de meio RPMI completo (20% de soro bovino fetal) foram adicionados para
ressuspender o pellet formado. Na intengédo de determinar o niumero de células por
mL de suspensansdo, a contagem das células foi realizada e, para isso, foram
adicionados 95uL de Trypan Blue e 5 pL de amostra. Com isso, a homogeneizagao
foi realizada e, em seguida, 10 pL da mistura foram pipetados e adicionados na
Céamara de Neubauer para visualizacdo em microscopio 6ptico; nessa etapa, uma
contagem igual ou préxima ao valor de 12 x 105 em 2.400 pL (200 pL para cada
poco da placa = 1 x 10° células) foi a considerada ideal para cultivo.

As células foram estimuladas com os antigenos Mock, DENV, CHIKV e ZIKV
na diluicdo de 1:20 e, em cada po¢o da placa, foram adicionados 200 pL alcancando
entdo a concentracao final de 1:40; isso se deu devido aos 200 uL de suspensédo de
células. Cada estimulo foi realizado em duplicata para as PBMCs de cada individuo,
inclusive o controle negativo, que era composto pela suspensédo de células e adicao
de 200 pL de meio RPMI completo. No estimulo PHA (fitohemaglutinina, do inglés:
phytohaemagglutinin), a concentracao diferiu, pois adquiriu-se comercialmente esse
antigeno na concentracdo de 1.510 pg/mL; preparou-se entdo uma solucdo na
concentracdo de 2,5 ug/mL e distribuiu-se 200 yL em cada pocgo, alcangando a
concentracao de 1,25 pg/mL. Na montagem da placa, primeiro foram adicionados os
estimulos e, em seguida, a suspensado das células; a placa montada (Tabela 1) foi
incubada em estufa de COza 37°C, por 36 horas (+/- 6 horas). Finalizado o periodo
de incubacdo, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C, para

avaliacao posterior dos mediadores soluveis.

Niveis de citocinas, receptores de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
Para a determinacdo quantitativa dos niveis de citocinas, receptores de

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento foi utilizado o kit Human Cytokine

Magnetic 35-Plex Panel (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos da América),

conforme intru¢des do fabricante.

Niveis de HLA-G soluvel (HLA-GS)
Os niveis de HLA-Gs (isoformas HLA-G1 e HLA-G5) foram mensurados, no
plasma dos pacientes e seus comunicantes, por meio de ELISA do tipo sanduiche,

conforme descrito por Martelli-Palomino et. al. (2013). As densidades o6pticas fordo
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medidas a 450 nm. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e os niveis de
HLA-Gs total foram determinados por meio de uma curva padrdo com cinco pontos,
utilizando diluigbes de HLA-G5 calibrado como reagente. Os resultados foréo

expressos em ng/mL.

Andlise Estatistica

Os niveis dos mediadores soluveis, incluindo o HLA-G, foram analisados
através da média e mediana com o software SPSS (versao 20 (SAS Institute, Cary,
NC)) e GraphPad Prism (versdo 5.01 (GraphPad Software, Inc.), sendo o P-valor <
0,05, considerado significante. Os dados clinicos foram avaliados por meio de
andlise descritiva. Para averiguar se os dados obtidos seguiam a distribuicdo
Gaussiana, foram utilizados os testes de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk. Nas andlises de amostras relacionadas, utilizou-se Wilcoxon; para as
analises paramétricas utilizou-se Levene mais teste t; enquanto que, para as
andalises nao-paramétricas, Mann-Whitney e Kruskal-Wallis foram empregados. As
correlagbes entre os 36 mediadores soluveis foram avaliadas por meio do
Coeficiente de Correlacdo de Spearman, e apenas Rho > 0.9 e P < 0,01 foram

considerados.

RESULTADOS

A seguir, estdo apresentados os resultados alcancados neste estudo.

Perfil da populacéo de estudo

O estudo foi composto por 16 pacientes atendidos no Setor de Neurologia do
HR, em Recife, entre 2015 e 2016, com diagnadstico clinico e laboratorial de infeccéo
por arbovirus, seguida por complicagbes neurolégicas. Seis pacientes foram
confirmados como portadores de encefalite e dez como portadores de sindrome de
Guillain-Barré secundaria a arbovirose. A imunidade de memoria desses pacientes
foi avaliada comparando os niveis de varios mediadores solluveis liberados no
sobrenadante de cultura de PBMCs estimulados com MOCK, PHA, CHIKV, DENV e
ZIKV. Em conjunto, alguns mediadores soluveis, IL-10 (P = 0,023), IL-12 (P = 0,015),
VEGFA (P = 0,009) e IFN-a (P = 0,035) apresentaram-se aumentados na presenca

dos estimulos com DENV, CHIKV e ZIKV em relacdo a cultura sem estimulo. Além
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desses, os mediadores MIG (P = 0,053) e IL-1a (P = 0,078) também apresentaram
niveis elevados, porém sem atingir a significancia estatistica.

Esses resultados foram observacionais e apenas demonstraram o0 aumento
significativo desses mediadores, mas sem relacdo com a apresentacdo clinica da

doenca.

Influéncia do antigeno normal (MOCK) sobre o perfil de expressédo dos mediadores

Considerando que antigenos virais utilizados no estudo de desafio (DENV,
ZIKV e CHIKV) foram obtidos no sobrenadante da cultura dos respectivos virus em
células VeroE®6 (linhagem celular derivada do rim do macaco verde africano), apos a
inativagéo viral, purificagdo e concentracdo biofisica, nos utilizamos como controle
negativo o sobrenadante das células VeroE6 nédo infectadas (MOCK) submetidas
aos mesmos processos da cultura infectada para avaliar a existéncia de uma
resposta imunoldgica inespecifica aos antigenos de células VeroE6. Para tanto,
comparou-se a expressao dos mediadores sollveis produzidos pela cultura de
PBMC sem estimulo (NEG) (n = 16) com os resultados obtidos a partir da cultura na
presenca do MOCK (n = 16). Diferencas significativas foram observadas nos niveis
de RANTES (P = 0,039), MIP-1a (P = 0,044), IL-9 (P = 0,049), MIG (P = 0,026) e IL-
8 (P =0,049) (Figura 1A-D).

Além desses resultados, houve tendéncia estatistica a significancia em
relacdo a IL-17F (P = 0,069), IFN-a (P = 0,063) e IL-4 (P = 0,055) (Figura 1E-H).
Como os PBMCs responderam de forma inespecifica ao antigeno MOCK, todas as
subsequentes andlises de expressao dos mediadores aos estimulos virais foram
comparadas com a expressao induzida pelos antigenos MOCK, e ndo mais com a
cultura sem estimulo (NEG).
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Figura 1 — Resposta imunoldgica inespecifica de PBMC aos antigenos MOCK
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Fonte: O autor.
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Legenda: (A-E) Mediadores sollveis com diferenca estatistica significante (aumentados) em relagéo
ao estimulo de MOCK. (F-H) Mediadores sollveis que demonstraram tendéncia a diferenca
estatistica. NEGATIVO (n = 16) e MOCK (n = 16). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk e

Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Wilcoxon.
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Resposta imunolégica de memoria de pacientes com historico de neuroarbovirose a
antigenos de arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV)

O perfil da resposta imunolégica de memoria foi avaliado considerando os
estimulos virais individualmente (DENV, ZIKV e CHIKV) (n = 16), em relacdo ao
estimulo MOCK (n = 16). Como resultado, verificou-se que os diferentes estimulos
virais mostraram diferencas na expressdo dos mediadores sollveis, conforme
descrito: a resposta de memodria aos antigenos DENV foi caracterizada pelo
aumento de IL-12 (P = 0,017) e IL-2R (P = 0,023) (Figura 2A-B); a resposta mediada
pelo ZIKV foi caracterizada pelo aumento de IL-2R (P = 0,038) e MIP-1(3 (P = 0,070),
com este Ultimo ndo atingindo a significancia estatistica (Figura 2C-D); e a resposta
de memoria aos antigenos de CHIKV foi caracterizada pelo aumento de IL-10 (P =
0,015), IL-17A (P = 0,031) e MIG (P = 0,030) (Figura 2E-G).
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Figura 2 — Resposta imunoldgica de memdria em cultura de células mononucleares de pacientes
com historico de neuroarbovirose desafiadas com antigenos dos arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV)
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-B) Mediadores sollveis diferencialmente expressos (aumentados) em relacdo a DENV.
(C-D) Mediadores solluveis diferencialmente expressos e com tendéncia estatistica, em relacdo a em
relagdo a ZIKV. (E-G) Mediadores soluveis diferencialmente expressos em relagdo a CHIKV. MOCK,
DENV, CHIKV e ZIKV (n = 16, cada). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Wilcoxon.
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Perfil imunolégico de memadria de pacientes de acordo com a sindrome neurologica
secundéaria a arbovirose

A diferenca da resposta de memoria de pacientes com histérico de
acometimento do sistema nervoso central (encefalite, n = 6) e do periférico
(Sindrome Guillain-Barré, n=10), secundarios a arbovirose, foi analisada
comparando-se 0s niveis de mediadores em sobrenadante de cultura de células
mononucleares de pacientes, frente ao desafio com antigenos de arbovirus (DENV,
ZIKV e CHIKV).

Na presenca de antigenos DENV, as células dos pacientes com histérico de
encefalite apresentaram um aumento dos niveis de IL-15 (P = 0,075) e IL-2 (P =
0,078), quando comparados a SGB, porém essa diferenca nado foi estatisticamente
significativa. Entretanto, o estimulo com antigeno de ZIKV mostrou um aumento
significante nos niveis de IL-12 (P = 0,005), EOTAXIN (P = 0,016), MIG (P = 0,016),
IL-7 (P = 0,028), IL-2 (P = 0,031), FGF (P = 0,032), IL-5 (P = 0,035), TNF-a (P =
0,042) (Figura 3A-H). Além desses, o IL-4 (P = 0,066) mostrou uma tendéncia a
significancia estatistica.
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Figura 3 — Perfil de resposta imunolégica de meméria considerando apenas o histérico de
neuroarbovirose sob estimulo de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-H) Mediadores soluveis diferencialmente expressos sob estimulo de ZIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite. ENCEFALITE (n = 6) e SGB (n = 10). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Mann-
Whitney para os casos ndo paramétricos e Levene+Teste t (considerando igualdade de variancias
assumidas ou nao) para testes paramétricos.

As células mononucleares dos pacientes com histérico de encefalite também
responderam ao estimulo com CHIKV aumentando os niveis IFN-a (P = 0,007), IP-
10 (P = 0,016), IL-1a (P = 0,022), TNF-a (P = 0,022), EGF (P = 0,022), EOTAXIN (P
= 0,031), IL-2R (P = 0,042), IL-9 (P = 0,042), IL-4 (P = 0,042) (Figura 4A-I). Além
desses, outros mediadores demonstram uma tendéncia a significancia estatistica: IL-
10 (P = 0,056), IL-13 (P = 0,056), IL-5 (P = 0,056), IL-7 (P = 0,056), MIG (P = 0,056)
e IL-15 (P = 0,074).
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Figura 4 — Perfil de resposta imunoldgica de meméria considerando apenas o histérico de
neuroarbovirose sob estimulo de CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-I) Mediadores sollveis diferencialmente expressos sob estimulo de CHIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite. ENCEFALITE (n = 6) e SGB (n = 10). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada com Mann-
Whitney para os casos ndo paramétricos e Levene+Teste t (considerando igualdade de variancias
assumidas ou nao) para testes paramétricos.

Posteriormente, nGs comparamos o0s niveis dos mediadores solaveis nas
culturas dos pacientes com histérico de encefalite por CHIKV (n = 3), ou infeccéo
multipla por flavivirus e CHIKV (n = 2), e ndo encontramos diferenca estatistica (P >
0,2), sugerindo que independente da etiologia do agente infeccioso as respostas
imune de memdéria nos pacientes com histérico de encefalite foram semelhantes.
Contudo, comparando os niveis dos mediadores soluveis em cultura de pacientes
com historico de SGB por flavivirus (n = 3), ou infecgdo multipla por flavivirus (DENV e
ZIKV) e CHIKV (n = 4), encontramos na infecgdo multipla o aumento nos niveis de IL-
4, IL-2R, IL-7, TNFa, IL-9, IL-17F, HGF, EGF, GM-CSF, Eotaxin e IL-12 em resposta
ao estimulo com CHIKV; o aumento de IFN-y apenas nas culturas estimuladas com
antigenos de ZIKV, e ainda o aumento de IL-2, IL-17A, IL-22, IL-13 e FGF em

resposta ao estimulo com ambos os antigenos, de CHIKV e ZIKV, mas em todos o0s
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casos a significancia estatistica ndo foi atingida (P = 0,057) com o nimero reduzido
de amostras analisadas.

Devido a tendéncia estatistica para a diferenca nos niveis desses mediadores
soluveis na SGB secundaria a diferentes agentes etiologicos, nés repetimos a analise
da resposta imune de memodria considerando trés grupos de acordo com o
diagnéstico neurolégico: encefalite, SGB por flavivirus e SGB por infec¢cdo multipla por
flavivirus e CHIKV.

Sob o estimulo do antigeno ZIKV foi visto que as células de portadores de
encefalite apresentam aumento na expressédo dos mediadores FGF (P = 0,032) e IL-
12 (P = 0,024) (Figura 5A-B). Além desses, observou-se um aumento dos mediadores
IL-13 (P = 0,063), IL-15 (P = 0,052), IL-5 (P = 0,077), IFN-y (P = 0,077), IL-7 (P =
0,054) e MIG (P = 0,060), entretanto sem atingir a significancia estatistica.

Figura 5 — Perfil de resposta imunoldgica de memoéria considerando histérico de neuroarbovirose
secundario a infeccao por arbovirus sob estimulo de ZIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-B) Mediadores soluveis diferencialmente expressos sob estimulo de ZIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite secundaria a infeccdo por CHIKV e flavivirus.
ENCEFALITE secundaria a infeccao por flavivirus + CHIKV (n = 5), SGB secundaria a infec¢éo por
flavivirus (n = 3) e SGB secundéria & infec¢do por flavivirus + CHIKV (n = 4). Teste de normalidade
realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Kruskal-Wallis.

O desafio com o antigeno CHIKV fez com que as células de portadores de
encefalite apresentassem aumento na expressado dos mediadores FGF (P = 0,046),
IL-10 (P = 0,033), EGF (P = 0,041), IL-17F (P = 0,041), TNF-a (P = 0,034), IL-3 (P =
0,048), IL-22 (P = 0,039), IL-4 (P = 0,038) (Figura 6A-B;D-1). Ja nas células de
portadores de SGB, secundaria a infeccdo por CHIKV e flavivirus, foi visto um

aumento de IL-12 (P = 0,044) (Figura 6C). Além desses, foram observadas tendéncias
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a significancia estatistica entre os mediadores IL-17A (P = 0,066), GMCSF (P =
0,069), IL-15 (P = 0,059), IL-1a (P = 0,071), IL-9 (P = 0,056), IL-1RA (P = 0,077), IL-7
(P = 0,061) e IL-2R (P = 0,051), todos aumentados nas células de portadores de

encefalite.

Figura 6 — Perfil de resposta imunoldgica de meméria considerando histérico de neuroarbovirose
secundario a infeccao por arbovirus sob estimulo de CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A-B; D-l) Mediadores sollveis diferencialmente expressos sob estimulo de CHIKV e que
demonstraram aumento nos casos de encefalite secundaria a infeccdo por CHIKV e flavivirus. (C)
Mediador solivel com expressdo aumentada em portadores de SGB secundéria a infeccdo por
CHIKV e flavivirus ENCEFALITE secundaria a infeccdo por flavivirus + CHIKV (n = 5), SGB
secundaria a infeccao por flavivirus (n = 3) e SGB secundaria a infecg¢éo por flavivirus + CHIKV (n =
4). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Kruskal-Wallis.

Perfil imunoldgico de pacientes com histérico de neuroarbovirose em relagcéo ao seu
comunicante intradomiciliar

A resposta imune de memoria de pacientes com histérico de
neuroarboviroses, encefalite e SGB, em relacdo a resposta de seu comunicante

intradomiciliar ndo geneticamente relacionado (conjuge), exposto a fonte de
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infeccdo, mas sem a doenca clinica, foi avaliada em PBMCs frente ao desafio com
os estimulos ZIKV e CHIKV. Na presenca do estimulo com CHIKV, os pacientes
apresentaram uma tendéncia estatistica ao aumento da expresséo de MIP-1a (P =
0,073); enquanto o estimulo com ZIKV induziu um aumento na expressao de
RANTES (P = 0,017) (Figura 7).

Figura 7 — Perfil imunolégico de pacientes com histérico de neuroarbovirose em relacao ao seu
comunicante intradomiciliar, sob estimulo de ZIKV

15:10%9 p = 0,017
~ ! e
—El 1.0x1068 -
>
2 o
2] (<]
B 1.0x105 1
Z
<
14 o
: [
0 - LovezmaEoes oo eoo
Pacientes Comunicantes

Fonte: O autor.

Legenda: Mediador soluvel diferencialmente expresso sob estimulo de ZIKV e que demonstra
aumento nos casos de pacientes portadores de neuroarbovirose. Pacientes e comunicantes (n = 16,
cada). Teste de normalidade realizado com Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov; estatistica realizada
com Mann-Whitney.

Em relacdo a encefalite, os comunicantes apresentaram aumento dos niveis
de IL-1a (P = 0,041) no sobrenadante das culturas estimuladas com antigenos de
ZIKV (Figura 8A), e de IL-15 (P = 0,026) quando o estimulo foi o0 antigeno de CHIKV
(Figura 8B) em relagéo aos seus respectivos familiares com encefalite.
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Figura 8 — Perfil imunolégico de pacientes com histérico de encefalite, secundaria a infeccdo por
arbovirus, em relagdo ao seu comunicante intradomiciliar, sob estimulos de ZIKV e CHIKV
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Fonte: O autor.
Legenda: (A) Mediador soluvel diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de ZIKV

em relacdo a pacientes com encefalite secundéria a infec¢cdo por arbovirus. (B) Mediador soltvel
diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de CHIKV em relagdo a pacientes com
encefalite secundéria a infec¢do por arbovirus. Pacientes e comunicantes (n = 6, cada). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Mann-Whitney.

Por outro lado, os pacientes com histérico da SGB apresentaram aumento
dos niveis de RANTES (P = 0,043) em sobrenadante da cultura de PBMCs
estimuladas com antigeno de ZIKV (Figura 9A), e aumento nos niveis de IP-10 (P =
0,035) ao estimulo com antigenos de CHIKV (Figura 9B), em relagdo aos niveis

obtidos com PBMCs dos seus comunicantes intradomiciliares.

Figura 9 — Perfil imunoldgico de pacientes com histérico de SGB, secundaria a infec¢ao por
arbovirus, em relacdo ao seu comunicante intradomiciliar, sob estimulos de ZIKV e CHIKV
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Fonte: O autor.

Legenda: (A) Mediador soluvel diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de ZIKV
em relagdo a pacientes com SGB secundaria a infeccdo por arbovirus. (B) Mediador solavel
diferencialmente expresso em comunicantes sob estimulo de CHIKV em relagdo a pacientes com

SGB secundéria a infeccdo por arbovirus. Pacientes e comunicantes (n = 10, cada). Teste de
normalidade realizado com Shapiro-Wilk; estatistica realizada com Mann-Whitney.
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DISCUSSAO

O perfil de expressdo de 36 moléculas soluveis foi avaliado em 16 pacientes
com manifestacdes neuroldgicas (encefalite e SGB) secundarias a infeccdo por
arbovirus (DENV, ZIKV e CHIKV) e seus respectivos comunicantes. Os pacientes
com neuroarbovirose estavam na fase convalescente da infeccdo, diante disso, o
perfil de mediadores produzidos por suas PBMCs estimuladas com antigenos de
diferentes arbovirus correspondem a uma avaliacdo da imunidade de memoria
desses individuos; além disso, comparamos o perfil de mediadores produzidos pela
analise dos PBMCs dos seus comunicantes intradomiciliares ndo geneticamente
relacionados (cbnjuge), a fim de verificar a diferenca na modulacdo da resposta
imunolégica que possa ter contribuido para o desenvolvimento do quadro
neurolégico, assumindo que ambos paciente e comunicante tiveram o mesmo grau
de exposicao viral.

A principal limitacAo desse estudo é o0 numero de duplas
paciente/comunicante analisado, em consequéncia as dificuldades no recrutamento
dos cobnjuges devido a sua atividade laboral e a distancia do hospital. O
agendamento com duplas de participantes foi realizado por telefone e de forma
recorrente cancelado pela dificuldade de deslocamento dos voluntarios da pesquisa.
Outro limitante foi a execucdo do experimento, desenhado para avaliar
simultaneamente a imunidade humoral e a imunidade celular (ndo apresentada) das
PBMCs dos pacientes e comunicantes em seis diferentes condi¢des de crescimento,
onde o tempo de experimentacdo completa € de uma semana, sendo possivel
realizar no maximo duas duplas por semana. Ainda, 0s pacientes variaram em
relacdo a apresentacédo clinica da doenca, encefalite ou SGB, e a infec¢cdo quanto
ao agente etioldgico Unico ou mudltiplo, tendo contribuido para que as respostas
imunologicas de memoria desses individuos se apresentassem de forma complexa e
variavel. Como consequéncia dessa variabilidade mesmo analisando as medianas
dos niveis dos mediadores soluveis ndo foi possivel atingir a significancia em
algumas analises, desta forma optamos por analisar o perfil de expressdo das
diferentes moléculas comparando a proporcéo entre as medianas das moléculas nas
diferentes analises realizadas.

Nés observamos que quando comparados os grupos de pacientes com seus
comunicantes houve um aumento de IL-1a e IL-15 nos comunicantes e sob os

estimulos de ZIKV e CHIKV, respectivamente dentro do quadro clinico de encefalite,
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0 que aponta para o fato de que possivelmente os comunicantes apresentam uma
resposta pro-inflamatoria mais intensa, atuando no recrutamento de células efetivas
como os linfécitos T e NK, além de promover a producdo de mais mediadores
inflamatorios; além disso ja foi visto que a IL-1a interage diretamente no SNC
induzindo febre, combinadas essas acdes sugerem uma ativacdo massiva do
sistema imune nos comunicantes, favorecendo entdo o clearence viral e inibindo a
progressdo para o quadro neuroldgico de encefalite. Quando essa comparacao foi
realizada entre os portadores de SGB e seus comunicantes, foi visto um aumento
das quimiocinas RANTES e IP-10 sob o0s estimulos de ZIKV e CHIKYV,
respectivamente, nos pacientes; esses mediadores atuam no recrutamento de
células efetivas do sistema imunoldgico, entretanto, quando em excesso, podem
promover danos nos sistema neuroldgico, inclusive, conforme mencionado no
referencial teorico, a quimiocina IP-10 tem sido apontada como responsavel pela
apoptose de células neurais ha SGB, além de ter sido visto um aumento significativo
dessa quimiocina em mulheres gestantes portando fetos com mal formacao
congénita (microcefalia) associada a arbovirus (ZIKV) (COMMINS, BORISH,
STEINKE, 2010; KAM et al., 2017; NAVECA et al., 2018; TAPPE et al. 2015).
Apesar das limitacbes do presente estudo, alguns importantes aspectos da
patogénese da doenca foram esclarecidos. A maior frequéncia de encefalite
causada por CHIKV e de SGB por ZIKV descrita na literatura (FERREIRA et al.,
2020), pode ser explicada pela maior antigenicidade do CHIKV, resultando na
expressdo de mediadores inflamatorios de forma exacerbada, incluindo RANTES, IL-
8, MCP-1 e IL-6, que contribui para a permeabilidade da barreira hematoencefalica,
mas também associado a uma menor ou mais lenta resposta antiviral em
decorréncia de menores niveis de IL-15 em resposta ao desafio antigénico com
CHIKV, conforme demonstramos em relacdo ao desafio das células dos
comunicantes (ALMEIDA et al., 2021; MEHTA et al., 2018). Ja& nos pacientes de
SGB a resposta a arbovirus foi caracterizada pela maior producdo de quimiocinas
RANTES e IP-10 em relacdo aos comunicantes, com aparente resposta antiviral
semelhante aos dos comunicantes, talvez porgue os comunicantes e pacientes ja
tinham entrado em contato com DENV, endémico na regido, que pelo
compartilhamento de epitopos antigénicos com ZIKV, tenha induzido uma resposta

de memoria semelhante em todos os participantes.
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