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RESUMO

INTRODUCAO: O virus da Chikungunya ¢ transmitido pelo mosquito do género Aedes. Na
fase aguda da doenga o individuo apresenta febre ¢ dores nas articulagdes, a fase subaguda é
caracterizada pela prolongacdo dos sintomas na fase aguda e, por fim, a fase cronica ha
persisténcia das dores nas articulagdes. Nesta fase, a grande maioria dos individuos infectados
pelo virus desenvolve a artralgia cronica. Com isso, o virus da CHIKV chamou a atengdo por
estar associado a dor articular debilitante afetando a qualidade de vida dos individuos por um
longo periodo. OBJETIVO: Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o papel da
resposta humoral na progressdo para artralgia cronica causada pelo Virus da Chikungunya.
MATERIAIS E METODOS: N6s empregamos o método de diagnostico através do ELISA
(IgM e IgG) e PRNT50, PRNT80 e PRNT90 sendo um teste sensivel e especifico,
respectivamente. RESULTADOS: Analisamos a cinética de producdo de anticorpos IgM e IgG
ao longo da progressdo da doenca pelo ELISA e investigamos a relacdo desses anticorpos
neutralizantes quanto a progressao da doenca através do PRNT50, PRNT80 e PRNT90. Com
isso, a resposta se mantém apos 2 anos e foi constatado que existe uma resposta neutralizante
nos primeiros dias de infecgio no PRNTS50. CONCLUSOES: Existe uma resposta de
neutralizagdo nos primeiros dias da doenga que impedem que o individuo infectado desenvolva
artralgia cronica observado no PRNT50.

Palavras-chave: Virus Chikungunya. Fase cronica. Progressdo da artralgia. Resposta humoral.



CARVALHO, Isabele de Padua. Evaluation of the role of the humoral response in the
progression of arthralgia disease caused by the Chikungunya virus. 2021. 52 f. Dissertacdo
(Mestrado em Patologia Humana) — Universidade Federal da Bahia. Instituto Gongalo Moniz,
Fundac¢do Oswaldo Cruz, Salvador, 2021.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The Chikungunya virus is transmitted by the Aedes mosquito. In the acute
phase of the disease, the individual has fever and joint pain, the subacute phase is characterized
by the prolongation of symptoms in the acute phase and, finally, the chronic phase in which
joint pain persists. At this stage, the vast majority of individuals infected with the virus develop
chronic arthralgia. Thus, the CHIKV virus drew attention for being associated with debilitating
joint pain affecting the quality of life of individuals for a long period. OBJECTIVE: Given the
above, the aim of this study was to evaluate the role of the humoral response in the progression
to chronic arthralgia caused by the Chikungunya Virus. MATERIALS AND METHODS: We
employ the diagnostic method through ELISA (IgM and IgG) and PRNT50, PRNT80 and
PRNTI0 being a sensitive and specific test, respectively. RESULTS: We analyzed the kinetics
of IgM and IgG antibody production along disease progression by ELISA and investigated the
relationship of these neutralizing antibodies to disease progression through PRNT50, PRNT80
and PRNT90. Thus, the response is maintained after 2 years and it was found that there is a
neutralizing response in the first days of infection in PRNT50. CONCLUSIONS: There is a
neutralization response in the first days of the disease that prevents the infected individual from
developing chronic arthralgia observed in PRNTS50.

Key words: Chikungunya virus. Phase chronic. Progression arthritis. Humoral response.
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1 INTRODUCAO

1.1 HISTORICO DA TRANSMISSAO DO CHIKV NO MUNDO E EPIDEMIOLOGIA

As primeiras epidemias de CHIKV aconteceram no século XVIII, no entanto as
analises desses casos foram documentadas imprecisamente como surtos de dengue (CAREY
DONALD. E., 1971). A partir disso, o primeiro caso de emergéncia do virus CHIKV registrado
no ciclo urbano foi no periodo de 1879 ¢ 1956 (WEAVER; LECUIT, 2015).

No século XX, a epidemia do virus CHIKV foi descrita pela primeira vez em 1952 e
notificado no Instituto de Pesquisa de Virus localizado na Tanzénia, anteriormente chamado
Tanganica, em 1953 (LUMSDEN, 1955). A modificacdo do nome deveu-se a fundi¢cdo da
regido Tanganica a regido Zanzibar dando origem ao nome Tanzania. De acordo com a lingua
do povo Makonde, localizado na Tanzania, foi originado o nome chikungunya cujo significado
¢ “aquele que se dobra” devido as contor¢des ocasionadas pela dor nos individuos acometidos
pela doengca (GANESAN; DUAN; REID, 2017) (MASON; HADDOW, 1957).

As epidemias de CHIKYV, entre as décadas de 1960 e 1970 foram restritas aos paises
da Africa Central, Ocidental, Sul e o Sudeste Asiatico desencadeada pelo genétipo da Africa
Oriental, Central e Sul (ECSA) (WEAVER; LECUIT, 2015). Os paises acometidos por essa
epidemia foram: a Africa do Sul, Republica Democratica do Congo, Uganda, Indonésia,
Tailandia e india, respectivamente (SERGON et al., 2005). No ano de 1998, foi registrado na
Malasia o primeiro surto de CHIKV (LARAS et al., 2005).

No século XXI, em 2004, aconteceu um grande surto de CHIKV iniciada em Lamu,
Quénia, localizado na Africa Oriental ( SILVA JR, et al, 2018). Durante esta epidemia, o virus
CHIKYV espalhou-se por Mombaga, Quénia, e pelas ilhas Comores, pais insular da Africa, e
outras ilhas do Oceano Indico incluindo a ilha La Réunion, Franca (CUNHA et al., 2020). No
periodo de marco de 2005 e abril de 2006 foram reportados 244.000 casos (TANABE et al.,
2018).

Durante a epidemia La Réunion foi observado uma mutacdo adaptativa, a qual
substituiu o aminoacido alanina pela valina na posigdo 226 E1-A226V, na glicoproteina E1 do
envelope viral (TUEKPRAKHON et al., 2018). Isto permitiu uma adaptagdo no mosquito Ae.
Albopictus que favoreceu a dissipagdo viral em regides como Italia e Franga no ano de 2010 e

2014 (TSETSARKIN et al., 2007).
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No ano de 2013, o primeiro caso de transmissdo autoctone de CHIKV ocorreu nas
ilhas de Saint Martin e Martinique ¢ as transmissdes do virus foi através do mosquito Aedes
aegyptipor varias ilhas caribenhas, tais como Dominica, Anguilla e ilhas das Virgens Britanicas
e o namero de pessoas infectadas foram mais de 30.000 casos em 4 meses (CUNHA et al,
2020). A cepa que circulou nas ilhas caribenhas ¢ pertencente ao gendtipo Asidtico e estd
relacionado com as cepas que circularam na Indonésia em 2007 (LANCIOTTI et al., 2007).

Em 2014, aconteceu o primeiro caso de CHIKV na Guiana Francesa, no continente
Sul-Americano e espalhou-se por todo o territorio. Neste mesmo periodo até 2015 foram mais
de 16.000 individuos infectados no pais. E importante salientar que varios casos atipicos, por
exemplo, distarbios neurolégicos, insuficiéncia cardiorrespiratoria, hepatite aguda, distirbios
renais e comprometimento muscular foram apresentados nesta epidemia (BONIFAY et al,
2018).

Ainda em 2014, o primeiro caso autdctone no Brasil desencadeado pela cepa ECSA
aconteceu na cidade de Feira de Santana regido do nordeste brasileiro. Em setembro do mesmo
ano, o primeiro local de transmissdo foi no Oiapoque, localizado no estado do Amapa, regido
norte do pais, e estava relacionado com a linhagem asiatica. Os gendtipos asiaticos ¢ ECSA co-
circularam no Norte e regides do Nordeste do Brasil (NUNES et al., 2015).

Em 2016, o gendtipo ECSA foi espalhado para outros estados brasileiros, tais como
Alagoas e Paraiba sendo uma ameaga a satide publica, principalmente, devido a co-circulagdo
de outros arbovirus, como a dengue e zika, transmitida pelo mesmo vetor (CHARLYS DA
COSTA etal.,2017). No mesmo ano, o genotipo ECSA foi isolado na regido sudeste do Brasil,
no estado do Rio de Janeiro (CUNHA et al., 2017).

Desde entdo, o nimero de casos de Chikungunya no Brasil aumentaram 38.332 casos
provaveis em 2015 segundo os dados da Semana Epidemiologica, destes foram confirmados
13.236 (BRASIL, 2016). Em 2016 foram registrados 277.882 casos provaveis, destes 151.101
foram confirmados. Em 2017, 185.593 casos provaveis de febre de Chikungunya (BRASIL,
2017b) e no ano de 2018 foram 80.010 casos provaveis, destes 59.584 confirmados (BRASIL,
2018).

No ano de 2019, 59.215 casos provaveis de infeccdo pelo virus Chikungunya
(BRASIL, 2020). Em 2020, foram 19.593 casos provaveis de infec¢do pelo virus Chikungunya.
Em 2021, na regido Nordeste foi notificado 7.778 casos provaveis (BRASIL, 2021).

No entanto, como desde fevereiro de 2020, o Brasil enfrenta a pandemia do COVID-
19, observou-se uma diminui¢ao dos registros de casos provaveis. Isto pode ser devido a uma

subnotificacdo ou atraso nas notificagdes das arboviroses (BRASIL, 2021).
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1.2 CICLO DE TRANSMISSAO

O CHIKYV ¢ transmitido em dois diferentes ciclos: o urbano e silvestre ou enzodtico
(GANESAN; DUAN; REID, 2017). O ciclo silvestre existe, principalmente, na Africa entre
primatas ndo-humanos, roedores, morcegos, babuinos e macacos (Figura 1).

A transmissdo de CHIKV, no ciclo silvestre, envolve varias espécies de mosquitos do
género Aedes, tais como Ae africanus, Ae furcifer-taylorvi e Ae dalzieli (THIBOUTOT et al.,
2010). A espécie Ae furcifer-taylori transmite para o macaco verde africano (Cercopitheus
aethiops). Os macacos verdes africanos e babuinos foram sugeridos como hospedeiros
importantes de replicagdo viral, juntamente, com as outras espécies de vertebrados
(TSETSARKIN et al., 2007).

O ciclo urbano ¢ iniciado quando uma pessoa entra em contato ou vive perto das
florestas africanas ocorrendo, assim, a infec¢cdo nos seres humanos. Estes atuam como os
principais hospedeiros. As fémeas dos mosquitos das espécies Ae aegypti e Ae albopictus sdo
os principais vetores deste ciclo, porque adaptaram-se ao ambiente antrépico de modo que os
recipientes de agua utilizadas como locais de oviposi¢ao e os humanos como fonte de sangue e
nutricdo (TSETSARKIN er al., 2011). Aumento de viagens aéreas, a migragdo humana,
urbanizagdo comércio internacional, mudangas climaticas favoreceu a disseminacdo destas
espécies para diferentes regides tropicais e subtropicais do mundo, tornando-se o principal vetor

de CHIKYV mundialmente (TSETSARKIN et al., 2011) (HUITS et al., 2018).

L ¥ ﬁ 0

e.g., .Aaegypti
A albopictus

€. g., A africanus
A furcifer-taylori
A dalzieli

Figura 1 - Ciclo de Transmissdo de CHIKV. Primatas ndo humanos como reservatorio do virus. As fémeas
dos mosquitos do género Aedes infectados pelo CHIKV através da picada infectam os humanos. Os
humanos infectados, infectam o Aedes aegypti e Aedes albopictus perpetuando o ciclo de transmissdo do
CHIKV.

Fonte: Adaptado de THIBOUTOT et al. (2010).
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1.3 ESTRUTURA VIRAL E FILOGENIA

O CHIKYV ¢ pertencente a familia Togaviridae e possui o diametro de 65 a 70 nm e faz
parte do género Alphavirus (WESTAWAY, 1985).0 género Alphavirus ¢ subdividido em
Velho Mundo ¢ Novo Mundo (WESTAWAY, 1985) (BAXTER et al., 2021). O virus CHIKV
esta incluido na subdivisdo do Velho Mundo, assim como, o virus Ross River (RRV), o virus
Mayaro (MAYYV), o virus Semliki Forest (SFV), o virus Sindbis (SINV) e o virus O’nyong-
nyong (ONNV) os quais causam doencas inflamatdrias agudas musculoesqueléticas e os
sintomas clinicos sdo febre, rash e artrite (BAXTER et al., 2021). A subdivisdo do Novo Mundo
inclui o virus da encefalite equina venezuelana e Ocidental responsaveis por causar doengas
neurologicas (HOLMES et al., 2020) (BAXTER et al., 2021).

O virus ¢ envelopado, constituido pela bicamada fosfolipidica derivada da célula
hospedeira permeado pelas glicoproteinas virais de superficie, E1 e E2. Internamente, o virus
possui um nucleocapsideo icosaédrico que reveste o material genético viral, formado por um
RNA fita simples, senso-positivo e comprimento de aproximadamente 12-kb (STRAUSS;
STRAUSS, 1994). O genoma contém dois quadros de leitura (ORFs) que cada um codifica uma
poliproteina.

A primeira poliproteina, localizado a 5° do genoma com o cap 7-metilguanosina,
codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4) necessarias para a replicagao
(Figura 2) (YAP et al., 2017). A segunda poliproteina, localizado a 3” do genoma com a cauda
poliadenilada, da origem a cinco proteinas estruturais — capsideo (C), glicoproteinas estruturais
do envelope El, E2, E3 e 6K relacionadas com a entrada do virus na célula hospedeira,
montagem e brotamento do virus na célula do hospedeiro (ORTEGA-SOTO; ARELLANO-
ANAYA Z; BARRON B, 2017).
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Figura 2 - Genoma e estrutura do virus. O genoma viral de CHIKV ¢ RNA de fita simples de
sentido positivo contendo duas estruturas de leitura aberta (ORFs); o primeiro codifica uma
poliproteina que da origem em proteinas ndo estruturais e a segunda em proteinas estruturais.
CHIKV ¢ um virus envelopado cuja membrana contém as glicoproteinas E1 ¢ E2 formando
espiculas em trimeros em sua superficie, o capsideo ¢ icosaédrico pela proteina chamada C.
Fonte: Adaptado de ORTEGA-SOTO; ARELLANO-ANAYA Z; BARRON B (2017).

De acordo com as analises filogenéticas (Figura 3), foram identificados quatro genotipos
principais de CHIKV: (I) o genétipo da Africa Ocidental, (I) o genétipo asiatico, (II) o
gendtipo centro-leste-sul africano (ECSA) e (IV) o genétipo da linhagem do Oceano Indico
(IOL) (NAVECA et al, 2019). A nomeacdo de cada gendtipo estd relacionada com a sua
distribuicio geografica. O gendtipo da Africa Ocidental foi originalmente isolado dos paises
Senegal e Nigéria (POWERS et al., 2000). O gendtipo Asiatico foi isolado da regido Sudeste
da Asia (ROSSINI; LANDINI; SAMBRI, 2016).

O gendtipo ECSA originalmente faz parte do ciclo enzootico, mas ndo foi possivel o
esclarecimento quanto a introdug¢ao no ciclo urbano (POWERS et al., 2000). Por fim, o gen6tipo
Oceano Indico (IOL) é originario do gendtipo ECSA sendo uma nova linhagem (ROSSINI;
LANDINI; SAMBRI, 2016).
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Figura 3 - Relagdes filogenéticas entre isolados dos quatros genotipos do CHIKV. A
descendéncia da linhagem Oceano Indico a partir do genotipo ECSA. Os valores numéricos
indicam reamostragem por bootstrap. Fonte: Adaptado de SCHUFFENECKER et al. (2006).

1.4 CICLO DE REPLICACAO

O ciclo de replicagcdo do CHIKYV, assim como em outros arbovirus, consiste na ligagdo
da glicoproteina E2 do virus aos receptores, tais como glicosaminoglicanos, proibitina (PHB)
e CD209 expressas na superficie da célula hospedeira do mamifero (MATUSALI et al., 2019)
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Com isso, o virus ¢ endocitado numa vesicula mediada por
clatrina formando o endossomo ¢ entra no citoplasma da célula hospedeira, onde sera replicado
(SOLIGNAT et al., 2009).

No endossomo acontece o processo de reorganizagdo estrutural das glicoproteinas E1
e E2 do virus desencadeada pela acidificacao, por consequéncia do pH baixo. Por meio disso,
a glicoproteina El torna-se instavel e a membrana viral se funde com a membrana plasmatica
do endossomo e ocorre a liberagdo do nucleocapsideo e do genoma viral ( SILVA JR et al.,
2018) (CUNHA et al., 2020).

No citoplasma, o nucleocapsideo se desintegra e libera o RNA viral para traducdo da
poliproteina ndo estrutural P1234 que ¢ clivado pela protease codificada do virus dando origem
as proteinas ndo-estruturais nsP1-nsP4. A proteina ndo estrutural nsP1 estd relacionado na
sintese da fita negativa do RNA viral e ¢ responsavel pelo capeamento do RNA (SCHWARTZ;
ALBERT, 2010). nsP2 exibe a RNA helicase, RNA trifosfatase e atividades de proteinase
envolvidas no desligamento da transcricdo da célula hospedeira (SCHWARTZ; ALBERT,
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2010). nsP3 ¢ responsavel pela replicase e nsP4 ¢ a RNA polimerase. Por isso, o conjunto das
proteinas ndo-estruturais nsP1-4 formam o complexo de replicacdo viral (CUNHA et al., 2020).

O RNA de sentido negativo ¢ a fita molde para o RNA de sentido positivo. Isso é o
modelo de RNA subgenomico (26S) e gendomico (49S). O RNA subgendmico conduz a
expressdo da poliproteina C-pE2-6K-E1 a qual é processado por uma serina protease
autoproteolitica. As proteinas pE2 ¢ transportado para o complexo de Golgi, onde ¢ clivado em
E2 e E3 (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). A montagem viral ¢ realizada pela liga¢do do acido
nucléico e o capsideo (C) formando os novos nucleocapsideos com genomas recém-sintetizados
por uma Unica molécula do genoma de RNA. Em seguida ocorre o brotamento das particulas

virais na célula hospedeira (Figura 4) (LEUNG; NG; CHU, 2011).
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Figura 4 - Esquema da replica¢do de CHIKV. Passo a passo da replicacdo CHIKV.
Fonte: Adaptado de SOLIGNAT et al. (2009).

1.5 MANIFESTACOES CLINICAS: FASE AGUDA, SUBAGUDA E CRONICA

Apds a picada do mosquito infectado com CHIKV, a maioria dos individuos acometidos
pelo CHIKYV apresentam doenga sintomatica apds um periodo de incubacdo de dois a dez dias
(SUHRBIER, 2012) (BAXTER et al., 2021). As manifestacdes clinicas apresentam trés fases:
a aguda, subaguda e cronica. A fase aguda ou febril da doenga ¢ sintomatica tendo como
principal sintoma a febre de inicio subito e dor articular intensa acompanhado de mialgia,

nausea, vomito, poliartrite, erup¢do cutanea e conjuntivite. Ademais, na fase aguda da doenca
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tem-se observado uma alta carga viral, achados laboratoriais encontraram trombocitopenia leve,
leucopenia e testes de fungdo hepatica elevados. A duragdo da fase aguda é de 3-10 dias
(BRASIL, 2017a).

Durante a fase subaguda, normalmente, a febre desaparece, podendo ocorrer
persisténcia ou agravamento das dores articulares que inclui poliartrite distal, exacerbagdo da
dor articular acometido na primeira fase e tenossinovite hipertrofica subaguda em maos,
falanges, punhos e tornozelos. Nesta fase pode estar associado a astenia, prurido e exantema
maculopapular, além das lesdes purpuricas, vesiculares e bolhosas. Caso os sintomas persistam
por mais de trés meses, apos o inicio da doenga, estara instalada a fase cronica (BRASIL,
2017a).

As manifestagdes dos sintomas da fase cronica estdo associadas com os principais
fatores de risco que sdo idade acima de 45 anos, sexo feminino, desordem articular preexistente
¢ maior intensidade nas dores articulares na fase aguda. O principal sintoma nessa fase é a dor
articular associado as articulagdes atingidas durante a fase aguda. Na grande maioria, 0
acometimento muscular ¢ poliarticular e simétrico, mas pode ser assimétrico e monoarticular.
Durante a fase cronica manifestagdes como fadiga, cefaleia, exantema, tenossinovite sdo
descritos. Essa fase ¢ definida por sintomas que persistem por mais de trés meses (BRASIL,
2017a) (WHO, 2008).

Ja foi demonstrado que intensidade de sintomas na fase aguda estd diretamente
relacionado com a cronicidade e que a artralgia persistente ocorre com mais frequéncia em
mulheres, individuos com mais de 40 anos de idade e aqueles com comorbidades preexistentes,
como hipertensao.

Por este motivo, foi desenvolvido uma ferramenta intitulada SHERA. Esta é de facil uso
e acesso possuindo uma capacidade de predizer se o individuo possui risco de permanecer com
dor articular de longo prazo apds a infeccdo por CHIKV. A predicdo ¢ baseado em cinco
excelentes preditores que desenvolvem um sistema de pontuagdo como uma calculadora. A
origem do nome ¢ a letra inicial de cada um desses preditores a partir da Lingua Inglesa as quais
sd0: Sexo (Sex -female), Hipertensdo (Hypertension), Edema (Edema), Dor retro-orbital
(Retroocular pain) e Idade (A4ge), descrito no artigo A clinical scoring system to predict long-

term arthralgia in Chikungunya disease: A cohort study.
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1.6 IMUNOPATOGENESE

O CHIKYV ¢ inoculado durante o repasto sanguineo do mosquito fémea previamente
infectado (SRIVASTAVA et al., 2020). Através da picada o virus alcanga as camadas
subjacentes da pele as quais sdo a epiderme, derme, capilares sanguineos e via linfatica. Através
da via linfatica o virus ¢ disseminado e alcanca as articulagdes, musculos, 0ssos caracterizando
a doenga cronica com duragdo maior que 3 meses (CUNHA et al., 2020).

No sitio de inoculagéo ¢ iniciado a replicagdo viral nos fibroblastos ¢ macrofagos que sdo
células residentes. Embora haja a infecgéo, as células atuam na primeira linha de defesa contra
0 patdgeno ativando a resposta imune inata induzindo a produg¢ao do interferon do tipo I (IFN)
(SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

A ativacdo da resposta imune inata ¢ desencadeada por conta dos Receptores de
Reconhecimento Padrdo expressos nas células que detectam os PAMPs virais. Os PRRs
envolvidos na ativagdo sdo os receptores do tipo TLRs, RLRs, NLRs e CLRs (KATHRYN S.
CARPENTIER AND THOMAS E. MORRISON, 2017) (MATUSALI et al., 2019).

Os TLRs ativados na atividade antiviral do CHIKV sdo os TRL3, TRL7 ¢ TRL&. O
reconhecimento do TLR3 se da pela presenca da dsSRNA que se forma em uma das etapas
intermedidrias da replicagdo viral para induzir IFN do tipo I. O reconhecimento do TRL7 e
TRLS8 se da pela presenga da ssRNA viral no endossomo e, assim, induz IFN do tipo I
(KATHRYN S. CARPENTIER AND THOMAS E. MORRISON, 2017).

Os RLRs do tipo RIG-I reconhecem o RNA viral presente no citoplasma. A ativacdo do
RIG-I se da através da proteina adaptadora CARDIF, também, conhecida como MAVS para
induzir IFN do tipo I (KATHRYN S. CARPENTIER AND THOMAS E. MORRISON, 2017).

O NLR do tipo NLRP3 induz a formag¢ao do inflamossoma ¢ ativa caspase-1 que secreta
citocinas inflamatorias IL-1p e IL-18. Essas citocinas sdo responsaveis pela morte celular por
piroptose inerente a inflamacdo aguda e causa febre (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON,
2009).

Durante a fase aguda no soro dos pacientes infectados por CHIKV ha uma elevacio de
citocinas antivirais e pro-inflamatorias as quais sdo TNF-a, IFN- a, IFN-y, IL-1p, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, IL-18, 1L-27, IL-29, G-CSF, GM-CSF,
CCCL2, CCCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 e CXCL10 (BAXTER et al., 2021).

Além disso, as células NK estdo relacionadas no inicio da fase aguda devido a capacidade
de atingir células infectadas por CHIKV. As NKs participam do recrutamento de linfocitos T

por meio da produgéo de citocinas Thl e linfocitos T CD8". A imunidade adaptativa especifica



26

para CHIKYV ¢ observada apos a depuracdo viral, ja que anticorpos especificos sdo produzidos
¢ contribuem para a neutralizacdo viral e/ou citotoxicidade mediada por células dependente de
anticorpos (SRIVASTAVA et al., 2020).

Na fase cronica, a presenca do virus nos macrofagos e nos linfocitos T infectados podem
contribuir para a persisténcia do virus e o desenvolvimento de inflamagao nos tecidos sinoviais.
Os mondcitos atuam como células reservatorias para a persisténcia do CHIKV e desempenham
um papel importante no desenvolvimento de patologia induzida por CHIKV. Os mondcitos
migram para os tecidos sinoviais contribuindo para o processo inflamatdrio. Isso explica a
persisténcia dos sintomas articulares, apesar do curto periodo de viremia (PETITDEMANGE;
WAUQUIER; VIEILLARD, 2015).

Durante a fase cronica as citocinas pro-inflamatoérias como IFN-a, [FN-y, TNF- a, IL-1,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-27, GM-CSF, CCL2, CCL3, CCL4, CXCL9 ¢
CXCL10, presentes na fase aguda, permanecem elevadas no soro (CHIRATHAWORN et al.,
2010) (CHIRATHAWORN et al., 2013). A resposta imune adaptativa celular dos linfocitos T
CD4" e T CD8" se infiltram nas articulagdes causando inflamagdo. Os linfocitos T CD4" sdo
responsaveis pelo inchaco, inflamagdo e medeia a resposta do tipo Thl ¢ T CD8" impulsiona a
resposta IFN-y (HOARAU et al., 2010). Os linfocitos T CD4" exercem, também, um papel
eficiente na troca de classe de IgG.

Os anticorpos IgM e IgG sdo detectados no soro dos individuos infectados por CHIKV.
Esses anticorpos neutralizantes atuam na protecdo precoce contra a infeccdo do CHIKV e
controle da disseminagéo do virus por meio da neutralizagdo direta e ativagdo do complemento.
Caso o individuo infectado por CHIKV tenha uma resposta do tipo IgG3 precoce acontece uma
eliminacdo eficiente do virus e, assim, uma protecdo contra o desenvolvimento da artralgia
cronica, enquanto uma resposta tardia do tipo IgG3 pode levar a persisténcia da artralgia.
Contudo as causas que levam a progressdo da artralgia cronica ainda néo esta elucidado (KAM

et al.,2012).

1.7 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico de infecgdo por CHIKV ¢é baseado em critérios clinicos, epidemiologicos
e laboratoriais (CAGLIOTI et al., 2013). O caso torna-se provavel quando o individuo vive ou
visitou areas epidémicas de arboviroses. Entretanto, como as manifestacdes clinicas se
comportam de modo bastante semelhante o diagnostico laboratorial torna-se imprescindivel

para diferenciar quais os possiveis agentes etiologicos na suspeita por infec¢do por arboviroses
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(CUNHA et al., 2017). Ja que o diagnostico € um processo extremamente direto e transparente
cooperando com a decis@o médica (HOFFMANN et al., 2014).

Sendo assim, em cada uma das fases da doenga ¢ possivel aplicar uma técnica de
diagndstico. Na fase aguda, ap6s o primeiro dia dos sintomas sdo feitos os testes moleculares e
sorologicos (MENDOZA et al., 2019). O ensaio molecular confirmatorio detecta o virus através
do RT-qPCR. Esta técnica realiza o diagnostico precoce de modo rapido e sensivel, por meio
da detecgdo do acido nucléico viral, como a glicoproteina E1 ounspl (CAGLIOTI et al., 2013).
No entanto, o uso dela ¢ delimitado ao periodo menor que 7 dias, devido ao clearance viral
(CUNHA et al., 2017).

Os testes sorologicos sdo indicados a partir do terceiro e quinto dia para detecgdo de
anticorpos especificos do tipo IgM e a partir do sexto dia para deteccdo de anticorpos
especificos do tipo IgG. O ensaio sorologico utilizado sdo os testes de fluxo lateral, ELISA ¢
PRNT. O ensaio de fluxo lateral é rapido, simples e de baixo custo e possui como principio um
sistema imunocromatografico. O teste consiste em anticorpos imobilizados na membrana de
nitrocelulose e a amostra ird fluir por capilaridade. Neste ensaio o anticorpo marcado forma um
complexo com o analito que serdo capturados nas linhas de teste pelo anticorpo de captura
imobilizado na membrana. A visualizagdo ¢ observada na linha de teste (MOYANO et al,
2020).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) detecta anticorpos IgM e IgG por meio da ligacdo
do anticorpo especifico ao antigeno viral imobilizado na superficie solida (GAN; PATEL,
2013). A detecgdo desse complexo ¢ revelada através do anticorpo associado a enzima e quando
exposto ao substrato produz uma mudanca de cor visivel ou fluorescéncia (GAN; PATEL,
2013). A solucdo colorida pode ser avaliada semiquantitativamente através de leitores de
densidade 6tica e uma curva ou valor de referéncia (AYDIN, 2015).

O ensaio do PRNT detecta e quantifica os anticorpos neutralizantes, através da reducao
da atividade viral (AZAMI; MOI; TAKASAKI, 2016). O principio basico consiste no
plaqueamento de células suscetiveis ao virus e na formacdo de complexos virus-anticorpo
(ROEHRIG; HOMBACH; BARRETT, 2008). As ctapas do PRNT consistem na realizagdo da
diluicdo seriada das amostras de soro ou plasma antes de serem misturadas ao virus. Este por
sua vez com a quantidade padronizada de PFU e mantido constante quando incubadas ao soro
ou plasma. Em seguida, as células sdo recobertas com um meio semissolido que restringe a
propagacdo do virus, fazendo com que cada virus inicie uma infec¢do, consequentemente, uma

placa (ROEHRIG; HOMBACH; BARRETT, 2008) (SALIJE et al., 2014).
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A mensuragdo do efeito neutralizante se da pela formacdo de placas nas células
suscetiveis (AZAMI; MOI; TAKASAKI, 2016). Dessa forma, os titulos de ponto final de PRNT
sdo detectados por meio da comparagdo com a concentracdo inicial de virus para definir a
reducdo percentual da infectividade viral de cada amostra de soro ou plasma. Com isso ¢
possivel calcular diversos titulos, tais como o titulo PRNT50, PRNT80 ¢ PRNT90 (WHO,
2007).

Os titulos de PRNTS50 s@o mais simples e amplamente usados para contar a reducdo da
infectividade viral. Os titulos de PRNT90 sfo cortes mais altos usados para soros pos-vacinagao
e mais rigorosos. Por este motivo sdo Uteis em areas endémicas de arboviroses para estudos

epidemiologicos ou diagndsticos (WHO, 2008).
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2 JUSTIFICATIVA

As infec¢des desencadeadas por arboviroses tém sido causa de doengas graves para os
seres humanos, aumentando as taxas de morbidade ao redor do mundo. Neste sentido, o virus
da CHIKV chamou a atengéo por estar associado a dor articular debilitante afetando a qualidade
de vida dos individuos por um longo periodo (Suhrbier et al, 2019).

O CHIKYV ¢ um virus artritogénico ¢ apds 12 meses do inicio dos sintomas as dores
articulares tndem a persitir, causando desconfortos para os individuos acometidos pela infecgéo.
Nesse sentido tem-se argumentado sobre a resposta humoral relacionada a progressdo da
artralgia cronica. Entretanto, na literatura disponivel apresenta-se poucos estudos sobre a
associacao da resposta humoral com a progressdo da artralgia cronica causada pelo Virus da
Chikungunya tornando-se necessario mais estudos que investiguem. Nessa perspectiva, nosso
estudo objetiva a avaliacdo da resposta humoral quanto a progressdo da artralgia cronica entre
a comparagdo dos grupos cronicos versus ndo-cronicos através das técnicas de diagndstico

ELISA e PRNT.

2.1 HIPOTESE

A resposta humoral estd relacionada a progressdo da artralgia cronica causada pelo

Virus da Chikungunya (CHIKYV).

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da resposta humoral na progressdo para artralgia cronica causada pelo

Virus da Chikungunya (CHIKV).

2.2.2 Objetivos especificos

e Analisar a cinética de produggo de anticorpos IgM e IgG ao longo da progressdo da
doenga, comparando os individuos que cronificaram versus os individuos que ndo
cronificaram;

e Investigar a relagdo dos anticorpos neutralizantes (PRNT) ao longo da progressdo da
doenga, comparando os individuos que cronificaram versus os individuos que ndo

cronificaram.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Revisdo Institucional da Escola de Medicina —
Universidade Federal da Bahia (UFBA) — Brasil (coorte de deriva¢do - numero de aprovacao:

1.657.324).

3.2 TIPO DE ESTUDO E COLETA DAS AMOSTRAS

Trata-se de um estudo do tipo coorte prospectivo realizado no periodo de 2016 a 2018
do projeto guarda-chuva do artigo 4 clinical scoring system to predict long-term arthralgia in
Chikungunya disease: A cohort study. As amostras foram coletadas nos tubos de EDTA ¢
Heparina. A coleta foi realizada no periodo R0, R1 e R2. Sendo que as amostras R0 ¢ no periodo
de 0-5 apds o inicio dos sintomas, as amostras R1 foram coletadas apds 30-60 dias apds o inicio
dos sintomas, as amostras R2 foram coletadas apos 200-300 dias do inicio dos sintomas. Por
fim, as amostras R3 foram coletadas apds 600-800 dias do inicio dos sintomas para acompanhar

a progressao da artralgia cronica no grupo de individuos que cronificaram.

3.3 LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRAS

O presente estudo foi realizado em duas cidades baianas localizadas na regido norte -
Campo Formoso e outra na regido sul - Itabuna e uma cidade cearense que ¢ Maranguape,

localizada na regido metropolitana de Fortaleza.

3.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

O critério de inclusdo das amostras foram tempo de doenca menor ou igual a 5 dias, sem
coinfec¢do com outra arboviroses (Dengue e Zika), PCR positivo no plasma e IgM positivo
para CHIKYV, ter pelo menos duas amostras de seguimento (follow-up) e no periodo R2 ter a

informagdo de fazer parte do grupo crénico e nao-cronico.
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3.5 DETECCAO SOROLOGICA

A deteccdo dos anticorpos foi realizada através do kit de ELISA (Eurolmmun-
Alemanha) para deteccdo de anticorpos IgM (EI 293a-9601 M; Eurolmmun AG) e IgG (EI
293a-9601 G; Eurolmmun AG) contra CHIKV. Cada ELISA foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante.

A mensuragdo fotométrica da intensidade de cor foi realizada em um comprimento de
onda de 450 nm e valor de referéncia entre 620 nm até 30 minutos apos a adi¢do da solugdo de
parada. A obten¢do do resultado semiquantitativo foi avaliada através do célculo do valor de
absorbancia do controle ou amostra do paciente pelo valor de absorbancia do calibrador 2 de

acordo com a seguinte formula:

Extin¢cdo do controle ou amostra do paciente _
= Razao

Exting¢do do calibrador

Os resultados foram interpretados de acordo com as instrugdes do fabricante na seguinte razao:
Razao < 0,8 = negativo; Razdo > 0,8 a < 1,1 = Bordeline; Razao > 1,1 = positivo.
Um caso confirmado foi definido como um teste positivo para um dos critérios

laboratoriais: um positivo qRT-PCR no soro.

3.6 MANUTENCAO DA CULTURA CELULAR PARA OS ENSAIOS DE PRNT

Nos experimentos foram utilizadas as células da linhagem Vero E6 (ATCC,
CRL1586™) derivadas do rim do macaco verde africano (Cercopithecus aethiops). As células
eram cultivadas em garrafas de cultivo celular (T175) a cada 2-4 dias, utilizando meio DMEM
(Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e antibidtico
penicilina/estreptomicina a 1% (LGC®). As garrafas foram mantidas durante todo o
experimento na estufa a 37°C com 5% de dioxido de carbono (CO»), por até 30 passagens, ¢
utilizadas para a expansdo viral e no plaqueamento para a titulagdo viral e o teste de
neutralizagéo.

Para o plaqueamento da titulagdo viral e o teste de neutralizacdo, a contagem das células
Vero foi efetuada numa cimara descartavel, utilizando-se o corante vital Trypan Blue
(SIGMA®). A célula Vero foi distribuida na concentragdo de 200.000 células num volume de

0,5 mL em cada poco na placa de 24 pocos. A experiéncia do LEITV no plaqueamento indica



32

que para melhorar a sensibilidade do teste ¢ preciso manter a placa sob agitacdo no periodo de

2 horas a cada 30 minutos e até 24h usa-la.

3.7 PREPARACAO DOS ESTOQUES DO VIRUS CHIKV PARA OS ENSAIOS DE PRNT

A cepa viral de CHIKV utilizada nos experimentos foi cedida pela colaboradora Dra.
Marli Tenorio, pesquisadora do Laboratorio de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE) em
Pernambuco. As amostras virais passaram por um processo de expansdo em células Vero com
o intuito de gerar um estoque viral proprio que foi utilizado durante todas as fases
experimentais. Para a producdo do estoque viral as cepas foram passadas em células Vero e os
sobrenadantes coletados foram titulados pelo PFU. As amostras do estoque foram mantidas em

aliquotas de 1000 pL a -80°C, seguindo todas as medidas de biosseguranca.

3.8 TITULACAO DO VIRUS CHIKV PARA OS ENSAIOS DE PRNT

Foi realizada a titulagdo a partir do sobrenadante viral por meio do PFU numa placa de
24 pogos. Foram preparadas as dilui¢des seriadas 107! até 107 utilizando o sobrenadante
coletado e como diluente 0 meio DMEM contendo 1% de PS a 2% SBF.

Em cada diluicdo respectiva foi realizado a infec¢do de 200ul. nos pogos € no pogo
controle negativo foi adicionado, somente, o meio de cultura. Depois, a placa foi incubada na
estufa a 37°C com 5% de COz por uma hora, sob agitagdo a cada 30 minutos. Decorrido o tempo
da adsorgdo viral, foi adicionado 300uL de meio semissélido, contendo agarose a 0,3% ¢
DMEM a 5% SBF e as placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO..

Apbs 41h de incubagdo, as monocamadas de células foram fixadas e inativadas as
atividades virais com formaldeido a 10% no volume de 500uL. por uma hora e coradas com
Naphthol Blue Black a 2% no volume de 300puL por uma hora.

As placas formadas nas monocamadas de células foram contadas na diluigdo 10 em
que foi observado as placas individualizadas. Cada placa de lise corresponde a uma particula
viral e elas sdo contadas, a partir disso ¢ realizado uma média das placas dividido pelo fator de
dilui¢ao multiplicado pelo volume do indculo em mL, como apresentado na féormula a seguir

(BAER; KEHN-HALL, 2014):

. I Média da placas
Titulagdo Viral (PFU/mL) =

Volume de infec¢do (mL)x Diluicdo
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A partir disso ¢ realizado a etapa de valida¢do para ter uma maior precisdo do calculo
do estoque. Para isso foi realizado a Titulagdo Viral com 30 pfu no volume de 200uL para

placas de 24 pogos. Dessa forma, confirmou o valor de 2,5 x 107 pfu/mL.

3.9 TESTE DE NEUTRALIZACAO POR REDUCAO DE LISE (PRNT)

Inicialmente, as amostras de plasma foram inativadas por uma hora em banho-maria a
56°C. Em seguida, foi realizada a dilui¢cdo do plasma (1:20, 1:80, 1:320, 1:1280) em DMEM a
2%SBF utilizando placas de 48 pocos, no volume final de 275uL. Apos a diluigdo, 250ul. da
suspensdo viral de CHIKV, previamente titulados com uma concentragdo de aproximadamente
30 PFU/mL foram adicionados nas dilui¢des correspondentes.

Ap0ds, incubacdo a 37°C, em 5% de atmosfera de CO2 por uma hora, o meio das placas
de 24 pogos contendo as células Vero foi descartado e 200uL de cada dilui¢do da mistura virus-
plasma foi inoculado, em duplicata. As placas foram incubadas a 37°C em 5% CO2 por uma
hora, para permitir a adsor¢ao do virus. Apds este periodo, as células foram cobertas com 300puL
de meio semissolido (DMEM, 5% de SBF, 1% de PS, e 0,3% de agarose). Em seguida, as placas
foram incubadas por 41 horas, a 37°C, em 5% de CO,. Apds incubagdo, foi adicionado uma
solu¢do de formaldeido a 10% (500uL/pogo, incubado por 30 minutos) para fixagdo das células
e inativacdo da infeccdo viral. Depois, o meio semissolido e o formaldeido foram descartados
e as cé¢lulas coradas com solug¢@o Naphthol Blue Black a 2% (300uL/pogo). Por fim, as placas
foram lavadas em 4gua corrente e, apos secagem, as placas foram contadas manualmente.

Neste estudo foram utilizados como controle negativo para o PRNT somente as

amostras que ndo apresentavam niveis detectaveis de anticorpos IgM e IgG anti-CHIKV.

3.10 CRITERIOS DE POSITIVIDADE E NEGATIVIDADE NO PRNT

As amostras foram positivas quando as titulagdes dos anticorpos do PRNT50, PRNTS80
e PRNT90 apresentassem valores iguais as diluicdes 1:20, 1:80, 1:320 ou 1:1280. As amostras
foram negativas quando as titulagdes dos anticorpos PRNTS50, PRNT80 e PRNT90

apresentassem o valor <20.
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3.11 VALIDACAO DOS RESULTADOS

Para garantir a acuracia e reduzir as variagdes do teste, todos os procedimentos
laboratoriais referentes ao PRNT foram realizados pela mesma pessoa, seguindo um protocolo
padronizado. Pocos com células ndo-infectadas, controle positivo (virus inoculado na auséncia
de soro) e negativo (soro de individuos sabidamente negativos) foram incubados com meio e
virus, respectivamente. Os critérios utilizados para validar o resultado do teste foram:
integridade da monocamada de células ndo-infectadas, pouca ou nenhuma reduc¢ao na contagem

de placas dos soros negativos e apropriadas contagem de placas do controle positivo (30 placas).

3.12 DEFINICAO DE CRONICIDADE DOS INDIVIDUOS INFECTADOS POR CHIKV

Os individuos infectados por CHIKV foram reavaliados quanto a persisténcia das
dores nas articulagdes apos 12 meses da infecgdo e a partir disso classificados nos grupos de

cronico € nao-cronico.

3.13 CALCULADORA SHERA

Uma ferramenta em que classifica o individuo quanto ao risco de cronicidade. O
SHERA pode ser encontrado no SHERA calculator (www.sheracalculator.com/shera) o qual
cada preditor ¢ atribuido um valor a Edema = 2,5 pontos, ROP = 2, Hipertensdo = 2, I[dade> 26
= 1,5, Feminino = 1. O valor > 5 pontos, indicando um alto risco de cronicidade. Enquanto uma

pontuacdo <5 indicou baixo risco de cronicidade.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

A distribui¢ao dos dados gerados foi analisada por meio dos testes de normalidade
Shapiro-Wilk. Embora, os dados ndo assumissem uma distribui¢do normal o teste utilizado foi
Two-Way ANOVA. A escolha desse teste foi devido a robustez dele e a possibilidade de
verificar a andlise da interagdo dos dois fatores - tempo e artralgia. Essa intera¢do ndo seria
possivel utilizando os testes ndo-paramétricos. O nivel de significancia aplicado foi de *p<0,01,
**p<0,001, ****p<0,0001. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o soffware

GraphPad Prism® versdo 9 (San Diego, California, Estados Unidos).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO DE ESTUDO

Periodo das coletas 2016-2018, N =230
individuos com suspeita de arboviroses

4 sem amostra coletada

® > 100 CHIKV RT-qPCR negativo

16 Arbovirose Co-infecgdo

32 Tempo de doenga>6 dias

v

36 sem seguimento

41 individuos elegiveis

/ \ 1 sem informa¢do PRNT

21 individuos 20 individuos
cronicos nao-cronicos

Figura 5 - Fluxograma da coorte do estudo. Descri¢ao dos critérios de exclusdo e o ntimero de individuos em cada
etapa. Acompanhamento realizado 12 meses ap6s o inicio dos sintomas do CHIKV.
Fonte: Elaborado pela autora

Entre os 230 individuos triados inicialmente, 189 individuos foram excluidos pelos
motivos listados na Figura 4, resultando em 41 individuos infectados exclusivamente com
CHIKYV agudo. Destes, todos os casos foram positivos por qRT-PCR. Um total de 16 casos
foram excluidos devido a coinfecgdo ZIKV (n=11) e DENV (n=5). Os sintomas mais
prevalentes incluiram artralgia (100%), seguida de febre (100%), dor de cabeca (97,56%),
mialgia (90,24%), edema (65,85%), vomito (75,60%), dor retro-orbital (65,85%), exantema
maculopapular (56,09%), lesdao oral (26,82%) e hipertensao (17,07%). Na populacdo de estudo
os dados demograficos e sintomas clinicos observados foram semelhantes em todos os locais
de recrutamento (Tabela 1). Todos os individuos foram reavaliados apds 12 meses. Artralgia
persistente foi detectada em 21 (51,21%). Ademais, o valor do SHERA (indice de intensidade
de sintomas clinicos na fase aguda) variou em torno do valor 6,0. Esse valor foi obtido por meio
da calculadora SHERA indicando um alto risco de cronicidade, tendo como base os preditores

demograficos e clinicos da fase aguda como idade, hipertensdo, edema, sexo (feminino) e dor
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retro-orbital. A partir disso foi analisado a cinética de produgdo de anticorpos IgM e IgG ao

longo da progressdao da doenga

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e demograficas dos individuos que compdem a coorte de estudo

Campo Fomoso  Itabuna (r=12) Maranguape Total (n=41)
(n=17} (n=12)
Estado Bahiz Bahiz Ceara
Ano de recu aments i i 2018 M7
Tempo de doenga {dias) 1 {1-4) {n=1T} 1 {1-3} {n=12) 1.5{0-5) {n=12) 1{1-3)
|dade (anos) 38 B-75) (n=17) 41 {2078} (n=12}) 33 (5-T1) (n=12) 38 [5-78) (n=41)
Senoo | Bminino) 64,70 (114 T) 41 g% {512) 86, 87% (812} 58, 53% (2441)
Sintomas
Artralgis 100,00% (1717}  10000% {12112}  100,00% {12A12) 1060, 0 {414 1)
Febre 100,00% (1717)  10000% {1212}  100,00% {1214 2) 100, 00 (414 1)
Dior de cabega 100,00% (1717} 91 87% {1112} 1060, 0% {124 2) 5T, 56°% (4041}
Mislgia B8,23% (151 T) B3 33% (10712) 1060, 00% {124 2) 90,24% (3741)
Edema 64, T0% (114 T) 58 33% {712} 75,000 {312) 65,85% (27@1)
Vamio T8,5% (1317) 58 3% (712} 91.87% {11142} T5,80°% (3141)
Tontura B2, 4% (1417} 50 000% {B12Z) 33,43 (41 1) 5B, 53% (2441)
Dror retro-orbital 64, 70% {1147} 58 3% (T2} 75,00 {312) 65,85% (2741)
Exanems maculop apular 41,17% {717} B0 BTk {812) B6,87% (81 2) 58,09% (Z341)
Prurid o 41,17% (7T17) 50 000% (B2 41,87% (512 43,90°% (1841)
Lecie oral 31,25% {517} 2T 2T {3A1) 25,000 {312) 26, 82% (1141}
Hipertznsao 23,52°% (417) 8,33 {112} 18,87% {212) 17,07% (T41)
SHERA T (35-8) 55 (2.25-T) @ (4-8) 6{358)
Persisténcia de artmlgia 58 82% (101 T) 41 BT {512y 50,0600 {81 2)

51,21% [21/41)

por mais de 12 meses

Fonte: Elaborado pela autora

4.2 ANALISE CINETICA DE PRODUCAO DE ANTICORPOS IGM E IGG AO LONGO
DA PROGRESSAO DA DOENCA, COMPARANDO OS INDIVIDUOS QUE
CRONIFICARAM VERSUS OS INDIVIDUOS QUE NAO CRONIFICARAM

O sorodiagnostico através do ELISA ¢ rapido e sensivel para detectar a presenca de
anticorpos IgM e IgG logo ap6s o inicio dos sintomas (SUHRBIER, 2012) (CAGLIOTI et al,
2013). Um mapa de calor foi gerado para demonstrar a distribui¢do das amostras por individuo,
dessa maneira ¢ possivel visualizar uma perda de seguimento em R1 de 14,29% no grupo
cronico e 5% no grupo ndo-cronico. Em R2, houve uma perda de seguimento de 47,62% no
grupo crénico ¢ 65% no grupo ndo-cronico (Figura 6 A e D).

O aparecimento dos anticorpos IgM e IgG contra CHIKV foi detectada uma elevacao
gradativa no periodo de 0-5 dias apds o inicio dos sintomas nos dois grupos cronico ¢ nao-
cronico (Figura 6 B e E). No periodo de 30-60 dias apds a infeccdo, os anticorpos IgM e IgG
atingiram seu pico, em ambos os grupos. No entanto, logo apds 200-300 dias do inicio dos
sintomas, ha uma queda significativa da producdo do IgM em ambos os grupos, permanecendo
apenas 9,75% das amostras ainda positivas. Os niveis de anticorpos IgG se mantiveram

elevados em ambos os grupos cronico e ndo-cronico (Figura 6 B e E).
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No grupo de cronicos é observado uma sustentagdo do IgG com valores maiores em
relacdo ao grupo ndo-crénico no ultimo ponto da cinética (p<0,001) (Figura 6 F), essa diferenca
ndo ¢ observada no IgM (Figura 6 C). Nao foi observado uma diferenca estatistica significativa
na interacdo entre artralgia ao longo do tempo para as duas classes de anticorpos entre os grupos

cronico e ndo-cronico (Figura 6 C e F).
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Figura 6 - Cinética dos anticorpos IgM (A) e IgG (D) contra CHIKV no plasma de individuos infectados.
Os graficos do tipo mapa de calor A e D representam a distribuigao das amostras quanto ao seu seguimento em cada periodo do tempo (experimento representativo). Os graficos B, C,
E e F foram representadas pelo violin plot e os resultados expressos em mediana, no eixo y os valores de IgM e IgG estdo representados € no eixo x representa o tempo R0, R1 e R2.
Os graficos B e E, tiveram a sobreposi¢@o do grafico /ine dot (experimento representativo). Em C e F foram analisados pelo teste 7wo-way ANOVA. **p<0,001 e ****p<0,0001. O
circulo preto (@) representa o total dos dois grupos circulo verde (®) grupo crénicos e circulo rosa (®) grupo ndo-cronicos.

Fonte: Elaborado pela autora oS
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4.3 COMPARACAO ENTRE OS INDIVIDUOS QUE CRONIFICARAM VERSUS OS
INDIVIDUOS QUE NAO CRONIFICARAM ATRAVES DO PRNT

O PRNT ¢ considerado padrdo ouro para avaliar a correlagdo da capacidade protetora
do anticorpo contra os virus. Os titulos sdo expressos em diferentes diluigdes do plasma na
inibi¢do percentual das contagens nas placas (WHO, 2008). No presente estudo, foi avaliado a
capacidade protetora dos anticorpos neutralizantes através da protegdo de 50%, 80% e 90%.
Um mapa de calor foi gerado para demonstrar a distribuicdo das amostras, dessa maneira ¢
possivel visualizar uma perda de seguimento em R1 de 14,29% no grupo crénico e 5% no grupo
ndo-cronico. Em R2, houve uma perda de seguimento de 47,62% no grupo cronico e 65% no
grupo nao-cronico (Figura 7 G, J e M).

No PRNTS50, os grupos cronico e ndo-cronico apresentaram uma capacidade protetora
dos anticorpos neutralizantes no periodo de 0-5 dias ap6s o inicio da doenga, na fase aguda.
Enquanto essa neutraliza¢do ndo ¢ observada no PRNT80 ¢ PRNT90 (Figura 7 H, K ¢ N). Os
titulos dos anticorpos no PRNT50 se mantiveram elevados ao longo do tempo R1 e R2 (Figura
7 H).

Os titulos dos anticorpos no PRNT80 atingem o pico no periodo R1 e se mantém ao
longo do tempo R2 (Figura 7 K). No PRNT90, os grupos crénico ¢ ndo-cronico alcangam o
pico no periodo de R1 e é observado uma queda nos anticorpos neutralizantes no periodo R2
(Figura 7 N).

No PRNTS50, houve diferenca estatistica significativa na interagdo entre artralgia ao
longo do tempo, mostrando que uma capacidade neutralizante no inicio da infec¢do protege
contra progressao para artralgia cronica (p<0,01). Contudo, isso ndo foi observado no PRNT80
e PRNTO0 (Figura 71, L e O).
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Figura 7 - Titulos de protegdo de anticorpos do PRNT50(G), PRNT80(J) e PRNT90(M) entre os grupos cronico e nao-cronico.

Os graficos do tipo mapa de calor G, J e M representam a distribui¢do das amostras quanto ao seu seguimento em cada periodo do tempo (experimento representativo). Os
graficos H, I, K, L, N e O foram representados pelo violin plot, os resultados expressos em mediana, no eixo y os titulos de anticorpos sdo expressos pelo log2 e no eixo x
representa o tempo RO, R1 e R2. Os graficos H, K e N tiveram a sobreposi¢ao do grafico /ine dot (experimento representativo). Em I, L e O foram analisados pelo teste 7wo-
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Fonte: Elaborado pela autora



41

Por fim, foi realizado a coleta e ensaio sorologico dos individuos que cronificaram apos
dois anos de infec¢do. Por meio disso, observa-se que a producdo da resposta humoral se
sustenta até dois anos (Figura 8).

Na figura 8, observa-se a auséncia do anticorpo IgM apoés dois anos, logo em seguida

uma manutengdo do anticorpo IgG tanto no ELISA, quanto no PRNT (Figura8 P, Q, R, S e T).

Crénico IgM Crdnico [s[€]
.

" o1 g%sgl\ll:c;r:c;:usivo <11 Positivo =11
2| 0.49 Negativo <0.8 0.8 2 Inconclusivo < 1.1
5 0% Negativo < 0.8
4 0.34
5+ 0.64
6 0.24

T 600-800
600-800

Fase Cronica Fase Cronica

(Meses) (Meses)
Crénico
R Crénico PRNTS50 Crénico PRNT80 PRNTS0
1280 1280 1280
320 320 320
80 80 80
20 20 20
0 0 0
600-800 600.800 600-800
Fase Crénica
Fase Crénica Fase Crénica (Meses)
(Meses) (Meses)

Figura 8 - Resposta humoral mantida por até 2 anos de infeccao.

Em P e Q foi realizado o ELISA e em R, S e T foi realizado o PRNT50, PRNT80 e PRNT90, respectivamente.
Experimento representativo.

Fonte: Elaborado pela autora
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5 DISCUSSAO

O virus CHIKYV ¢ conhecido por causar altas taxas de morbidade associada a artralgia
persistente podendo levar a dores debilitantes e, consequentemente, a reducdo de produtividade
do individuo infectado (BRASIL, 2017b). No estudo de coorte 60% dos individuos infectados,
desenvolveram artralgia cronica ap6s um ano, afetando sua qualidade de vida (DE MORAES
et al., 2020).

Tendo em vista a necessidade de identificar a progressdo da doencga para artralgia, o
presente estudo avaliou o papel da resposta humoral na progressdo para artralgia cronica
causada pelo CHIKV, comparando os individuos que desenvolveram artralgia cronica versus
os individuos que ndo desenvolveram artralgia cronica. Para isto, foi desenhado uma coorte
prospectiva para definir casos clinicamente bem caracterizados de fase aguda com diagnostico
molecular positivo ¢ acompanhou ao longo de trés visitas num intervalo de dois anos para
determinar artralgia cronica e os titulos de IgM, IgG ¢ PRNT.

A cinética natural de produg¢do do anticorpo IgM contra CHIKV apresentada por
diversos autores detecta os primeiros niveis de IgM em torno do terceiro dia, alcan¢ando seu
pico no oitavo dia, persistindo por até 3 meses (SUHRBIER, 2012) (E. ALVAREZ-
ARGUELLES et al.,2019). Porém, Grivard e colaboradores descreveram a sustentacio do IgM
em 55,5% da coorte apos 13 a 18 meses do inicio dos sintomas (GRIVARD et al., 2007). No
presente estudo, 12,19% das amostras foram detectadas nos primeiros 5 dias ap6s o inicio dos
sintomas, apresentando o pico de produgdo de IgM no periodo de 30-60 dias apos o inicio dos
sintomas da infecgio, como descrito na literatura por Alvarez e colaboradores (E. ALVAREZ-
ARGUELLES et al., 2019). Por outro lado, o nosso estudo detectou apenas 9,75% de casos
positivos para IgM apoés, aproximadamente, 9 meses. Alguns relatos de casos descreveram que
a sustentacdo de IgM a longo prazo estaria relacionada a progressdo da artralgia cronica
(CHELLUBOINA et al., 2019) (MALVY et al., 2009). No entanto, ndo observamos uma
relagdo estatisticamente significativa, apesar de observarmos uma prevaléncia maior no grupo
cronico. Corroborando com os achados do nosso estudo Moro e Do Nascimento Costa nao
observaram a relagdo de IgM com artralgia cronica (DO NASCIMENTO COSTA et al., 2021)
(MORO et al., 2012).

A cinética natural de produgdo do anticorpo IgG contra CHIKV apresentada por
diversos autores na chikungunya detecta os primeiros niveis de IgG em torno do quarto dia,
podendo persistir por mais de um ano (SUHRBIER, 2012) (CHUA et al., 2017) (CAGLIOTI

et al.,2013). Além disso, Ninla-aesong e colaboradores descreveram a sustentacdo do IgG em
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86,5% da coorte apos 60 meses (NINLA-AESONG; MITARNUN; NOIPHA, 2020). No
presente estudo, 4,87% foram detectadas nos primeiros 5 dias apds o inicio dos sintomas,
apresentando o pico de produgdo de IgG no periodo de 30-60 dias apds o inicio dos sintomas.
Além disso, o nosso estudo detectou IgG persistente em aproximadamente 100% das amostras
apos aproximadamente 9 meses, ¢ manteve-se assim por até 2 anos, como descrito na literatura
por Suhrbier e colaboradores (SUHRBIER, 2012). Alguns estudos descreveram que a
sustentagdo de IgG a longo prazo estaria relacionada a progressdo da artralgia cronica,
corroborando com os achados do presente estudo (SCHILTE et al., 2013). Por outro lado,
alguns autores mostram que o aparecimento do anticorpo IgG, subtipo IgG3, precocemente se
relaciona a uma protecdo contra o desenvolvimento de artralgia cronica (KAM et al., 2012)
(NAYAK et al., 2020), todavia no presente estudo so testou IgG total (JAIN ET AL, 2017).

A avaliagdo da capacidade de neutralizagdo dos anticorpos IgM e IgG foi pelo PRNT.
A sua execucdo pode ser realizada logo ap6s a fase aguda, no periodo de 3 ou 4 dias apds o
inicio dos sintomas (WHO, 2007). O PRNT serve para distinguir entre soroconversdo gerada
por virus da mesma familia (exemplo: flavivirus) (KUNO, 2003). Nesse sentido, o PRNT90 ¢
mais especifico e pouco sensivel, PRNT80 melhora a sensibilidade mantendo alta
especificidade e PRNTS50 é mais sensivel, porém ¢ menos especifico (STAPLES et al., 2020).

O PRNT50 ¢ mais sensivel devido a captagdo de efeitos precoces de neutralizagdo
(WHO, 2007) (STAPLES et al., 2020). No presente estudo, o PRNT50 apresentou 48,78% das
amostras positivas nos primeiros 5 dias apds o inicio dos sintomas, no periodo de 30-60 dias
apos o inicio dos sintomas todas as amostras apresentaram prote¢do no PRNTS50. Ademais,
nosso estudo detectou no PRNT50 prote¢do em 41,46% das amostras ap6s aproximadamente 9
meses, ¢ manteve-se assim por até 2 anos. Foi observada uma maior atividade de neutralizagdo
no grupo ndo-cronico a partir do inicio da fase aguda (primeiros 5 dias), mesmo ndo tendo
producdo de IgM e IgG detectado nestas amostras. A presenga de neutralizagdo nos primeiros
dias de infecgdo, segundo os dados presentes na literatura, pode estar associada ao estimulo de
producdo de fatores séricos e do complemento devido a detecgdo de viremia pelo teste
molecular na fase aguda (SILVA; DERMODY, 2017) (ANFASA et al., 2019). Os fatores
séricos associados a neutralizagdo viral contribui para a eliminagdo do CHIKV através das
citocinas IFN-a, IFN-B, IFN-y IL-1-RA, IL-6, IL-12, IL-17, IL-18 mais as quimiocinas CCL2,
CXCL/TP-10, G-CSF presentes na fase aguda (SILVA; DERMODY, 2017)
(CHIRATHAWORN et al., 2013) (VENUGOPALAN; GHORPADE; CHOPRA, 2014). As
analises das mesmas amostras pelo nosso grupo (dados ndo mostrados) mostraram uma maior

presenga de IFN do tipo I e II nesses primeiros 5 dias no grupo ndo-cronico.
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O PRNTS80 melhora a associacdo de sensibilidade/especificidade segundo Bodilis ¢
colaboradores (COULANGE BODILIS et al.,, 2011). No presente estudo, o PRNT80
apresentou apenas 2,4% das amostras positivas nos primeiro 5 dias apds o inicio dos sintomas,
no periodo de 30-60 dias apds o inicio dos sintomas 85,3% das amostras apresentaram prote¢ao
no PRNTS80. Ademais, nosso estudo detectou no PRNT80 protecdo em 36,5% das amostras
apo6s aproximadamente 9 meses, ¢ manteve-se assim por até 2 anos. Nos nossos dados foi
observada uma queda na titulacdo do PRNTS80, em relagdo ao PRNTS0, devido a diminuigdo
da sensibilidade.

O PRNT90 reduz reagdo cruzada com virus da mesma familia, devido a alta
especificidade (STAPLES et al., 2020). No presente estudo, o PRNT90 nao teve nenhuma
amostra positiva em 0-5 dias apds o inicio dos sintomas, no periodo de 30-60 dias ap6s o inicio
dos sintomas 58,5% das amostras apresentaram protecdo no PRNT90. Ademais, nosso estudo
detectou no PRNT90 prote¢do em 26,8% das amostras apds aproximadamente 9 meses, ¢
manteve-se assim por até 2 anos. Nos nossos dados foi observada uma queda na titulagdo do
PRNT90 em ambos os grupos corroborando com a literatura quanto ao aumento da
especificidade e, assim, subestimando as amostras positivas que porventura ndo tiveram um
titulo detectavel de neutralizagdo (LINDSEY ef al., 2018). Embora, haja uma queda maior no
grupo ndo-cronico ndo foi observado uma diferenga estatistica significativa entre o grupo de
cronico reforgando, assim, com o achado na literatura em relagdo a persisténcia de IgG ndo esta
associada com a cronicidade (NINLA-AESONG; MITARNUN; NOIPHA, 2020).

Portanto, concluimos que ha uma necessidade de investigagdo mais detalhada de
outros mecanismos séricos/humorais, como o estudo de subtipos IgG (IgG3) e ensaios de
inibicdo de IFNs endogenos, para esclarecer o papel dessa resposta neutralizante precoce na
protecdo contra a artralgia cronica causada pelo CHIKV. Esses resultados podem auxiliar no
desenvolvimento de estratégias eficazes para evitar o grande impacto socioecondmico causado

pelo afastamento dessa doenca.
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6 CONCLUSOES

1. Nao houve relagdo da cinética do anticorpo IgM quanto a progressdo da artralgia
cronica;

2. Houve diferenga estatistica significativa na cinética do anticorpo IgG tardio apos um
ano de inicio dos sintomas, relacionado a uma protecdo de cronicidade;

3. Houve diferenca estatistica significativa na resposta neutralizante no PRNT50 nos
primeiros dias de infecgdo, relacionado a uma prote¢do de cronicidade;

4. Ha uma manuten¢do da resposta humoral apds 2 anos do inicio dos sintomas;
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