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RESUMO

O virus Zika é um flavivirus identificado pela primeira vez em Uganda em 1947. O
principal vetor € o mosquito Aedes aegypti. A doenga pode apresentar um quadro
exantematico que estdo associados as manifestagdes leves como febre e artralgia e
formas mais complicadas como a sindrome de Guillain-Barré na populagao adulta e a
sindrome congénita em criangas expostas ao virus no periodo intrauterino. O estudo
€ do tipo descritivo tipo série de casos e objetiva descrever o perfil de proteinas pro-
inflamatorias e de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias em mulheres em
idade fértil com doencga exantematica positiva e negativa para o virus Zika. Destas
proteinas inflamatérias analisamos os biomarcadores inflamatério positivos como a1-
glicroteina acida, ceruloplasmina, haptoglobina, proteinas do complemento C3 e C4,
e ferritina, e biomarcadores inflamatério negativos como albumina e transferrina.
Também avaliamos a funcdo hepatica e funcao renal dessas pacientes. Todos as
dosagens foram realizadas em analisador bioquimico Architect exceto a ferritina que
foi dosada em analisador imunoldgico. Analisamos o perfil de 26 citocinas e
quimiocinas dessas pacientes através da técnica do luminex. Em nossos resultados
encontramos nos controles positivos, pacientes Zika exantematicas, o aumento
apenas do biomarcador inflamatério positivo proteina C reativo e nos exames
adicionais, o y-GT, e que nos controles negativos, pacientes exantematicas Zika
negativo, ocorreu o mesmo, mas com aumento de al-glicoprotéina acida e nos
exames de funcado hepatica, marcadores levemente aumentados. No perfil de 26
citocinas, encontramos em ambos controles, a presenca de citocinas que indicaram a
resposta de células Th1, Th2 e Th9. A conclusao de nossos estudos observamos o
virus circulante em Manaus, o aumento apenas de um biomarcador inflamatério
positivo, a proteina C reativa, e o aumento de y-GT nos testes adicionais. E nenhum
biomarcador negativo apresentou um aumento significativo. No perfil das 26 citocinas
analisadas, houve o aumento da CXCL-10 (IP-10) e da IL-5 nas exantematicas com
Zika chamou a atencgao. A presenca de IL-12p40 e IL-15 podendo estar relacionada a
infeccao viral e a presenca da IL-9 com papel modulador.

Palavras-chaves: Zika, mulheres exantematicas, biomarcadores inflamatoério positivo,

biomarcadores inflamatoérios negativos e citocinas



ABSTRAT

The Zika virus is a flavivirus first identified in Uganda in 1947. The main vector is the
Aedes aegypti mosquito. The disease can present an exanthematous condition that is
associated with mild manifestations such as fever and arthralgia and more complicated
forms such as Guillain-Barré syndrome in the adult population and congenital
syndrome in children exposed to the virus intrauterinely. The study is a descriptive
case series and aims to describe the profile of pro-inflammatory proteins and pro-
inflammatory and anti-inflammatory cytokines in women of childbearing age with
positive and negative exanthematous disease for the Zika virus. Of these inflammatory
proteins, we analyzed positive inflammatory biomarkers such as a1-acid glucrotein,
ceruloplasmin, haptoglobin, complement proteins C3 and C4, and ferritin, and negative
inflammatory biomarkers such as albumin and transferrin. We also evaluated the liver
function and kidney function of these patients. All measurements were carried out on
an Architect biochemical analyzer, except for ferritin, which was measured on an
immunological analyzer. We analyzed the profile of 26 cytokines and chemokines in
these patients using the luminex technique. In our results we found in the positive
controls, exanthematic Zika patients, an increase only in the positive inflammatory
biomarker C-reactive protein and in additional tests, y-GT, and in the negative controls,
negative Zika exanthematic patients, the same occurred, but with an increase of a1-
acid glycoprotein and in liver function tests, markers were slightly increased. In the
profile of 26 cytokines, we found in both controls the presence of cytokines that
indicated the response of Th1, Th2 and Th9 cells. At the conclusion of our studies, we
observed the virus circulating in Manaus, an increase in only one positive inflammatory
biomarker, C-reactive protein, and an increase in y-GT in additional tests. And no
negative biomarkers showed a significant increase. In the profile of the 26 cytokines
analyzed, an increase in CXCL-10 (IP-10) and IL-5 in Zika rashes attracted attention.
The presence of IL-12p40 and IL-15 may be related to viral infection and the presence
of IL-9 with a modulatory role.

Keywords: Zika, rash women, positive inflammatory biomarkers, negative inflammatory
biomarkers and cytokines
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1. INTRODUGAO

O Virus Zika é virus proveniente da Africa que tem cepas tanto africanas como
asiaticas causadoras da doencga Zika transmitido por mosquito principalmente o Aedes
aegypti que acomete tanto macacos como humanos em seu ciclo evolutivo, que
apresenta em seu quadro clinico as formas assintomaticas e sintomaticas, que podem
variar de um quadro leve como febre baixa até a evolugao para forma mais grave e

levar a 6bito.

A doenca pode apresentar um quadro exantematico que € definida como
qualquer erupgédo cuténea (rash) que pode estar associada a lesdes da mucosa

membranas (enantema), febre ou sintomas sistémicos (DRAGO et al. 2017).

As duas principais preocupacgdes de saude publica relacionadas a infecgao pelo
ZIKV sao sua associagao com manifestagdes neuroldgicas, principalmente sindrome
de Guillain-Barré, meningite e meningoencefalite na populagéo adulta e a transmisséo
vertical durante a gravidez que esta ligada ao desenvolvimento de anormalidades
cerebrais no feto e outras anomalias relacionadas a sindrome congénita do Zika. Os
fatores de risco associados a infecgao pelo ZIKV na gravidez e a sindrome congénita
do Zika permanecem obscuros e variam muito de pais para pais; no entanto, sua
incidéncia foi relatada como particularmente alta no Brasil (CAMACHO-ZAVALA et al.
2021).

Na Amazoénia, outras doencgas podem ser causadoras de sintomas como febre,
com temperatura variavel, e ainda apresentar exantemas confundindo com sintomas
de Zika. Essas doengas tem como causas arboviroses (dengue, e em menor numero
Chikungunya, Oropoche e Mayaro) mas também por outras doengas que causam um
confuso diagnéstico clinico. Essas doengas podem ser as ISTs como HIV (Virus da
imunodeficiéncia Humana) e sifilis, e ainda sarampo, Epstein Barr, Parvovirus B-19,
rubéola e citomegalovirus. Todas essas doencas tém como uma de suas
caracteristicas a presenca de manchas avermelhadas na pele de pacientes com

diagndstico para cada doenca.

O que pode auxiliar no diagnéstico e o acompanhamento do tratamento em
pacientes acometidos por essas doengas supracitadas sao as dosagens de proteinas

de fase aguda ou proteinas reagentes.

Uma proteina de fase aguda foi definida como aquela cuja concentragéo
plasmatica aumenta (proteinas de fase aguda positivas) ou diminui (proteinas de fase
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aguda negativas) em pelo menos 25% durante disturbios inflamatérios (GABAY et al.
1999).

As proteinas de fase aguda sao divididas em biomarcadores inflamatérios
positivos e estdo classificadas como proteina do sistema de coagulagdo como o
fibrinogénio, proteinas do sistema complemento como C3 e C4, proteinas de
transporte como ceruloplasmina e haptoglobina, participantes da resposta inflamatéria
como fosfolipase A2 secretéria (sPLA2-1lA), Anti-protetoras como alfal-
Antiquimiotripcina, e aquelas que ndo se enquadram em nenhuma dessas
classificagdes como proteina C reativa (PCR) e ferritina. Também ha biomarcadores
inflamatorios negativos como albumina, transferrina e alfa-fetoproteina (ROSA NETO;
CARVALHO 2009).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Histérico da Doenga
2.1.1 Arbovirus Zika

O virus Zika (ZIKV), € um virus de RNA de cadeia positiva envelopado
pertencente a familia Flaviviridae. Semelhante a maioria dos flavivirus, o ZIKV é
predominantemente transmitido pelo Aedes spp. mosquitos. No entanto, a
transmissao sexual e a transmissao de mée para filho também foram relatadas (SUN
et al. 2020).

O virus foi identificado pela primeira vez nas regides africanas em Kampala,
Uganda, na floresta Zika em 1947 em um macaco rhesus, cinco anos depois, 0 virus
foi encontrado se espalhando descontroladamente em toda a Africa. O virus entdo
migrou para a Asia na década de 1983 como uma cepa diferente da cepa
africana. Além disso, a cepa asiatica causou surtos isolados fora da Asia, resultando
em surtos maiores na Polinésia Francesa durante 2007, 2013 e 2014. O maior surto
de ZIKV da historia ocorreu em maio de 2015 no Nordeste do Brasil e atingiu
proporcdes pandémicas (PIELNAA et al. 2020) (Figura 1).

Pakistan
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Philippines
2012
2016/2017
Cambodia
2010°
French Polynesia W
S g— 2013 S ™
Bolivia /] | , 3
2016 { Tanzania Malaysi
1948 1977/2012 ongay,
Chile F Brazil YAP © 201% Z
2014 - 2015 . 2014
E i T e—
e
'E;é. T 2 e

Figura 1: Mapa mundial mostrando os surtos mais comuns de ZIKA.

O virus ZIKA foi observado em partes da Africa e do Sudeste Asiatico, mas desde 2007 em diante,
ocorreram varios surtos fora dessas regides e se espalharam para varios outros paises em anos
diferentes (JAVED et al. 2017).

O surto de ZIKA em 2013, foi relatado na ilha do pacifico da Polinésia Francesa,
causou infecgdo grave, acompanhada de epidemia de dengue. Esse surto de ZIKV
atingiu aproximadamente 29.000 pessoas, nas quais 72 casos mostraram sintomas
graves. Depois disso, as epidemias se espalharam para algumas outras ilhas, como

por exemplo, Nova Caledénia, Vanuatu, llhas Cook e llhas Salom&o. No inicio de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682220300210?via%3Dihub#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682220300210?via%3Dihub#bib28
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682220300210?via%3Dihub#bib22
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682220300210?via%3Dihub#bib47
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rhesus-monkey
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2014, o primeiro surto autdctone com cinquenta e um casos foi relatado na llha de
Pascoa (TOGNARELLI et al. 2015).

A doenca mais devastadora da infecgéo pelo ZIKV é a sindrome congénita do
Zika, incluindo microcefalia, malformag¢des congénitas e morte de fetos de mulheres
gravidas infectadas. Em adultos, a infeccéo pelo ZIKV esta associada a sindrome de
Guillain-Barré (SGB), uma doencga autoimune que pode levar a paralisia. Um em cada
sete bebés nascidos de maes com infeccdo por ZIKV confirmada em laboratério
durante a gravidez apresenta defeitos congénitos, provavelmente devido a
transmissao in utero. Seu potencial teratogénico e epidemias explosivas levaram a
Organizagao Mundial da Saude (OMS), a declarar o ZIKV como uma Emergéncia de

Saude Publica de Interesse Internacional em fevereiro de 2016 (SHAN, 2019).

O primeiro caso confirmado de infecgao pelo ZIKV nas Américas foi relatado no
Nordeste do Brasil em maio de 2015, embora estudos filogenéticos indiquem a
introdugéo do virus muito antes (2013 a 2014) (GIOVANETTI et. al 2022). Em julho de
2015, funcionarios do Ministério da Saude do Brasil relataram uma associag¢ao entre
a infecg¢ao pelo virus Zika e a sindrome de Guillain-Barré em adultos. Em outubro de
2015, a OMS recebeu notificagdes do Brasil de microcefalia em bebés cujas maes
foram expostas ao Zika durante a gravidez. No momento, ndo havia prova de uma
ligacdo causal entre a infecgdo pelo Zika e essas complicagbes neuroldgicas
(KINDHAUSAER et al. 2016).

2.2 Agentes etiolégico e ciclo biolégico

Estudos filogenéticos do genoma viral indicam que o ZIKV provavelmente
surgiu na Africa por volta de 1920. Desde entdo, mantém seu ciclo natural na Africa
principalmente entre macacos e espécies silvestres de mosquitos Aedes (Ae. furcifer,
Ae. taylori, Ae. luteocephalus, Ae. vittatus, Ae.pock e Ae. africanus), com ocasionais
infecgdes humanas (Figura 2).
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= N, Aedes furcifer
’w. Aedes taylori Aedes aegypti

. Aedes luteocephalus Aedes furcifer

Floresta ™-1—

Figura 2 - Ciclo de transmissdo do Zika virus na Africa. O virus mantém seu ciclo de transmissao
silvestre nas florestas, ocorrendo principalmente entre macacos e mosquitos, com infecgbes humanas
ocasionais. Fonte: FREIRE, 2014.

2.3 Caracteristicas do arbovirus Zika.
2.3.1 Estrutura e organizagao proteica do virus Zika

E um virus de forma esférica, envelopado em sentido positivo, RNA do tipo fita
simples (ssRNA) (JAVED et al. 2017). O RNA é traduzido em uma unica poliproteina
que codifica 3 proteinas estruturais — capsideo (C); membrana (M), que é gerada a
partir de sua pré-membrana precursora (prM); e envelope (E) (Figura 3A) - bem como
7 proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Quadro 1;
Figura 3B). As proteinas estruturais, como o nome sugere, formam a particula do
virus. As proteinas nao estruturais auxiliam na replicagdo e empacotamento do
genoma, bem como na subversdo das vias do hospedeiro em favor do virus. A
geragao das 10 proteinas individuais da poliproteina é regulada por proteases virais e
do hospedeiro, e a eficiéncia de uma das proteases do hospedeiro (furina) na clivagem
dos alvos virais (prM) ¢é variavel e pode desempenhar um papel na
patogénese. (SIROHI; KUHN, 2017).
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Quadro 1. Proteinas estruturais e n&o estruturais do virus ZIKA (KUHN et al. 2002).

Nome das . Tamanho Localizagao na = a
. Simbolo . Funcao na célula
proteinas (aa) célula
Estrutural
Capsideo C 122 Citoplasma Formag&o do nucleocapsideo viral
Pré-membrana Citoplasma Formagéao do capsideo viral, fusdo da célula
prM 178 P do hospedeiro
Envelope E 800 Citoplasma Entrada do receptor do hospedeiro
Néo estrutural
Proteina NS1 NS1 384 Citoplasma Emiss&o, viruléncia e replicagao
Proteina NS2 NS2A 226 Citoplasma Transcrig&o vira e montagem
Proteina NS2 NS2B 130 Citoplasma Co-fator NS3 para fungao de serena protease
) _ Desenrolamento da regido modelo de proteina
Proteina NS3 NS3 617 Citoplasma estrutural e processamento de virus
Proteina NS4 NS4A 127 Citoplasma Replicac&o viral
Proteina NS4 NS4B 252 Citoplasma Complexo de replicago viral
Proteina NS5 NS5 902 Citoplasma Replicacdo de RNA via RNA polimerase

Dimero de E

cM

A

3'UTR

Proteinas

S Proteinas
estruturais

nao-estruturais

Figura: 3 Estrutura do virion (A) e Organizagao do genoma do virus Zika (B) (SILVA, 2017).

2.3.2 Sintomatologia

Nas arboviroses, o tipo de exantema pode variar de acordo com 0O virus
causador da doenga, podendo aparecer entre o primeiro e o décimo segundo dia apos
0 aparecimento dos primeiros sintomas. Nas infecgdes por Zika, o exantema pode
ocorrer entre 90% a 100% dos casos, respectivamente. As implicagdes das erupcdes

cutaneas no prognéstico e no curso clinico dos arbovirus ainda ndo estdo claras
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(MACIEL et al. 2022). Além do aparecimento do exantema, (Figura 4 A, B e C) a
doencga apresenta um quadro febril baixo, cefaleia, dor retro-orbitaria (Figura 4 D),
artralgia, conjuntivite e edema de extremidades (HAMEL et al. 2015).

Figuras: 4 — A, B e C erupgao cutanea; D — Conjuntivite na febre Zika (MUSSO; GUBLER 2016)

Os sintomas clinicos e os achados laboratoriais mais simples, trombocitopenia
e leucopenia no hemograma ou alteragbes nas transaminases hepaticas (aspartato
aminotransferase -AST ou transaminase glutdmico oxalacética- TGO; alanina
aminotransferase- ALT ou transaminase glutdmica piravica- TGP), sao tipicos de
varias outras doengas causadas por arbovirus, principalmente dengue (DENV) e
Chikungunya (CHIKV). Atualmente, nove doengas com essas caracteristicas séo
circulantes no Brasil: Dengue, Chikungunya, Febre Amarela, Virus da Encefalite Saint
Louis, Mayaro, Oropouche, Virus West Nilo, sendo essa ultima rarissima com apenas
um caso relatado no pais (MUSSO; GUBLER, 2016).

2.3.3 Resposta Imunolégica

O ZIKV é transmitido pela picada de um mosquito Aedes infectado (Figura 5).
Tanto os fibroblastos dérmicos quanto os queratinécitos epidérmicos séo alvos da
infeccdo pelo ZIKV, potencialmente transmitindo a infecgdo as células dendriticas
dérmicas (células de Langerhans), facilitando assim a disseminagdo do ZIKV
(OLAGNIER et al. 2016).
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ZIKYV infection Pathogenesis
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Figura 5: Infecgado pelo Virus - da introdugéo através da pica do mosquito até o aparecimento dos
sintomas (MAUCOURANT et al. 2019).

Os receptores de imunidade inata (receptores Toll-like/TLRs e RIG-like
receptores/RLRs) sdo importantes para o reconhecimento inicial do virus Zika (ZIKV),
modulacdo da resposta imune protetora e producdo de IFN-a e IFN-B. (SILVA et al.
2019). Semelhante a outros patdégenos virais, o ZIKV parece ter desenvolvido uma
preferéncia afinada por células-alvo especificas que oferecem microambientes
imunoldgicos mais propicios as etapas de replicagao viral. As células-alvo preferidas
para ZIKV incluem células placentarias, células neuroprogenitoras e células mieldides
circulantes, todos expressando altos niveis do receptor de entrada do ZIKV, AXL. A
escolha de células dendriticas (DCs) e mondcitos como células-alvo preferenciais
para ZIKV parece paradoxal, pois essas células abrigam uma rede complexa de
sensores imunologicos inatos que podem reconhecer acidos nucleicos virais e ativar
potentes células dependentes de interferon tipo | (IFN-I). Por exemplo, em algumas
células-alvo virais, o ZIKV pode inibir a fosforilacdo e promover a degradagao
proteassémica do STAT2 humano, um regulador chave a jusante das respostas do
IFN-I (SUN et al. 2020).

A atividade das células NK é moldada pela integracéo de sinais que surgem da
ligacdo de uma vasta gama de receptores presentes na superficie dessas
células. Eles incluem n&o apenas receptores inibitorios, como KIR-L e NKG2A, mas
também receptores ativadores, como os receptores naturais de citotoxicidade (NKp30,
NKp44 e NKp46), NKG2D e NKG2C. Embora os ligantes para receptores inibitorios
sejam principalmente moléculas MHC classe |, aqueles para receptores ativadores,
exemplificados pela cadeia relacionada MHC classe | - MIC-A, MIC-B e ULBP-1 a -6

para o receptor NKG2D, sao diversos e sua expressao € regulada positivamente sob



20

condicdes de estresse celular, em particular durante a infeccéo viral, permitindo assim
que as células NK eliminem especificamente as células hospedeiras infectadas
nocivas. Quando os sinais de ativacdo predominam, as células NK produzem uma
série de citocinas pré-inflamatérias, principalmente IFN-y e TNF-a, em paralelo com o
inicio de suas fungdes citotéxicas (MAUCOURANT et al. 2021).

Na fase aguda de ZF (febre Zika aguda), elevacdes significativas de
concentracao de interleucina (IL) -1pB, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, também
quanto a proteina 10 induzida por interferon-y (IP-10), proteina inflamatéria
macrofagica 1-alfa (MIP-1a) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Na
fase de recuperacéo, aumentos significativos demonstrados nos niveis de IL-13, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-13, como bem como de IP-10, RANTES, MIP-1a, MIP-1 8 e VEGF, fator
de crescimento de fibroblastos (FGF), fator estimulador de colénia de granuldcitos-
macréfagos (GM-CSF). Quanto aos niveis de interferon-y (IFN-y) ha uma tendéncia
de aumento na fase aguda e de recuperagdo (ndo significativo), enquanto as
concentracdes de fator de necrose tumoral-a (TNF-a) mostram apenas um aumento

médio durante a fase aguda (também n&o significativo) (TAPPE et al. 2015).
2.4 EPIDEMIOLOGIA

Segundo dados divulgados pelo site do Ministério da Saude, somente de janeiro a
fevereiro de 2023, ja foram notificados 1.194 casos provaveis da doenga, um aumento
de 35,2% quando comparado ao mesmo periodo de 2022, quando 883 casos
provaveis foram registrados. A regidao Norte do pais apresenta, em 2023, a maior
incidéncia da doenga, com 2,8 casos por 100 mil habitantes, seguida das regides
Nordeste, com 1,0 caso por 100 mil habitantes e Sul, com 0,5 caso por 100 mil

habitantes.

Tabela 1 Doengas/ Agravos - Casos confirmados e Obtos. Fundagdo de Medicina Tropical Dr
Heitor Vieira Dourado - FMT-HVD.

Doencas / Agravos 2020 2021 2022
Casos Obitos = Casos = Obitos | Casos = Obitos

ZIKV 27 0 13 0 06 0
Dados de Janeiro a dezembro. Fonte: SINAN NET

Com relagéo aos dados de Zika, ocorreram 9.260 casos provaveis até a SE (Semana
Epidemiolégica) 44 de 2022, correspondendo a uma taxa de incidéncia de 4,3 casos
por 100 mil habitantes no Pais. Em relacdo a 2019, os dados representam um
aumento de 5,0% no numero de casos do Pais. Quando comparado com o ano de
2021, observa-se um aumento de 46,1% no numero de casos (MS, 2022).
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Tabela 2: Casos na regido norte - 2002

Regidao / UF Casos Incidéncia (casos/100 mil hab)
Norte 628 3,3
Rondénia 41 2,3

Acre 12 1,3
Amazonas 259 6,1

Roraima 07 1,1

Para 101 1,2

Amapa 23 2,6
Tocantins 185 11,5

Fonte: Sinan On-line (banco de dados atualizados em 14/11/2022, referente a SE 48). Sinan Net (banco
atualizado em 8/12/2022).

3 Proteinas de fase aguda — biomarcadores inflamatérios

Um biomarcador € uma molécula que pode ser medida em uma amostra
biolégica de forma objetiva, sistematica e precisa, cujos niveis indicam se um processo
€ normal ou patoldgico. Os biomarcadores podem ser usados para diagnosticar, na
avaliacao da gravidade da doencga, para estratificar o risco, prever e orientar as
decisdes clinicas e orientar os tratamentos e a resposta a eles (HERNANDEZ;
RUEDA, 2023).

A imunidade inata € a primeira linha de resisténcia contra patdégenos
microbianos e esta envolvida na ativacao de respostas imunes adaptativas, bem como
no reparo tecidual. Esse tipo de imunidade € composto por um brago celular e um
braco humoral. As respostas de fase aguda sdo induzidas em células do figado ou
outros tipos de células por citocinas inflamatérias primarias. A IL-6 € um potente
indutor da produgéao de proteinas de fase aguda no figado por meio da reprogramagao
e reorientagdo das fungdes metabdlicas (por exemplo, diminuicdo da produgao de
albumina e aumento producdo de proteinas de fase aguda). (MANTOVANI;
GARLANDA, 2023). A interleucina-1 e a interleucina-6 sao os principais reguladores
da sintese proteica de fase aguda no figado por meio da ativagdo de uma rede de
fatores de transcricdo (transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3), fator
nuclear kB e CCAAT/enhancer- proteinas de ligacdo) e metilagdo de CpG nos sitios
de ligacéo desses fatores de transcricdo. (EHLTING; WOLF; BODE, 2021).

A resposta de fase aguda caracteriza-se pela alteragdo na concentragao sérica
de certas proteinas apds a injuria tecidual, algumas respondendo com elevagéo

(biomarcadores positivos) e outras com diminuigdo (biomarcadores negativos) de
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suas concentracdes. Essas proteinas terao funcdes proé e anti-inflamatérias e podem
estimular ou inibir a produ¢do umas das outras (ROSA NETO; CARVALHO, 2009).

Quadro 2. Biomarcadores inflamatérios positivos e negativos.

Biomarcadores inflamatdrios positivos
Sistema de coagulagido/ Fibrindlise
Fibrinogénio

Plasminogénio

Ativador de plasminogénio tecidual
Uroquinase

Proteina S

Vitronectina

Inibidor do ativador de plasminogénio tecidual 1
Sistema complemento

C3;C4;C9

Fator B

Inibidor C1 (C1 INH)

Proteina Ligadora C4b
Lectina ligadora de manose (MBL)

Outros

Proteina C reativa

Proteina sérica amiloide A (SAA)
al-glicoproteina acida (AGP)
Fibronectina

Ferritina

Angiotensinogénio

Biomarcadores inflamatdrios negativos
Albumina

Transferrina

Transtirretina

a2-HS glicoproteina

Proteinas Transportadoras

Ceruloplasmina

Haptoglobina

Antiproteases

al-Antiprotease

al-Antiquimiotripsina

Inibidor da tripsina pancredtica

Inibidor da interalfatripsina

Participante da Resposta Inflamatéria
Fosfolipase A2 secretdria (sPLA2-11A)
Proteina ligadora de lipopolissacarideo (LPS)
Antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1RA

Fator estimulador de col6nias — granuldcitos (G-CSF)

Biomarcadores inflamatérios negativos
Alfafetoproteina (AFP)

Globulina ligadora de tiroxina

Fator de crescimento insulina-simile-1 (IGF-1)
Fator XII

Fonte: ROSA NETO; CARVALHO, 2009.

Em vista da variabilidade de biomarcadores inflamatérios classificados como

positivos e negativos que fazem parte da imunidade inata, nossos estudos tiveram

como base as analises das concentragdes das seguintes proteinas inflamatdrias

como: a1l-glicoproteina acida, haptoglobina, ceruloplasmina, transferrina, PCR

(proteina C reativa), proteinas do complemento C3 e C4, ferritina e albumina. nas

amostras de mulheres acometidas pelo virus Zika que apresentaram em seu quadro

clinico, o exantema.
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3.1 a1-glicoproteina acida (AGP) - A a1-glicoproteina acida (orosomucoide, AGP) é
uma proteina de fase aguda produzida pelo figado e tecidos periféricos em resposta
a reacgao sistémica a inflamacéo (CECILLIANI, LECCI 2019). Ela tem atividade tanto
pré como anti-inflamatéria. Dentre suas fungdes estdo a inibicdo da resposta
quimiotatica e da produgao de superodxidos por neutrdfilos, a inibicdo da agregagao
plaquetaria e a inducédo da liberagdo de citocinas de mondécitos (IL-183, IL-6, IL-12,
TNF-q, IL-1Ra e receptor de TNF-a soluvel) (ROSA NETO; CARVALHO 2009).

3.2 Proteina C reativa- E um biomarcador inflamatério sintetizada pelo figado em
resposta a secreg¢ao de varias citocinas inflamatorias, incluindo interleucina IL-1, IL-6
e fator de necrose tumoral (TNF). Essas citocinas pro-inflamatérias aumentam a
concentracdo de PCR e suportam o processo inflamatério em andamento, enquanto
uma diminuigdo em sua concentragdo geralmente anuncia o desaparecimento e o
término da inflamacéo O principal papel da PCR na inflamacédo é a ativacdo da
molécula C1q na via do complemento, levando a opsonizagdo de patdgenos,
participando ativamente da resposta imune a infeccédo (LEVINSON; WASSERMAN,
2022). A identificacdo dos niveis de PCR pode ser um importante marcador indireto
de infecgdes virais € um indicador da progressao da infecgao e eficacia do tratamento
(ISA et al.2022).

3.3 Haptoglobina (Hp) pertence a familia das proteinas plasmaticas de fase aguda e
representa o mais importante desintoxicante plasmatico da hemoglobina (Hb). Como
0 gene Hp humano é caracterizado por dois alelos Hp1 e Hp2 comuns, trés gendtipos
principais podem resultar (ou seja, Hp1-1, Hp2-1 e Hp2-2). De fato, as propriedades
antioxidantes e de ligacédo a Hb do Hp, bem como sua capacidade de estimular as
células da linhagem de mondcitos/macréfagos e modular o equilibrio de células T
auxiliares tipo 1 e tipo 2 associam-se significativamente a uma variedade de disturbios
patogénicos (por exemplo, doengas infecciosas, diabetes, doengas cardiovasculares
e cancer). Fungbes alternativas das variantes Hp1 e Hp2 foram relatadas,
particularmente na suscetibilidade e protecdo contra doengas infecciosas (por
exemplo, tuberculose pulmonar, HIV e malaria) e ndo infecciosas (por exemplo,
diabetes, doencgas cardiovasculares e obesidade). Tanto niveis altos quanto baixos de
Hp sé&o indicativos de condi¢des clinicas: os niveis plasmaticos de Hp aumentam
durante infecgbes, inflamacdo e varias doengas malignas, e diminuem durante
desnutricdo, hemolise, doenga hepatica, reagdes alérgicas, e disturbios convulsivos
(MASI et al. 2020).
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3.4 Ceruloplasmina- contém 95% do cobre no soro humano e desempenha um papel
importante no efluxo de ferro de células de mamiferos, incluindo células cerebrais,
devido a atividade da ferroxidase, que oxida o ferro ferroso apds sua transferéncia
para a superficie celular através do transportador de ferro, ferroportina, e fornece ferro
férrico para transferrina extracelular. No sistema nervoso central, descobriu-se que
uma ceruloplasmina ancorada em glicosilfosfatidilinositol (GPI) ligada as membranas
celulares dos astrécitos € a principal isoforma dessa proteina. A perda hereditaria da
proteina causa aceruloplasminemia, que é um disturbio autossébmico recessivo
caracterizado por neurodegeneragdo progressiva da retina e ganglios da base
associada as mutacdes herdadas especificas no gene ATP7B da ceruloplasmina. A
aceruloplasminemia é classificada como um disturbio neurodegenerativo hereditario
chamado "neurodegeneracdo com acumulo de ferro no cérebro" (NBIA) devido a

defeitos genéticos associados ao metabolismo do ferro (KONO, 2012).

3.5 Albumina — A albumina, um reagente negativo de fase aguda, tem um papel na
manutencgao da pressao plasmatica oncaética e efeitos anti-inflamatorios (SAYLAK et
al 2023). A albumina desempenha um papel critico em uma ampla gama de processos
patolégicos; (CHEN et al. 2021). E frequentemente definida como um indicador de
estado nutricional, no entanto, hipoalbuminemia pode refletir reagcdo de fase aguda

mediada por citocinas durante um evento inflamatério (CABRAL et al. 2001).

3.6 Proteinas do complemento C3 e C4 -0 sistema complemento, um componente
central da imunidade inata, provoca respostas pré-inflamatérias durante infeccoes
virais (BAGHERIMOGHADDAMB et al. 2022). Os niveis séricos de C3 e C4 sao
caracteristicas hereditarias, mesmo em individuos sem doencgas imunolégicas (YANG
et al. 2012). A importancia do C4 na imunidade também pode ser inferida a partir dos
mecanismos virais de antagonismo. Nos flavivirus, a proteina NS1 liga C4 e recruta
C1s, causando clivagem de C4 em solugdo e reduzindo assim a deposi¢cao de
superficie (BOTTERMANN et al. 2019).

Moléculas com atividades imunomoduladoras foram encontradas na saliva de
todos os artrépodes hematéfagos, como por exemplo os Aedes, como parte dessa
imunomodulagdo, os artropodes vetores possuem em seus intestinos e/ou
saliva, moléculas anti-complemento para neutralizar a ativagcdo do complemento, um
dos principais mediadores das respostas imunes inatas dos vertebrados, (PEREIRA-
FILHO et al. 2020).

3.7 Ferritina. As proteinas de fase aguda envolvidas no controle do ferro livre incluem
o horménio peptidico circulante hepcidina, ferritina, haptoglobina e hemopexina, que
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sdo regulados positivamente na reagdo de fase aguda. De fato, uma alta
concentragdo plasmatica de ferritina é observada em pacientes com condigbes
inflamatorias patoldgicas graves, incluindo sindrome de ativacdo de macrofagos,
choque séptico e Covid-19, nos quais a ferritina € usada como marcador de gravidade
e prognodstico (MANTOVANI; GARLANDA, 2023). Foram descobertas, associagoes
positivas robustas entre ferritina sérica, interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tecidual-
alfa (TNF-a) e proteina C reativa de alta sensibilidade (hsCRP) (DEPALMA; HAYES;
OLEARY, 2021).

3.8 Transferrina beta-globulina de sintese essencialmente hepatica, cuja funcao
principal € o transporte de ferro, apresenta baixa sensibilidade e especificidade
quando analisada de forma individual, estando os seus niveis aumentados na anemia
ferropriva e diminuido em doencgas hepaticas, sepse, ma absorcdo e alteracdes
inflamatérias (MAICA; SCHWEIGERT, 2008). E uma proteina de fase aguda negativa
que é regulada negativamente durante a fase aguda (MANTOVANI; GARLANDA,
2023). Quanto maior o componente inflamatério da doenga do paciente, menor sera a
concentracdo de transferrina e a capacidade ferropéxica e maior sera a ferritina
(FIGUEIREDO, 2010).
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4 JUSTIFICATIVA

Fatores individuais especificos do hospedeiro como fatores inflamatdrios e
imunes podem ser uteis para o0 manejo clinico no processo de tomada de decisao em
saude além de avaliar diagndstico, tratamento, progndstico, gravidade e possivel

papel no surgimento de complicagdes clinicas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Geral

Descrever o perfil de proteinas pro-inflamatérias e de citocinas pro-
inflamatdrias e anti-inflamatérias em mulheres com infecgao por virus Zika atendidas
em uma unidade de saude referéncia em doencgas infecciosas em Manaus,

Amazonas.

5.2 Especificos

e Quantificar os niveis de biomarcadores positivos como alfa1-glicoproteina
acida, ceruloplasmina, haptoglobina, proteinas do complemento C3 e C4,
proteina C reativa e ferritina. Quantificar biomarcadores negativos como
albumina e transferrina.

e Quantificar os niveis de 26 citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias e anti-
inflamatdrias tais como: Eotaxina, TGF- a, CSF-GM, CSF-G, fractalquina, IFN-
a2, IFN-y, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-1ra, IL-9, IL-1B, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP1-a, MIP1-3, TNF-a e VEGF.

¢ Quantificar os niveis de enzimas hepaticas (gama glutamil transferase (y-GT),
Alanino aminotransferase (ALT), Aspartato aminotransferase (AST) e
bilirrubinas total, direta e indireta).

e Avaliar a funcao renal dessas pacientes por meio da dosagem de uréia e
creatinina.

¢ Quantificar os niveis de IgM detectavel nessas pacientes e os niveis de Lactato
desidrogenase (Ldh) para auxiliar na avaliagao de possivel comprometimento
tecidual.
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6. MATERIAIS E METODOS
6.1 Tipo de Estudo

Estudo descritivo, tipo série de casos de mulheres com infec¢ao por virus Zika.
6.2 Area de Estudo

O presente estudo foi realizado na Fundag¢do de Medicina Tropical Doutor

Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD), em Manaus, Amazonas.
6.3 Aspectos Eticos

Este projeto faz parte do estudo “Prevaléncia de infecgdo por arbovirus em
pacientes com doenga exantematica aguda atendidos em uma unidade terciaria de
salde em Manaus — Amazonas”, estudo ARBO, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da FMT-HVD, com Certificado de Apresentagdo para Apreciagao
Etica (CAAE) de nimero 80961517.6.000.0005.

6.4 Populacao de Estudo

O estudo foi realizado na Fundagao de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (FMT-HVD), hospital referéncia em patologias tropicais em Manaus,
Amazonas, em mulheres que buscaram de forma espontdnea a fundagdo por
apresentarem exantema agudo no periodo de fevereiro de 2018 a maio de 2019. O
grupo controle positivo consta de amostra de mulheres exantematicas positivas para
Zika virus e o grupo controle negativo mulheres com quadro exantematico negativas

para a doenga.
6.5 Critérios de elegibilidade

Individuos de sexo feminino com idade entre 20 e 45 anos, que participaram do
estudo ARBO.

6.6 Selecao dos participantes do estudo ARBO e obtencdao de amostras

biolégicas

Pacientes que buscaram de forma espontdnea a FMT-HVD e que
apresentavam quadro exantematico com suspeita diagndstica de arbovirose e idade
superior a 18 anos, no periodo de fevereiro de 2018 a maio de 2019, foram convidados
a participar do estudo ARBO. Apds o processo do consentimento e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), os participantes eram

entrevistados, avaliados por médicas da equipe e amostras bioldgicas eram coletadas.
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Foram coletadas trés amostras de sangue venoso periférico em tubo contendo
anticoagulante EDTA (acido etileno diamino tetra-acético) para avaliagao de infec¢des
que cursam com exantema agudo, das citocinas e quimiocinas e do padréo
hematolégico por meio do hemograma. Foi solicitado também que o paciente
coletasse uma amostra de urina para avaliagdo de infecgao pelos virus Zika,
Chikungunya e sarampo. No caso das participantes do sexo feminino, foi realizado um
teste rapido de gravidez. Em caso de resultado positivo, a referida participante era

encaminhada para servigo de referéncia.

As amostras receberam identificagdo, foram refrigeradas e posteriormente
processadas. Apos esses procedimentos, foi agendada uma consulta de retorno no
prazo de 48 horas apos a coleta para que o paciente recebesse os resultados dos

testes, conduta clinica e devido aconselhamento em caso de resultado positivo.

6.7 Identificagao de infecgdes que cursam com exantema agudo

A infeccdo pelos virus Zika, Dengue e Chikungunya foi avaliada por meio da
realizagao de detecgao viral por meio da reagao da transcriptase reversa, seguida de
reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) utilizando o kit ZDC de

Tecnologia em Imunobiolégicos/Bio-Manguinhos/Fiocruz.

O acido nucléico total viral (RNA e DNA) foi isolado e purificado nas amostras
bioldgicas coletadas com kit comercial que utiliza beads magnéticas, em plataforma
automatizada (Maxwell® 16 Viral Total Nucleic Acid Purification Kit, Promega), para
a utilizacdo nos ensaios biomoleculares. A infeccao pelos virus Zika e Chikungunya
foi avaliada por meio da detecgao viral no plasma e urina, e o virus Dengue somente

no plasma sanguineo.

A infeccao pelos virus Mayaro e Oropouche foi avaliada por meio da deteccao
viral no plasma sanguineo e, para o virus do Sarampo, além do plasma foi utilizado
também a urina. As reagbes (RT-qPCR) foram otimizadas na Geréncia de Virologia
da FMT-HVD, em que foi utilizado o kit de reagentes comercial (GoTaq® Probe 1-
Step RT-gPCR System, Promega), amplificados em sistema de PCR em tempo real
QuantStudio 5 (Applied Biosystems), segundo os protocolos.

A infeccdo pelo virus Parvovirus B19, Epstein-Barr, Citomegalovirus, Sarampo
e Rubéola foi avaliada por meio da detecgéao qualitativa de anticorpos da classe IgM
pelo método imunoenzimatico (ELISA), utilizando-se o0s kits comerciais

(Euroimmun,Libeck, Germany), de acordo com as orientagcdes e recomendacgdes do
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fabricante. As amostras reagentes e indeterminadas foram avaliadas pelo método
eletroquimioluminescéncia (ECLIA), utilizando-se kits comerciais para o equipamento
LIAISON (Diasorin), a fim de se estabelecer a confirmacao para os testes laboratoriais
por imunodiagnéstico. A infecgdo por sarampo foi avaliada também por meio de RT-

gPCR em amostras de plasma e urina.

A infeccao pelo virus HIV foi avaliada por meio da determinacao qualitativa de
anticorpos de anti-HIV-1 e ant-HIV-2 com testes rapidos (TR) imunocromatograficos.
A presenca de resultados reagentes em dois TR diferentes era definida com infecgao
viral pelo HIV confirmada (98). Os kits comerciais de TR utilizados foram o HIV TRI
LINE (Bioclin) para a triagem, e o TR DPP® 1/2 (Bio-Manguinhos) como confirmataorio,

conforme preconizado e distribuido pelo Ministério da Saude do Brasil.

A infecgao por sifilis foi avaliada por meio da realizagdo de TR comercial
Immuno-Fast Syphilis (Wama Diagnostic) e confirmado com a quantificagc&o de titulos
de anticorpos contra sifiis por meio do VDRL (Venereal Disease Research

Laboratory).

6.8 Avaliagcao dos niveis de proteinas pré-inflamatérias e fungoées hepatica e

renal

As analises de biomarcadores de proteinas pro-inflamatdrias e funcédo hepatica
e funcao renal foram realizadas em amostras de plasma com EDTA/K3 (tri-potassico
— acido etilenodiamino tetra-acético) mantidas em temperatura de -80°C em
refrigerador que se encontra no setor de Virologia da Fundagéo e Medicina Tropical
de Manaus, em seguida descongelada e colocada em caixa de transporte de amostras
biolégicas e transportadas para realizagdo de biomarcadores no laboratério de
analises clinicas da FCECON (Fundagao Centro de controle de Oncologia de Estado

do Amazonas).

Antes da realizacao das analises no equipamento C-8000, os testes foram
calibrados com calibrador APTEC Lot: AL05672 (para reagentes a1- glicoproteina
acida, haptoglobina, transferrina, C3, C4, proteina C reativa e IgM) passado controle
contido na caixa do calibrador APTEC do mesmo lote. E para reagentes Albumina,
LdH, TGO, TGP, yGT, Uréia e creatinina, foram calibrados com TruKal U Lot:
10778321168 e passado controle TopKon Lot: 10778021175 do proéprio fabricante
ABBOTT e realizado no mesmo equipamento. Para dosagem de ferritina, foi feito no

equipamento 1-2000 analisador de imunoensaio, foi calibrado com reagente ABBOTT
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Lot:25389ud00 e passado controle Lyphocheck Lot:40400 de 03 niveis Todos os
testes s&o liberados para qualquer analise mediante estarem na média no grafico de

Leyey-Jennings, grande aliado no controle de qualidade nas analises analiticas.

As amostras foram adicionadas em cubetas (sample cup) com volume de
300uL em cada copo para analises nos 2 equipamentos, o analisador bioquimico C-
8000 e logo que processado levado com as mesmas racks com as amostras para o
analisador imunoldgico i-2000. Os resultados foram adicionados em banco de dados

em planilha do Excel para posterior analises estatisticas.

Figura 07: Grafico de Levey-Jennings — Equipamento C-8000- controle de AST

al-glicoproteinas acida e transferrina apresentaram kit bi-reagente da marca ABBOTT
método turbidimétrico; ceruloplasmina, haptoglobina kit bi-reagente da marca APTEC
método imunoturbidimétrico; C3 e C4 kit bi-reagente da marca Kovalente método
imunoturbidimétrico; Albumina Kit monoreagente método colorimétrico verde-
bromocresol, proteina C reativa kit bi-reagente método turbidimétrico. Ainda as
transaminases, uréia, creatinina todos bi-reagentes da marca ABBOTT e LdH (lactato
desidrogenase) e y-gt (gama glutamil transferase) do fabricante Kovalente, todos bi-
reagentes. A dosagem de ferritina que foi realizado no equipamento Architect i-2000sr,
com apresentagcdo do reagente com 1 frasco de microparticulas revestido com
anticorpo antiferritina e 1 frasco de conjugado com anticorpo antiferritina marcado de
acridina ambos do frabricante ABBOTT (Quadro 3).
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6.9 Avaliagdo dos niveis de citocinas proé-inflamatérias, citocinas anti-

inflamatodrias, quimiocinas e fatores de crescimento

As dosagens de 26 citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (eotaxina,
TGF- a, CSF-GM, CSF-G, fractalquina, IFN-a2, IFN-y, IL-10, 1L-12p40, IL-12p70, IL-
13, IL-15, IL-17A, IL-1ra, IL-9, IL-1B, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP1-q,
MIP1-B, TNF-a e VEGF), foram realizadas no equipamento MILLIPLEX MAP -
Multiplexing Assays com tecnologia imunoensaio Luminex, com o kit comercial
MILLIPLEX®MAP Human Cytokine/ Chemokine Magnetic Bead Panel, Kit Lot #
3790645 — made in USA, que se encontra na Fundagcdo de Medicina Tropical — Dr

Heitor Vieira Dourado — FMT-HVD, utilizando a aliquota das amostras analisadas.

6.10 Analises estatistica

Os resultados das proteinas e citocinas inflamatdrias foram expressos como
mediana e analisados estatisticamente com o programa GraphPad Prism verséo 5
(Graphpad software, San Diego, CA, USA). A comparagao entre os niveis de PCR,
ferritina e citocinas dos pacientes ZIKV positivos com o grupo controle, foi realizada
por teste ndo paramétrico, Mann-Whitney U test, com Intervalo de Confianga de 95%
(1C95). A andlise dos niveis de PCR, ferritina e citocinas nas fases aguda e
convalescente foi feita por teste T pareado. A correlagao entre os niveis de PCR e
citocinas versus a quantidade de manifestacdes clinicas foi realizada pela correlagao
nao-paramétrica de Spearman. Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando p < 0,05.

Todas as analises estatisticas foram conduzidas usando pacotes estatisticos
disponiveis no software R (4.2.2). As concentragdes de citocinas e proteinas
plasmaticas foram comparadas entre pacientes negativos e positivos para Zika virus
usando a média ajustadas por idade usando o método de modelo linear geral usando
pacote stats (4.3.0). As analises de correlagdes entre as citocinas foram feitas usando
o0 método de Spearman usando o pacote corrplot (0.92). Analises de componente
principal foram realizadas usando factoextra (1.0.7). As analises de rede a partir das

correlagdes de Spearman foram realizadas usando o pacote ggraph (2.1.0).
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7. RESULTADOS
7.1 Populacao de estudo

A populagao do estudo foi composta por 104 mulheres, com mediana de idade
de 32 anos. Desse total, 61 mulheres (58,65%) foram diagnosticadas com virus Zika e
43 mulheres (41,34%) foram negativas para todas as infecgdes pesquisadas (figura 8). A
mediana de idade das mulheres com infecgdo pelo virus Zika foi de 27 anos e a
mediana de idade das mulheres negativas para todas as infecgdes pesquisadas foi de
34 anos. Durante o processo da selegcédo das participantes, nenhuma relatou fazer

tratamento para doenca autoimune ou outro tipo de patologia.

N. 104 AMOSTRAS = N. 61 POSITIVAS HI]: N. 43 NEGATIVAS

CITOC. E QUIMIOC.

PROT. INFLAMAT. FUNG HEPATICA FUNC RENAL OUTROS

I U

Figura 8. Fluxograma do estudo.
7.2 Dosagem de proteinas inflamatoérias

Em todas as amostras foram dosadas citocinas e quimiocinas, biomarcadores
inflamatdrios positivos e negativos, analitos que avaliaram a fungao hepatica e renal
dessas pacientes e ainda outros testes adicionais como Lactato desidrogenase (LdH)
e lgM.

Nas analises de biomarcadores inflamatérios positivos, nos controles positivos
para a arbovirose, apenas a proteina C reativa das amostras analisadas apresentaram
resultados com valores acima da faixa de referéncia (vr < 0,5 mg/dL) com X =0,9684
mg/dL e nos testes adicionais somente o y-gT com X= 45,62 mg/dL (vr: <38 mg/dL)
também apresentaram com valores alterados. Os outros biomarcadores inflamatérios

positivos analisados alfa-1glicoproteina acida (x=115,3mg/dL), haptoglobina (x=164,3
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mg/dL), ceruloplasmina (x=32,55 mg/dL), C3 (x=112,6 mg/dL), C4 (x=33,83mg/dL),
ferritina (x=144,8 ng/mL) apresentaram dentro das faixas de referéncia de cada teste.
Nos biomarcadores inflamatorios negativos analisados, a albumina (x= 4,67g/dL) e
transferrina (x= 248,1mg/dL) apresentaram também dentro do intervalo de referéncia,
0 que ocorreu nos testes que avaliaram a fungao renal como uréia (x= 24,0 mg/dL),
creatinina (x= 0,89 mg/dL) e testes de fungdo hepatica como bilirrubina total
(x=0,24mg/dL), bilirrubina direta (x=0,10mg/dL), aspartato aminotransferase- AST (Xx=
32,46 U/L) e alanina aminotransferase- ALT (X= 42,39 U/L). E nos outros marcadores
que adicionamos no estudo que consideramos como testes adicionais realizados
como IgM (Xx= 142,4 mg/dL), lactato desidrogenase- LdH (x= 378,9 U/L) também

apresentaram sem nenhuma alteragdo em seus valores.

Tabela 3. Avaliacao laboratorial das funcbes hepatica e renal e do comprometimento tecidual.

Zika positivo (n=61) Zika negativo (n=43)
Média Erro padrdao  Média Erro padrao Adj.P-valor AIC

da média da média
Alf. Glic. Ac. (mg/dL) 1153  2.489 133.2 6.937 0.001 1010
Hapto (mg/dL) 164.3 5.671 190.7 9.650 0.02 1114
Transferr (mg/dL) 248.1 4.754 251.2 7.039 0.266 1057
Cerulopl (mg/dL) 32.55 0.6250 33.13 0.9695 0.1914 643.8
C3 (mg/dL) 112.6 2.572 118.9 4.093 0.07 940.9
C4 (mg/dL) 33.83 2.086 33.54 2.551 0.6186 871.5
IgM (mg/dL) 142.4 7.473 146.8 9.359 0.9502 1139
PCR (mg/dL) 0.9684 0.1331 2.1029 0.4316 0.002 434.1
LDH (U/L) 378.9 15.44 462.1 38.13 007 1370
Albumina (g/dL) 4.679  0.04103 5.729 1.00078 0.3591 590.3
Ferritina (ng/mL) 144.8 66.20 176.3 39.73 0.9922 1547
GGT (mg/dL) 45.62 9.229 58.49 13.572 0.1686 1195
ALT (U/L) 4239 5.704 49.40 7.139 0.6711 1083
AST(U/L) 32.46 5.404 42.74 9.664 0.5806 1109
BT (mg/dL) 0.2416 0.01588 1.4343 0.96995 0.2594 583.6
BD (mg/dL) 0.141  0.00855 0.269 0.07624 0.03 62.18
Bl (mg/dL) 0.1007 0.01012 1.1652 0.96718 0.3368 582.9
Urea (mg/dL) 24.02 0.8711 25.36 1.3225 0.1151 703.7
Creatinina (mg/dL) 0.8905 0.01802 0.9088  0.02262 0.27900 -104.2

Nos pacientes controle arbovirus negativos analisados, houveram uma discreta
elevagao nos biomarcadores positivos a1-glicoproteina acida (x= 133,2 mg/ dL), e na
proteina C reativa os valores das médias dos pacientes foram 4 vezes maiores ao
valor de referéncia do teste (x= 2,1029 mg/dL), e nos testes adicionais, somente a y-
gT apresentou com alteragdes nos valores (Xx= 58,49 mg/dL). Nos testes de fungdes
hepatica, o AST apresentou leve variagao x= 42,74 U/L (vr: 5-34 U/L), bilirrubina total
x= 1,43 mg/dL (vr: 0,2-1,2 mg/dL) e bilirrubina indireta X=1,16 mg/dL. Nos outros

biomarcadores inflamatérios positivos como haptoglobina, ceruloplasmina, proteinas
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do complemento C3 e C4, ferritina e nos biomarcadores inflamatérios negativos como
albumina e transferrina, todos analitos ndo apresentaram alteragcdes, assim como nos
demais testes realizados (IgM, uréia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT),
lactato desidrogenase (LdH), bilirrubina direta (BD), todas apresentaram dentro dos

valores de referéncia para cada teste. Os resultados estado dispostos na tabela 3.
7.3 Comparagoes de citocinas entre pacientes Zika positivo e Zika negativo

Nas analises de 26 citocinas, quimiocinas e fatores do crescimento, no Grafico
comparativo de Jitter-plot, encontramos valores de niveis de citocinas em pacientes
exantematicos Zika positivos foram mais significativos (p<0,005) nas IL-8 (0,02252),
IP-10 (5,789x107), IL-1ra (0,01355) e MCP-1 (0,0433) em comparagao com valores
de pacientes exantematicos Zika negativo, outras apresentaram valores nao
significantes (n.s) descritas, estavam diminuidos. O quadro comparativo completo

encontra-se em anexo (Figura 9B).
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Figura 9 A. Comparagbes de citocinas entre Zika positivos e Zika negativos. Os graficos mostram a
mediana, quartil superior e inferior, valores minimos e maximos para controles positivos versus
controles negativos (teste de Mann-Whitney). Os valores de P < 0,05 sdo considerados significantes.

7.4 Correlagdes de Spearman entre os grupos Zika positivo e Zika negativo

Nas analises de correlagdes de citocinas, quimiocinas e fatores do crescimento
secretadas no plasma entre as pacientes exantematicas Zika negativos, observamos
através do grafico de Spearman (Figura 10), que as interleucinas IL-4, IL-5, IL-13 e IL-
8 foram as citocinas predominantes que mais apresentaram forte correlacdes positivas
(p 2 0,7), com as demais citocinas. As fortes correlagbes entre IL-4 foram IL-4/IL5
(0,87), IL-4/1L-10 (0,98), IL-4/IL-13 (0,78), IL-4/IL8 (0,92), IL-4/MIP-1a (0,85), IL-4/IL-9
(0,74), IL-4/IL-15 (0,72), IL-4/GM-CSF (0,72), IL-4/IL-6 (0,78), IL-4/ VEGF (0,80) e
IL/41L-1B (0,87). Fortes correlagbes positivas entre IL-8 foram IL-8/MIP1- a (0,71), IL-
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8/IL-15 (0,73), IL-8/IL-VEGF (0,77), IL-8/IL-06 (0,82), IL-8/IL-1pB (0,75), IL-8/IL4 (0,92),
IL-8/IL-5 (0,73), IL-8/IL-10 (0,75), IL-8/IL-13 (0,76), IL-8/Fractalquina (0,72).Com a
citocina IL-5 foram IL-5/IL-6 (0,75), IL-5/IL-1p (0,73), IL-5/IL-4 (0,87), IL-5/IL-10 (0,81),
IL-5/IL-13 (0,81), IL-5/IL-8 (0,73), IL-5/IL-MIP1-a (0,74), IL-5/IL-9 0,72, e com IL-13; IL-
13/IL-6 (0,96), IL-13/IL-1B (0,81), IL-13/IL-4 (0,78), IL-13/IL-5 (0,81), IL-13/IL-10 (0,80),
IL-13/IL-8 (0,76), IL-13/VEGF (0,76), IL-9 (0,95) e IL-13/IL-15 (0,76).

Figura 10 .
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Nas pacientes exantematicas com infecgao pelo Zika Virus (Figura 11),
apresentaram predominantemente, fortes correlagbes positivas (p = 0,7) com as
citocinas IL-1B; IL6, IL-4, IL-5 e IL-13. As correlagdes positivas com formacao de
pares entre IL13 com as citocinas e IL1B/IL-6, IL1B/IL-17A, IL1B/IL-4, IL1B/IL-5,
IL1B/1L-13, IL1B/IL-8, IL1B/IL-9, IL1B/IL-15, IL1B/TGF-a, IL18/GM-CSF A IL-6 foi
fortemente correlacionada formando pares com IL-6/IL-12p40, IL-6/IL-183, IL-6/IL-4, IL-
6/IL-5, IL-6/IL-10, IL-6/IL-13, IL-6/MIP1-a, IL-6/IL-9, IL-6/IL-15, IL-6/VEGF, IL-6/GM-
CSF. A IL-4 correlacionou formando pares com as citocinas |L-4/IL-12p40, IL-4/IL-6,
IL-4/IL-1B, IL-4/IL-5, IL-4/IL-10, IL-4/IL-13, IL-4/IL-8, IL-4/MIP1-a, IL-4/IL-9, IL-4/IL-15,
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IL-4/GM-CSF. Correlagbes positivas em pares entre IL-5 com as citocinas IL-5/IL-
12p40, IL-5/IL-6, IL-5/IL-1B, IL-5/IL-4, IL-5/IL-10, IL-5/IL-13, IL-5/IL-8, IL-5/MIP1-q, IL-
5/IL-9 e IL-5/IL-15. Correlagdes positivas com IL-13 com IL-13/IL-12p40 (0,86), IL-
13/IL-6 (0,96), IL-13/IL-1 B (0,90), IL-13/IL-4 (0,95), IL-13/IL-5 (0,91), IL-13/IL-10
(0,94), IL-13/IL-8 (0,80), IL-13/IL-9 (0,96) e IL-13/IL-18 (0,85).

Figura 11 Zikav positive
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Figura 10 e 11 - Matrizes de correlagéo entre quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento entre os
grupos de pacientes com Zika Negativo (controle Negativo) (A) e Zika positivo (controles positivos)
(B). Valores crescentes sao representados por codigos de cores: azul para correlagdo positiva e
vermelho para correlagcdo negativa. Significancia: p < 0,05.
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7.5 Analise de rede das citocinas

As correlagdes das 26 citocinas baseadas em Spearman foram observadas em
analises de rede (network analysis) entre os pacientes Zika positivo (Figura 12) e Zika
negativo (Figura 13). Correlacdes positivas s&o exibidas em azul e correlacdes
negativas em vermelho. O Spearman rank (coef.corr) € exibido pela espessura das

conexoes entre 0s nodos.
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Figura 12 e 13: Analise de rede das 26 citocinas entre pacientes Zika positivos e Zika negativos. A
espessura das conexodes (coef.corr) representam os valores do coeficiente rho > 0.7 das correlagdes
de Spearman, as cores vermelho (correlacado negativa) e azul (correlagédo positiva) (type) representam
os tipos de correlagdes. O grau de centralidade (centrality_degree) exibe os nodos com mais conexdes.

Entre os pacientes Zika positivo observamos fortes relagcdes entre os
marcadores pro-inflamatorios IL-183, IL-12p40, IL-8 e anti-inflamatérios IL-9, IL-4, IL-
13, IL-5, IL-10, IL-15, IL-6 (Figura 12). Enquanto nos pacientes Zika negativos,
também foram observadas fortes relagdes entre IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-8, IL-10, IL-
13, IL-15 VEGF, MIP-1aq, IL-183, IL-12p40, IL12-p70, GM-CSF e Fractalquina (Figura
13). Somente no grupo de pacientes Zika negativos podemos observar relagdes
negativas, entre IL-9 e as citocinas TNF-a e MCP-1, e entre Eotaxina e IL-6.

Nos pacientes com Zika negativo, o fator de crescimento VEGF apresentou
mais relagdes com outros marcadores, o0 que nao se observou em pacientes Zika
positivo (Figura 12). IFN-y mostrou relagdes positivas com as citocinas IL-8 e IL-9 nos
pacientes Zika positivos, diferente do grupo de pacientes Zika negativos onde nao foi
observada nenhuma relacio. Fortes relagdes positivas de IL-12p70 com Fractalquina
e GM-CSF foram observadas no grupo Zika negativo, em contraste ao grupo Zika

positivo.
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De acordo com o grau de centralidade, tanto os pacientes Zika positivo
quanto Zika negativo mostraram relevante papel dos marcadores IL-4, IL-5, IL-6, IL-9
e IL-13 mostrando um perfil de reposta Th2/Th9, em contraste, IL-13 e IL-8 mostraram

mais centralidade em Zika positivo do que em Zika negativo.

Nas correlagdes de controle positivo e negativos, embora em pacientes com
Zika haja presenca de maiores numeros citocinas com expressoes, encontramos em
ambos controles resposta pré-inflamatoéria Th1 e a presenga também de uma resposta
antagobnica do tipo Th2 que possivelmente seja pela presenca de exantema, mas
também pelo reparo tecidual em ambos os controles tanto positivo quanto o controle

negativo, mas também ha a presenga de uma resposta tipo Th9.
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8. DISCUSSAO

Doengas tropicais, como as arboviroses, sdo um grupo de doencgas
negligenciadas em todo mundo encontrada principalmente em paises mais pobres
como da Africa, Asia e América latina. A falta de diagnéstico rapido para a identificagéo
e posteriormente o inicio de um tratamento correto, ainda causam grande
preocupagao e nas arboviroses presentes na amazoénica nao é diferente, e o pior é
um diagnéstico nao especifico tanto laboratorial quanto clinico dependendo da fase

evolutiva da doenga ocorre muito nessa regido do pais.

Apesar de varios estudos avangados sobre o0 mecanismo de agao e de defesa
do virus Zika no corpo humano e em animais, ainda ndo existe vacina contra o virus.
A predilecdo do virus por células dos fibroblastos dérmicos quanto pelos
queratinécitos epidérmicos sado alvos da infeccdo pelo ZIKV, potencialmente
transmitindo a infecgcdo as células dendriticas dérmicas e comprometendo outros

organismos com o decorrer do curso da doencga.

Em nossos estudos de proteinas inflamatdrias e outras dosagens de analitos
como funcgao hepatica e renal, encontramos tanto nos controles Zika positivos quanto
nos controles negativos ambos exantematicos, a elevacao de proteina C reativa (CP:
x=0,9684; CN: x=2,1029 mg/dL) (p<0,02). Em pacientes com virus Zika a presenca de
proteina C reativa foi menos elevada em comparagdo com Zika negativo. Isto pode
estar relacionado ao aumento do IL-1ra em Zika positivos ao passo que nos pacientes
Zika negativos a IL-1ra encontram-se diminuidas. IL-1ra € conhecido por regular a
IL-18. O IL-1ra pode ter ocasionado uma regulacao negativa de IL-13 nos pacientes
com Zika e pode estar relacionada com aumento proteina C reativa nos pacientes Zika
negativos (Figura 9 A). Assim como o Zika virus, outras infecgdes virais, a identificagao
dos niveis de PCR pode ser um importante marcador indireto (ISA, et al. 2022). Em
nosso controle negativo, o aumento de proteina C reativa também pode ser justificado
pelo aumento também de IL- 6 que pode ter ocasionado pelo processo inflamatorio de
pele, no caso o rash cutaneo. A proteina C reativa aumentada, ja foi constatada em
infecgdes virais, como na infecgao respiratdria por adenovirus (BARROS, 2017). Em
outro teste realizado de forma adicional, o y-GT, em CP: (X= 45,62 mg/dL) e em CN
(x= 58,49 mg/dL, apresentaram aumentados, e como ja descrito por, JAVED et al.
2017, em pacientes positivados por Zika, apds o aparecimento dos sintomas, o
diagnostico pode ser feito com a ajuda de varios parédmetros laboratoriais, por
exemplo, gama-glutamil transferase (y-gT), lactato desidrogenase (LdH) sérica e

derivados proteicos elevados (proteina C reativa e ferritina), mas em nossos estudos
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apenas a proteina C reativa e a gama-glutamil transferase apresentaram alterados
como ja descrito e todos os outros analitos ndo apresentaram nenhuma alteragao.
Mas vale ressaltar que a descricdo de alguns relatos de casos como descrito por
MUSSO; GUBLER, 2016, encontraram em suas pesquisas, alteragdes das
transaminases hepaticas em pacientes com Zika e em outros arbovirus,
principalmente dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV). Em outra descrigdo, de uma
paciente previamente saudavel, e logo apos a infeccdo por Zika, foram observados
infeccao indicando lesdo hepatica. Especificamente, em seus niveis de AST, ALT e
LdH (WU et al.2017).

Nos pacientes controle arbovirus negativos, além da elevagéao de proteina C
reativa e de y-G, outros marcadores como em alfa1-glicoproteina acida, aspartato
aminotransferase (TGO), bilirrubina total e indireta, tiveram discretas elevagbes, mas

com estudos escassos associados ao exantema.

Nas analises do perfil de 26 citocinas e quimiocinas analisadas (eotaxina, TGF-
a, CSF-GM, CSF-G, fractalquina, IFN-a2, IFN-y, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IL-13, IL-
15, IL-17A, IL-1ra, IL-9, IL-18, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP1-a, MIP1-3,
TNF-a e VEGF) em mulheres exantematicas, encontramos em ambos os controles
tanto nos controles negativos quanto nos controles positivos, um perfil de respostas
celular Th1, Th2 e Th9. Entre mulheres exantematicas com Zika positivo encontramos
citocinas com expressdes aumentadas em IP-10 (p<5,789x107), IL-1ra (p<0,01355),
MCP-1 (p<0,0433) e IL-8 (p<0,02). Nas mulheres exantematicas com Zika positivo
encontramos fortes correlagdes positivas entre as citocinas IL1[3, IL-4, IL-5, IL6, IL8,
IL-9, IL-10, IL-13, IL-15 e IL-12p40 (p= 0,7), e nas exantematicas negativas para Zika
a presenca de correlagdes positivas com as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-8, IL-10,
IL-13, IL-15 VEGF, MIP-1q, IL-1B, IL-12p40, IL12-p70, GM-CSF e Fractalquina (p=
0,7).

A presencga do perfil de citocinas que encontramos em nossos estudos para
portadoras de Zika exantematicas, foi correspondente com encontrado por Tappe et
al, 2015, que mostraram a predominancia significativas de concentracdo de
interleucina (IL) -1, IL-6, IL-8, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17 e IL-9 em pacientes com Zika.
Exceto a IL-17, todas as interleucinas foram encontradas em nossos estudos havendo
uma resposta celular do tipo Th1, Th2 e Th9 como afirmamos no inicio do texto. A
presenga das Interleucinas da imunidade inata IL-12p40 e IL-15 (p= 0,7), encontradas
em nossa pesquisa, pode ser explicada por que tanto a IL15 quanto a IL-12 sao

secretadas por células dendriticas e macrofagos que no inicio do curso de uma
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infecgao viral, as células NK sdo expandidas e ativadas pelo reconhecimento de
ligantes ativadores presentes nas células infectadas e entdo matam as células
infectadas antes das CTLs (ABBUL; ANDREW; SHIV, 2019). Outra pesquisa realizada por
SILVA et al. 2019, é que a IL-12 assim como a IL-6 em pacientes com infecgdo aguda
(até 5 dias apds o inicio dos sintomas) por ZIKV apresentaram expressdes

aumentadas.

Na resposta celular Th9, no grupo controle positivo, a IL-9 (p= 0,7) no grafico
de Spearman (Figura 11), todas as citocinas com expressao aumentada (IL-18, IL-6,
IL-4, IL-5 e IL-13) se interligaram fortemente com IL-9. E a IL-9, apresentou expresséo
forte no grafico de rede se correlacionou com as ILs (IL-13, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-6).
No grupo controle negativo, a IL-9 também foi evidenciada através do grafico de rede
de correlagbes (p= 0,5). A presenca da IL-9 pode ter papel na modulacdo da
imunidade das células Th1 e Th2, bem como na protecao e/ou patogénese de doencgas

virais, que ainda necessita de mais investigagbes (COLAVITA et al. 2018).

A presenca de IL-4 e IL-13 produzidos por células Th2 e outros leucdcitos,
induzem macrofagos alternativamente ativados que atuam controlando a inflamagao
e promovendo reparo tecidual. Em nossos estudos assim como na pesquisa realizada
por Naveca et al 2018, em que houveram dosagens de citocinas, em paciente com
Zika virus, a IL-4 foi encontrada em pacientes com infec¢do aguda do virus e as IL-13
e IL-1B encontrados acompanhando a viremia, mas nesse mesmo estudo houve um

aumento da IL-1ra.

A presenca de IP-10 (p< 5,789x107), p<0,005, no controle positivo, ainda nio
se sabe ao certo se estar relacionada a replicagéo viral ou também participa da
imunopatogénese da infecgéo pelo ZIKV. Assim, a IP-10 e a IL-5 estdo fortemente
associados ao exantema. (BARROS et al. 2018). A IP-10 (CXCL10) também tem sido
fortemente implicado na patogénese da sindrome de Guillain-Barré (CHIANG;
UBOGU, 2013), e pode contribuir para danos neuronais que afetam o cérebro fetal
incluindo retardo de crescimento intrauterino e danos neuroldgicos induzidos por
hipdxia, pré-eclampsia e hipertensédo na gravidez, o que pode resultar em uma série
de lesdes fetais (GOTSCH et al. 2007).

A presencga de proteina quimioatraente de mondcitos-1 (MCP-1) em pacientes
Zika positivos MCP-1 (p<0,0433) foi elevada em comparagao aos controles negativos,
esta presente em toda a fase sintomatica da doenca, mas que foi encontrada em
outras arboviroses com dengue e Chikungunya (SANCHEZ-ARCILA et al. 2020). As

respostas Th1 e Th2 podem ser promovidas por MCP-1 regula a diferenciacéo de
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monocitos em células dendriticas. A producéo de IL-4 pelas células T é aumentada,
pois a MCP-1 pode ativar o promotor de IL-4, o que resulta no aumento da resposta
imune tipo 2 (SINGH; ANSHITA; RAVICHANDIRAN, 2021).

Outra fonte das interleucinas IL-4, IL-5 e IL-13 nos controles positivos e
negativos que levam a uma resposta Th2 no exantema conforme ja descrita por EBEL
et al. 2017, pode ser através da ativagao de ILC2s, que estdo envolvidos no reparo

tecidual, que leva a producao de grandes dessas citocinas.
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9. CONCLUSAO

O Zika virus ainda continua sendo uma das principais arboviroses causadora
de doenca em Manaus, conforme estatistica da Fundacido de Medicina Tropical

Dr Heitor Vieira Dourado nos 3 ultimos anos o virus continua circulante.

Das proteinas inflamatérias, biomarcadores inflamatdrios positivos e negativos
dosados, juntamente com analises de fungéo hepatica e renal e outros analitos
adicionados no estudo, apenas a proteina C reativa com aumento inferior ao
controle negativo pode ter sido ocasionado presenca de IL-1ra nos controles
positivos, que também apresentaram aumento no gama glutamil transferase (y-
gT). Em controles negativos, os biomarcadores inflamatérios positivos a1-
glicoproteina acida e proteina C reativa e nos testes de fungao hepatica apenas
a aspartato aminotransferase (TGO) a bilirrubina total e indireta, nos testes
adicionais apenas o gama-glutamil transferase tiveram alteragdes discretas,
contudo a proteina C reativa apresentou-se um aumento de 4 vezes o seu valor
normal que pode ser devido ocasionada pela falta de IL-1ra tendo
concentracbes maiores de IL-1 e ainda a presenca de IL-6. Os outros
marcadores que tiveram uma discreta elevagao, tem estudo escasso sobre

essas alteragcdes em pacientes exantematicos Zika negativos.

Nenhuma outra caracteristica marcante que auxilie em um diagndstico preciso
para pacientes com Zika exantematico no caso de biomarcadores inflamatorios
positivos e negativos foi encontrado, nem mesmo para auxiliar na diferenciagao

de diagndstico com outras arboviroses.

Das 26 citocinas e quimiocinas analisadas, podemos concluir que em pacientes
Zika positivos exantematicos a presenga de IP-10 (CXCL-10) e IL-5 se fazem

presentes nesta fase da doenca.

A presenca de IL-12p40 e IL-15 presentes em nossos controles positivos,
podem estar associados a infeccdo viral exantematica ao passo que os
controles negativos n&o o fizeram presentes.

Caracteristicas comuns ja relatadas a presencga de IL-9, caracteristica comuns
as da arboviroses, que necessita de mais estudos como papel de modulador
de células T.
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11 APENDICES

11.1 Valores das dosagens de citocinas e quimiocinas

Tabela 4. Niveis de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias.

Zika positive Zika Negative
(n) Mean + SEM (n) Mean + SEM p-value AIC

Eotaxin 61 4715+0.04 43 4.690 £ 0.04 0.9255 33.43
TGF-a 14 1.390+0.62 15 2.719+0.23 0.2162 115.5
G-CSF 46 4.834+0.09 31 5.046 + 0.10 0.0563 137.8
GM-CSF 62 3.398+0.09 44 3.361+£0.13 0.6513 248.5
Fractalkine 52 3.210+0.09 31 3.212+£0.11 0.8843 154.1
IFN-a2 60 4.859+0.08 38 5.022 £+ 0.10 0.1600 182.5
IFN-y 56 3.080+0.13 33 3.303 £ 0.21 0.4119 269.2
IL-10 53 3.951+0.14 29 3.918 £ 0.17 0.3758 234.3
IL-12p40 25 0.998+0.30 18 1.367 £ 0.25 0.3135 153.1
IL-12p70 51 1.031+0.14 33 1.233+0.20 0.3872 256.2
IL-13 11 5.308 +0.28 9 4.931 £ 0.33 0.3801 61.11
IL-15 49 0.496 +0.20 25 0.929 + 0.27 0.2492 265.8
IL-17A 47 1.174+0.19 33 1.447 + 0.20 0.3122 265.5
IL-1RA 62 5.299+0.09 43 4.836 £ 0.14 0.01355 257.6
IL-9 11 5.075+0.33 12 4.024 £ 0.42 0.06934 83.16
IL-1B 42 1.680+0.14 25 1.873+0.17 0.4829 183.4
IL-4 9 7.082+0.50 8 6.005 + 0.66 0.2239 71.11
IL-5 14 3.331+0.27 15 2.724 + 0.30 0.187 93.21
IL-6 12 4578+0.34 12 4.487 +0.25 0.7998 74.06
IL-8 8 4622+0.32 12 3.261 +£0.37 0.02252 68.38
IP-10 61 8.963+0.04 44 8.140 £ 0.15 5.789e-07 231.5
MCP-1 62 6.520 £ 0.07 43 6.236 + 0.09 0.0433 178

MIP1-a 14 3.197 £0.23 11 2.388 + 0.38 0.06844 80.07
MIP1-B8 61 5.112+0.03 43 5.056 + 0.04 0.3494 16.35
TNF-a 61 4239+0.03 44 4.187 £ 0.06 0.5117 68.86
VEGF 32 4.084+0.15 25 3.770 £ 0.27 0.1615 176.7




11.2 Valores de referéncias e metodologias.
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Quadro 3. Metodologias e valores de referéncia dos testes comerciais utilizados para as andlises

de biomarcadores de proteinas pro-inflamatérias e funcdes hepatica e renal.

TESTE VR VR SEXO UNID | FABRICANTE ENSAIO
Alfa1 glicoproteina 50 130 | Homens | mg/dL kovalente Turbidimétrico
Acida 40 120 | mulher | mg/dL Imunoturbidimetria
Haptoglobina 32 205 mg/dL APTEC Imunoturbidimetria
Transferrina 170 340 mg/dL kovalente Turbidimétrico
Ceruloplasmina 22 61 mg/dL APTEC Imunoturbidimetria
C3 75 175 mg/dL kovalente Turbidimétrico
C4 09 36 mg/dL kovalente Turbidimétrico
IgM 22 240 | Homens | mg/dL ABBOTT Imunoturbidimetria
33 293 mulher mg/dL ABBOTT
PCR <0,5 mg/dL ABBOTT Turbidimetria
Temp
LDH <480 U/L kovalente 37C DGKC
Albumina 3,5 5 g/dL ABBOTT Adultos | colorimétrico - bromo-cresol
21,81 274,66 | Homens | ng/mL ABBOTT Quimioluminescéncia
FERRITINA 4,63 204 mulher ng/mL ABBOTT
GGT <38 mg/dL kovalente cinética-colorimétrica
ALT 0,0 55 U/L ABBOTT NADH
AST 5 34 U/L ABBOTT
BT 0,2 1,2 mg/dL ABBOTT
BD 0,0 0,5 mg/dL ABBOTT Reacéo de Diazo
Bl
UREIA 19 44 Homens ABBOTT Urease
14,98 40 mulher ABBOTT
CREATININA 0,7 1,3 Homens | mg/dL ABBOTT Jaffe
0,6 1,2 mulher mg/dL
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11.3 Grafico comparativo de todas as 26 citocinas.
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Figura 9 B. Os graficos mostram a mediana, quartil superior e inferior, valores minimos e
maximos para controles positivos versus controles negativos (teste de Mann-Whitney). Os
valores de P < 0,05 s&o considerados significantes.
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Nomero do Parecer: 2.611.564

Apresantag3o do Projeto:

Trata-s2 da apreciagio de uma EMENDA do Estudo (Ja aprovado)intiulado PREVALENCIA DE INFECGAO
POR ARBOVIRUS EM PACIENTES COM DOENCA EXANTEMATICA AGUDA ATENDIDOS EM UMA
UNIDADE TERCIARIA DE SAUDE EM MANAUS - AMAZONAS da pesquisadora Camila Helena Agular
Botio ge Menezes. Sste & uma vertents do estudo de coorte “Parsisi2ncia 0o virus 2Ika nos Nuldos corporals
02 pacientes com nfecgdo pelo virus 2ka — ZIKABRA®, em andamento desde |utho de 2017 na FMT-HVD O
@agnastico de Infecgdo pelos virus ZIk3, Mayaro & Oropuche sera %2ito por téenicas de diologla molecular na
gerancia de viroiogla da FMT-HVD. Faz

S& Necassana a confimagdo de Infecgdo por 25586 virus, haja vista que 3 comprovagdo de circulago desse
Qrupo de Jo2ngas Virals responsavels por surtos principaments nos periodas de malor pluviosidade

Objetivo da Peequisa:

Objetivo Primario:

Estimar 3 prevaléncia o2 In%2cp30 por arboviroses em pacientss com doenca exantamatica aguaa atendidos
&m uma unidade terciana de s30de em Manaus, AMazonas.

Objetivo Secundario:

« Estimar a prevaléncia de Infecgdo pelos amovinus Zk3, Mayaro & Oropouchs;

» Descrever o perfl epldemioiogico da populagdo atendida;
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-Descraver 3s caracteristicas ciinicas e laboratorials @ suas possivels relagbes com as Infecgdes pelos
aroovirus.

Avallag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco principd que Igentificamos na Nossa pesquisa € o possivel vazamento de Informagdes que voce deu
308 profissionals de salde que Ihe atenderam. Para evitar que IS1o 3contega, esie JOCUMEN?D QuUE 3gora
Voo 2513 lendo cham3do de TCLE & que constam 0ados que o(3) Identifcam como S2u nome, Sera mantido
pela pasquisadora principal em local 5eguro, S0b chave & N30 S&ra QUArdado Junto com outras fNenas do seu
3endimento. A Ncha ser3 |dentincada com um NOMEro que N30 permitira fazer 3550ci3¢30 COM SU3 PEES0a.
Para ewitar o risco de acontecer algum evento Indesajavel durants a coleta de sangus, como a formagdo da
mancha roxa dolorosa ou Infecgdo, a coleta sera feita @ por um profissional reinado & experients que
utllizara matenal esténl (Que S0 S2ra USado UMa Onica vez)

Beneficios:

Alem 02 saDEr 5 VOCS e513 ou ndo com Infeccdo por UM 0esses VIrUS |3 menclonados, 30 participar daste
estudo, vocs tambéem estara contribulindo com Informacdes futuras sobre 25535 Joengas. £ Imporiante citar
que voce ndo recebera qualquer bensficio adiclonal, nem ganhara AiNheiro por participar do estudo

Cortnuaclic 3 Purecer 2211 584

Comentarios e Conslderagdes sobrs a Pesquisa:

A pesquisa & relevants e 3 pesquisadora aNexou 0005 05 JOCUMENIos N2CESSAnNos € realzou 3s
adequagles solcitacas na metodologla

Conslderagdes sobre 08 Termos de apresentagao obrigatoria:
DOCUMENTOS ANEXADOS A ESTE PROTOCOLO

1-Projeto da PB

2-Projeto detaihado

3-TCLE

4-fOLHA DE ROSTO

S-FOLHA RESPOSTA

E-ANUENCIA DA DAM

T-PLANILHA COM O CRONOGRAMA

E-ANUENCIA DA VIROLOGIA

Enderego:  Av Pedve Telcelte, 25

Bairro: D Pedol| CEP: 8D 040000

UF: AV Mankcipho. &

Teletors: (221273672 Fax: (Q2127-3672 E-mail:  cop@ vt em gov br
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Conclusdes ou Pendéncias 8 Lista de Inadequagdes:
Justncativa da Emenda:

Cortnusglic 3o Parecer 2801 584

A Justitcativa para a sollcitagdo de emenda € devido 3 Inclusdo da Investigagdo de outras Infecgles (2ka,
DENGUE, CHYCUNGUNEA, Mayaro ou Oropouche, Parvovirus B13, EPSTEIN-BARR,
CITOMEGALOVIRUS, SARAMPO, rudéoia e HIV, Infecgdo bacteriana por SIFILES) que cursam com
00eNga EXantematca aguada para 0 Jlagnostico diferencial das shdromeas exantematicas em adultos. Este
objetivo fol Incluido somente agora, pols © estudo por meio de parcenas reallzadas com projetos em
andamento na Gerancia de Virologla na FMT-HVD, consequira raallzar os tesies Incluidos na nova vers3o.
Ambos 0 protocolo e TCLE aiterados foram anexados.

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

O presente projeto esta APROVADO e 0s Interessados ficam Informados de apresentar 3 este CEP os
relatorios, parcials € o final, do estudo conforme prevé 3 Resolugdo CNS n® £66/2012, utiizando o formulario
de Roteiro para Reiatério ParcialFinal de estudos clinicos Unicentricos e Multic2ntricos, proposio pela
CONEP em nossa home page.

Ests parscer fol slaborado baseado nos documentos abalxo rslacionados:

Tipo Documento Arquvo _l Postagem Autor Shuagao
Informaghes Baskcas | PE_INFORMAGOES_BASICAS_109993| 26032018 Ac2ho
|do Projeto 2 Elpdf 12:34:03

Projeto Detalnago / |Brochura_infec_arbo_220313_ateracoe | 26032018 |Camia Helena Ac2ho
Erochura §_aceltas.par 12:30:24 | Agular EOtto ge
Investigador Menszes
Brochura Pesquisa | EBrochura_220318_alteracoes_realcadas| 230372018 |Camia Helena Acaho

.gdocx 11:07:43 | Agular EOtto ge

Menazes
TCLE /Termos de | TCLE_v180318_alteracoes_realcadas.d| 230372018 |Camia Helena Ac2ho
Assentimento / oc 11:00:44 | Agular EOtio ge
Justificativa de Men2zes
Ausénca
TCLE /Termos de | TCLE_v180318_alteracoes_aceitas.doc | 230372018 |Camia Helena Acano
Assantimento / 11:00:30 | Agular EOtto ge
Justificativa de Men2zes
Ausénca
Qutros FolhaResposta par 190172018 [LUIZ HENRIQUE Acaho
00:33:38 |GONCALVES
MACIEL
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Necsssita Apraciagio da CONEP:
N3o

MANAUS, 20 de Abrll ge 2018

Assinado por:
Marilains Marting
(Coordsnador)
Enderego:  Av. Pedve Telcelre, 25
Bairro: D Pedrol CEP: 60 040000
UF: AV Maniciplo: MANALE
Teletone: (01273672 Fax: (R2127-3572 E-mail: cop@ it em gov br
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Cortnusglic 3o Parecer 2811 554
Cutros AnuenciaDAM.par 190172018 [LUIZ HENRIQUE Acalo
00:27:26 |GONCALVES
MACIEL
Dedl de Termo_Anuendia_Virol.pdr 08/122017 |Camia Helena Acalo
I e 224501  |Agular Botto g2
Infraesyutua Menazes
Orgamento Crcamento.par 0811272017 |Camia Helena Acalo
2226:43 |Aguiar BOtto ge
Menazes
Cronograma Cronograma.par 0811272017 |Camia Helena Acaio
2226:27 |Aguiar Botto ge
] Menezes
Foiha d2 Rosd Folha_Roso.par 08/122017 |LUIZ HENRIQUE Aceno
140335 |GONCALVES
MACIEL
$Situagao do Parscer:
Aprovado
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