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RESUMO

Chikungunya é um arbovirus de RNA que causa artralgia debilitante de duracdo
prolongada. O presente estudo teve como objetivo identificar o perfil metaboldomico
sérico de pacientes durante a fase aguda da doenca. Para tanto, foram incluidos 25
individuos com diagndstico clinico-laboratorial para Chikungunya (CHIKV) (Grupo
CHIKV+), 19 individuos com sintomatologia tipica de chikungunya, porém com
resultados laboratorial negativo para CHIKV (Grupo CHIKV-) e 15 individuos
saudaveis (Grupo controle- CG). Os pacientes do Grupo CHIKV+ e do Grupo CHIKV-
foram avaliados em dois momentos: Fase MO (1 a 10 dias de sintomas) e Fase M1
(11 a 22 dias de sintomas). Esses pacientes foram ainda divididos em quatro
subgrupos, de acordo com a intensidade da artralgia e se atingiram a cronicidade ou
nao: subgrupo Hight Severity (HS), subgrupo Mild to Moderate Severity (MMS),
subgrupo Cronic (C) e subgrupo Non cronic (NC). As amostras séricas selecionadas
foram submetidas a purificagdo com metanol e, em seguida, passaram pela
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia hifenado ao Espectrometro de Massa
(CLAEM/EM). Por fim, foi feita a identificacdo dos compostos e interpretacéo biolégica
dos achados em ferramentas adequadas. Os resultados revelaram 12 compostos
lipidicos sub-regulados durante o MO no CHIKV+ em relagdo ao CHIKV- e ao CG,
sendo que muitos destes estdo envolvidos na formagéo de membranas celulares, as
quais sao importantes para cada parte dos ciclos de vida de flavivirus e togavirus,
incluindo entrada, replicacdo, montagem e saida. Sendo assim, o CHIKV utiliza
demasiadamente estes lipidios dentro das células, havendo esgotamento no soro.
Dez lipidios desses mantém seus niveis reduzidos no M1 demonstrando que o virus
continua utilizando lipidios em favor a sua perpetuacao. O 17-phenyl trinor PGF2a-AS
€ um biomarcador de dor do momento inicial de fase aguda e de cronificacdo. A sub-
regulacéo do composto GIn Arg Phe foi identificado como biomarcador de cronicidade.
A descoberta destas alteracbes metabdlicas pode levar a elucidacdo de fatores da
fisiopatologia da doencga, sendo util para melhor compreensdo desta, o que pode
melhorar o manejo dos doentes, oferecendo-lhes melhor qualidade de vida durante o

tratamento e evitar as fases subsequentes desta enfermidade.

Palavras-chave: chikungunya, fase aguda, analise metabolémica.



ABSTRACT

Chikungunya is an RNA arbovirus causes long-lasting debilitating arthralgia. This study
aimed to identify the serum metabolomic profile of patients during the acute phase of
the disease. For that, 25 individuals with clinical and laboratory diagnosis for CHIKV
(CHIKV+ Group) were included in the study. In addition, 19 suspected subjects with
negative laboratory results for CHIKV (CHIKV-Group) and 15 healthy subjects (Control
Group) were included in the study. Patients in the CHIKV+ Group and the CHIKV-
Group were evaluated at two moments: Phase MO (1 to 10 days of symptoms) and
Phase M1 (11 to 22 days of symptoms). These patients were further divided into four
subgroups, according to the arthralgia intensity and whether they reached chronicity
or not: Hight Severity (HS) subgroup, Mild to Moderate Severity (MMS) subgroup,
Chronic (C) subgroup and Non chronic subgroup (NC). Serum samples were submitted
to purification with methanol and then to High Performance Liquid Chromatography
hyphenated with a Mass Spectrometer (CLAEM/MS). Finally, the compounds were
identified, and the findings were biologically interpreted using appropriate tools.
Results revealed 12 lipid compounds downregulated during MO in CHIKV+ compared
to CHIKV- and CG, many of which are involved in the formation of cell membranes,
which are important for each part of the flavivirus and togavirus life cycles. , including
input, replication, mount, and output. Therefore, CHIKV uses these lipids too much
inside the cells, with depletion in the serum. Ten of these lipids keep their levels
reduced in M1, demonstrating that the virus continues to use lipids in favor of its
perpetuation. The 17-phenyl trinor PGF2a-AS is a pain biomarker of the initial moment
of acute and chronic phase. Down-regulation of the GIn Arg Phe compound was
identified as a biomarker of chronicity. The discovery of these metabolic changes can
lead to the elucidation of factors of the pathophysiology of the disease, being useful
for a better understanding of it, which can improve the management of patients,
offering them a better quality of life during treatment and avoiding the subsequent

stages of this disease.

Keywords: chikungunya, acute phase, metabolomic analysis.



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ACS Agente comunitario de saude
ALT: Alanina aminotransferase

AST: Aspartato aminotransferase

BF: Virus barmah forest

Bti: Bacillus thuringiensis israelensis
CG: Grupo controle

CHIKV:  Virus Chikungunya
CHIK+: Grupo positivo para Chikungunya
CHIK-: Grupo negativo para Chikungunya

CDs*: Grupamento de diferenciacdo 4 do linfécito T
CDs"™: Grupamento de diferenciacéo 8 do linfécito T
C: Cronic

DENV1  Sorotipo 1 do virus dengue
DENV2  Sorotipo 2 do virus dengue
DENV3  Sorotipo 3 do virus dengue
DENV4  Sorotipo 4 do virus dengue
DENV5  Sorotipo 5 do virus dengue
ECSA: Gendtipo de CHIKV do centro, leste e sul africano

EEE: Encefalite equina oriental

HS: High severity

IFN-1: Interferon tipo 1

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

lgG: Imunoglobulina G

IgM: Imunoglobulina M

LIO: Gendtipo de CHIKV do oceano indico

MAYV: Virus mayaro

MCP-1:  Proteina quimiostéatica dos mondcitos tipo 1
MMS: Mild top moderate severity

MS: Espectrometria de massa

NC: Non crhonic



OMS:
ONN:
PCR:
RA:

RMN:
RNA:
RR:

TALE:
TCLE:

VAS:
VHS:
WAT:
ZIKV:

Organizacdo Mundial de saude

Virus o’nyon-nyon

Reacgéo em cadeia de polimerase

Artrite reumatoide

Ressonancia magnética nuclear

Acido ribonucleico

Virus ross river

Termo de assentimento livre e esclarecido
Termo de consentimento livre e esclarecido
Escala analdgica visual da dor

Velocidade de hemossedimentacao
Genotipo de CHIKV enzootico da Africa ocidental

Virus zika
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1 INTRODUCAO

Chikungunya é uma arbovirose causada pelo virus Chikungunya (CHIKV), o
qual é um virus de RNA, do género Alphavirus e familia Togaviridae. O nome
chikungunya significa "aquele que se curva" na lingua Makonde, utilizada em parte da
Tanzania e de Mogambique. Foi dado este nome devido a posi¢cdo encurvada que 0s
doentes adotam por sofrerem de artralgia muito dolorosa, causada pela infeccéo
(THIBERVILLE et al., 2013; ROBINSON, 1953).

A fase aguda, que dura até 21 dias, se caracteriza por febre elevada,
exantema maculopapular pruriginoso, cefaleia, prostracdo e, principalmente, a dor
articular intensa e debilitante a qual é a caracteristica mais marcante e ocorre na
maioria dos acometidos (MADARIAGA et al. ,2015; PAHO, 2011; SIMON et al.,2008;
WEAVER, 2015).

O grande problema de chikungunya é que, muitas das vezes, a doenca
progride para fases subsequentes: pds-aguda, de 22 a 90 dias, e crbnica, de trés
meses em diante, podendo perdurar por mais de dois anos. Nas fases pds-aguda e
cronica, tende-se a extingdo dos sintomas gerais, permanecendo somente artrite e
artralgia. O paciente, entdo debilitado, apresenta dificuldades para realizar suas
atividades cotidianas por todo esse periodo, fazendo-o recorrer varias vezes as
unidades de salde, o que gera problemas socioeconémicos para 0 mesmo e para a
saude publica (SIMON et al., 2015).

A frequéncia de cronicidade da infec¢do por CHIKV foi relatada de maneira
diferente em diversos estudos em outros paises (BRASIL, 2014b; CUNHA et al.,
2017). Na Africa do Sul, 12%-18% dos pacientes tiveram sintomas persistentes de 18
meses a trés anos (KUAN et al., 2016). Ja na llha africana Réunion, 80%-93% dos
pacientes declaram ter sintomas persistentes por mais de trés meses apoés o inicio da
doenca (SISSOKO et al., 2008; THIBERVILLE et al., 2013).

No Brasil, a doenca foi identificada inicialmente nos estados do Amapa e
Bahia, em 2014. A introducdo no Amapa se deu através da Guiana Francesa e na
Bahia pela cidade de Feira de Santana, através de cidadaos brasileiros que
retornavam de Angola. Desde entdo, a cidade de Feira de Santana tem tido uma

desordem na saude publica devido ao grande volume de doentes que véao e voltam as
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unidades de saude com dores articulares continuas ou intermitentes (RODRIGUES et
al., 2016).

A necessidade de conhecer aspectos importantes do virus, de seu
comportamento biolégico na relagdo com seus transmissores, bem como
caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, assumiu papel de destaque desde quando
o virus foi identificado de forma autéctone no Brasil. Tal prioridade se justifica pelo fato
do crescente numero de casos, chegando a mais de um milhdo de casos notificados
desde a primeira identificagdo no pais até 18 de junho de 2022 (BRASIL, 2014a;
BRASIL, 2015a; BRASIL, 2016a; BRASIL, 2017a; BRASIL, 2018; BRASIL, 2019;
BRASIL, 2020; BRASIL,2021a; BRASIL, 2021b; BRASIL, 2022).

Em estudo anterior, ainda ndo publicado, identificamos 76,2% de pacientes
com elevada percepcao dolorosa nas articulagdes durante a fase aguda da doenca,
em estudo realizado em pacientes de Feira de Santana na Bahia a partir de 2015
(MONTALBANO, 2017).

A intensa artralgia e artrite debilitantes da fase inicial da doenga necessitam
ser mais bem compreendidas, de modo a possibilitar uma adequada assisténcia aos
doentes, para lhes proporcionar melhor qualidade de vida durante o tratamento e
evitar as fases subsequentes desta enfermidade.

Na literatura, o estudo sobre as alteracbes metabdlicas decorrentes da
infeccdo por CHIKV séo escassos, jA que é uma das doencas listadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como negligenciadas. Ha apenas um artigo
(SHRINET et al., 2016) no mundo inteiro que fez analise metabolémica em amostras
de soros positivos para CHIKV e demostrou perturbacfes de importantes vias
energéticas, como o ciclo do Acido citrico e possiveis biomarcadores de dor e
inflamacéo como a hipoxantina. Logo, ha necessidade da realiza¢do de mais estudos

nesta area, justificando a importancia do presente estudo.



13

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico da doenca

Em 1952, nas comunidades do sul da Tanzania, pais localizado na parte
oriental do continente africano e banhado pelo Oceano indico, foi registrada uma
epidemia de doenca que lembrava dengue, porém com algumas caracteristicas
clinicas e epidemiolégicas distintas daquelas até entdo observadas, fato que alertou
para a possibilidade de tratar-se de nova enfermidade (ROBINSON, 1953).

Devido ao inicio subito e a gravidade do comprometimento articular, a
populacao local passou a chamar a doenca de chikungunya, pelo fato desta palavra
significar “aquele que se curva”. A elevada taxa de ataque chamava a atencao, pois
em duas a trés semanas, cerca de 60 a 80% da populacdo de cada aldeia era
acometida pela doenca, sendo que em algumas casas, todos os habitantes eram
acometidos (ROBINSON, 1953).

Desde o relato inicial em 1952 até os dias atuais, diversas epidemias foram
registradas. Entre os anos de 1960 e 1980, o virus foi isolado em diversos paises da
Africa e da Asia, onde provocou véarias epidemias que acometeram centenas de
milhares de pessoas (MACKENSIE et al., 2001; POWERS et al., 2000).

A partir de 2004, a doenca disseminou-se novamente a partir de um surto na
costa do Quénia, chegando a 500.000 casos registrados até 2006. Depois dos surtos
ocorridos em 2006 nas Ilhas do Oceano indico, a epidemia se disseminou para a india,
contribuindo para a chegada da doenca em varios paises da regido até ser levada por
viajantes até os Estados Unidos e paises da Europa, como lItalia, Franca e Reino
Unido. Em outubro de 2013, a doenca chegou as Américas (LEDRANS et al., 2007,
MORENS; FAUCI, 2014; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2011; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2015).

Em setembro de 2014, foram notificados os primeiros casos autdéctones no
Brasil, nos estados do Amapa e Bahia. A introducdo no Amapa se deu através da
Guiana Francesa e na Bahia pela cidade de Feira de Santana, através de cidadaos
brasileiros que retornavam de Angola (RODRIGUES et al., 2016). Desde entéo, é
obrigatorio que os estabelecimentos de saude, publicos ou privados, notifiguem os
casos suspeitos em até 24 horas as Secretarias Municipais e Estaduais de Saude e
ao Ministério da Saude (BRASIL, 2014a).
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2.2 Espectro da infeccao

Chikungunya é subdividida em trés fases: aguda, pds-aguda e cronica. Além
das dores articulares, a doenga aguda sintomatica caracteriza-se por gerar febre alta
de inicio subito, podendo ser acompanhada de manifestacdes cutaneas, cefaleia,
mialgia, dor retro-orbital, conjuntivite, fadiga e prostracdo. Nas fases pés-aguda e
cronica, ha diminuicdo dos sintomas gerais, porém com persisténcia da dor e/ou
inflamacéo nas articulagbes, as quais podem perdurar assim por até dois anos. Ha
relatos de que alguns sujeitos apresentam alopecia e pele e cabelos secos na fase
crénica (COUDERC, LECUIT, 2015; LARRIEU et al., 2010; OKEOMA, 2016; SIMON;
SAVINI; PAROLA, 2008; THIBERVILLE et al., 2013; WEAVE; LECUIT, 2015).

Artralgia, artrite e possibilidade de cronicidade sé@o caracteristicas tipicas
desta enfermidade, diferenciando-a de outras arboviroses como dengue e zika. O
comprometimento articular € generalizado e normalmente bilateral e simétrico,
ocorrendo mais comumente nas maos, pés, pulsos e tornozelos. Edema e rigidez
matinal também sdo observados com frequéncia (NKOGHE et al., 2012; SISSOKO et
al., 2009).

Na fase aguda, as dores sdo continuas na maioria dos individuos e tendem a
se tornar intermitentes nas fases subsequentes. As articulacbes e tendbes
apresentam-se, ja na primeira fase, comprometidos, tendo-se observado diversos
casos de sindrome do tunel do carpo, sinovite, entesite (principalmente no tendéao de
Aquiles), tenossinovite e periostite. Nas fases pds-aguda e cronica, estas
manifestacdes reumaticas tendem a piorar, sendo possivel o surgimento de artrose e
sequelas, como degeneracédo de articulagcdes e encurtamento do tenddo de Aquiles.
(BORGHERINI et al., 2007; GERARDIN et al., 2013; JAVELLE et al., 2015).

Inicialmente, a fase aguda foi descrita com duracao de 10 dias e a fase pos-
aguda era denominada subaguda (de 11 a 90 dias) e a crbnica era a partir de trés
meses de sintomas, podendo chegar a um ano e meio, ou mais (BRASIL, 2015b). Em
2017, o Ministério da saude alterou esta classificacéo passando a fase aguda a ter até
21 dias, a p6s-aguda ocorrendo de 22 a 90 dias de sintomas e a crénica permaneceu
como antes (BRASIL, 2017b; SIMON et al., 2015).

Em 2020, Brito e colaboradores propuseram uma nova classificacdo para
chikungunya: fase aguda (até 14 dias de sintomas), pos-aguda (de 15 a 90 dias) e

cronica (acima de 3 meses). Os autores também se atentaram para o fato de que a
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doenca nao é pouco letal como estabelecido em 2015 e que também é passivel de
sequelas e complicacdes viscerais. Sendo assim, propuseram classificar a doenca
ndo apenas por periodo, mas também por gravidade, sendo semelhante a
classificagao da dengue (BRITO et al., 2020).

Brito e colaboradores também propuseram que ha uma forma classica da
doenca (€ o esperado e possui a subdivisdo nos trés periodos supracitados) e uma
forma sistémica (subdividida em “chikungunya com sinais de alarme” e “chikungunya
grave”). Estas descricbes encontram-se especificadas na figura 1 a seguir. O
Ministério da Saude relatou interesse em lancar um novo manual de Manejo clinico
em pacientes com chikungunya utilizando a classificacdo proposta (BRITO et al.,
2020).

Figura 1: Proposta de nova classificagdo de chikungunya, com as especificagdes das fases
por periodo, sinais de alarme e da gravidade.

Classic chikungunya Systemic chikungunya
(musculoskeletal manifestation ) Occurs in days to weeks of
the initial symjtos
Clinical spectrum : corresponds to the group with systemic organ impairment
A h » Cardiovascular (myocarditis, pericarditis, arthythmia, hypotension)
cute phase * Central and Peripheral Nervous System (encephalitis, myelitis, meningoencephalitis, stroke, Guillain-B:
Acute febrile iliness Syndrome, etc)

Up to 14 days

* Pulmonary {pneumnonitis)

+ Renal (nephritis)

*  Gastrointestinal (upper and lower digestive hemorrhage, acute hepatitis)

* Others (thabdomyolysis, inappropriate antidiuretic hormone secretion syndrome, adrenal insufficiency);

* Indirect causes, due to decompensation of eomorbidities, which include patients with previous eardiovascular
Post-acute 15 to 90 days discase (arterial hypertension, heart failure), kidney or lung discases (COPD, asthma) or by other secondary canscs
with pulmonary thromboembolism in patients with joint immobility and edema

manifestation

T Alarming signs
\‘ |th +  Neurological impaivment: irritability, drowsiness, severe and
persistent headaches and strength defieit
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=
-
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—
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After 90 da_vs ;[I arms ilr]]s *+  Cardiovasealar: Chest pain, palpitations and arrhythmias
D (tachycardia, bradycardia); postural hyp ionlipethymia,
Musculoskeletal + Pulmonary: respiratory discomfort (may mean cardiac or
manifestations pulmonary). — .
* Renal: reduction of divresis, or abrupt elevation of urea and
present or absent creatinine.

& Gastradntestinal tract: persislent vorniting aceumulation of fluids
(ascites); bleeding; jaundice.
*  Decompensation of underlying disease (comorbiditics)

*Clinical spectrum : musculoskeletal manifestation ,
inflammatory component predominate in the acute phase.
The post-acute and chronic phases have different

patterns: a) localized or diffiise non-inflammatory Severe With Signs of aggravation
. L . + Organ failare: card lar, logical, ¥, tenal,
musculoskeletal pain b) arthritis / tenosynovitis and c) hepatic
neuropathic pain. Musculoskeletal * Signs of shock, hemodynamic instability, evidenced by
*Pain [ntensity: mild, moderate and intense. (Use the manifestations U;L‘hs'm_‘l‘l& "";*]‘I_dlﬂl*l L';lrﬂmlléﬂs: weak and ﬁt]ft'r'g pulse;
i . " s (52 seconds); convers sure
Visual Analogue Scale of pain: 0-10). present of absent ;{‘:‘;:EII;']" illing (2 seconds); convergent blood pressure

Fonte: Brito et al., 2020.

Diversos estudos sugerem que alguns fatores de risco que ocorrem na fase
aguda, ou antes mesmo da infec¢ao, encontram-se relacionados com a cronicidade e

com a artralgia persistente. Sao eles sexo feminino, idade, intensidade de algumas
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manifestacbes da fase aguda (febre alta, artrite em seis ou mais articulacdes,
depressao e viremia alta), falta de repouso durante os primeiros dias da doenca e a
pré-existéncia de comorbidades musculoesqueléticas e hipertensdo (CUNHA;
TRINTA, 2017; GERARDIN et al., 2013; JAIN, et al., 2017; MONTALBANO, 2017,
SCHILTE, et al., 2013; SIMON et al., 2015; SISSOKO et al., 2009). Nao ha relato de
reinfeccdo por CHIKV, devido ao fato de que o individuo que se infecta uma vez
adquire imunidade de longa duracao (THIBERVILLE et al., 2013).

Edema, idade superior aos 26 anos, sexo feminino, dor retro orbital,
hipertenséo e prurido na fase aguda encontram-se associados a cronicidade da artrite
e da artralgia (MORAES et al., 2020).

A escala analdgica visual da dor (VAS) é um bom instrumento para avaliar
dores musculoesqueléticas e articulares, comec¢ando a ser utilizada em reumatologia
em meados do século 20. Trata-se de uma escala de 0 a 10 na qual o paciente marca
a intensidade de sua dor, sendo zero a auséncia de dor e 10 a maxima sensacao
dolorosa possivel (BOONSTRA et al., 2008; SOKKA, 2005).

Figura 2: Escala analégica visual da dor (VAS)
1 2 3 ‘ 4 5 6 ‘ 7 8 9 10

Leve Moderada Intensa

Fonte: Adaptado de FORTUNATO et al., 2013.

Cerca de 30% dos pacientes podem apresentar componentes de dor
neuropatica associada a dor musculoesquelética e esses podem nado responder aos
analgésicos habituais. E recomendado que isso seja pesquisado através do
guestionario de dor neuropética DN4, que € composto por duas questdes realizadas
por entrevista e duas questbes de exame fisico, totalizando dez respostas. Caso
guatro ou mais respostas sejam positivas, provavelmente o paciente apresenta um
guadro de dor com componente neuropéatico (BRITO et al., 2016).

Além da transmissdo vetorial, ha também a transmisséo vertical de CHIKV.
Em estudo na llha da Reunido, 7.509 gestantes foram acompanhadas e 678 delas
apresentaram positividade para o teste PCR e/ou soro reagente para IgM anti-CHIKV.

Trinta e nove mulheres apresentaram viremia no periodo intraparto e cerca de 49%
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dos recém-nascidos foram infectados. Esses bebés tendem a ter meningoencefalite e
dermatite versiculo-bolhosa, os quais sao graves, e o diagndstico precoce é essencial
para o sucesso do tratamento (CUNHA; TRINTA, 2017; GERARDIN, et al. 2008).

Os achados hematolégicos observados nas infecgdes por CHIKV sédo
plaguetopenia, leucopenia, taxas acima do valor de referéncia das transaminases
hepaticas, creatinina e creatinina quinase (CK) (STAIKOWSKY et al., 2009).

Inicialmente, acreditava-se que, apesar de debilitante, chikungunya seria uma
doenca com baixo risco de morte ou gravidade. Porém, nos ultimos anos, varios
paises, como Colémbia, Venezuela e Brasil, divulgaram diversos casos fatais. Logo
em seguida, a comunidade cientifica constatou que ndo é uma doenca com baixa
letalidade, inclusive em 2017 ocorrem mais 6bitos por chikungunya do que por dengue
no Brasil (BRASIL, 2017b; BRASIL, 2018; CARDONA-OSPINA, 2015.)

2.3 Fisiopatologia da doenca

Inicialmente, o virus CHIKV é introduzido na pele e corrente sanguinea pelo
mosquito infectado, normalmente o Aedes spp., quando este realiza a picada. O
periodo de incubacao € curto: trés a sete dias. CHIKV penetra na célula-alvo através
de endocitose mediada por receptor (apesar de se saber da existéncia destes
receptores, eles ainda nédo foram identificados) e entdo se replica, normalmente em
fibroblastos da derme, e se dissemina para outros tecidos (principalmente utilizando-
se de mondcitos/macréfagos também por endocitose) através da corrente sanguinea.
Além disso, infecta células de Langerhans, chegando também a 6rgéos linfoides
secundarios como o baco e linfonodos. Em seguida, a replicacdo ocorre em células
dos tecidos dos érgaos linfoides, musculos, articulacdes, pele de outras regides mais
distantes do local da picada e nas meninges de pacientes neonatos ou
imunodeprimidos (COUDERC; LECUIT, 2015).

Nesses tecidos, ha o rompimento do nucleocapsideo e o RNA viral é liberado
no citoplasma e traduzido para formar as quatro proteinas do complexo de replicacao
viral (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), as quais medeiam a sintese de um intermediario de
RNA negativo que serve como um modelo para a sintese da subgenémica e RNA
gendmico. O RNA subgendmico é traduzido nas proteinas estruturais do capsideo,
pPE2 (precursor de E2 e E3), E1 e 6K. Apds replicacdo do material genético, as

proteinas do capsideo se associam para formar um novo nucleocapsideo no



18

citoplasma, o qual incorpora RNA gendmico durante o processo de maturacdo. As
proteinas precursoras séo transportadas para o reticulo endoplasmatico e complexo
de Golgi onde sofrem modificacbes pds-traducionais para formar o E1-E2
heterodimero. Essas proteinas séo transportadas para a membrana celular do
hospedeiro para formar picos de envelope viral. O virus € entédo liberado da célula
hospedeira através do processo de brotamento (CUNHA, TRINTA, 2017,
SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Nesse momento, h4 elevada producéo de Interferon tipo 1 (IFN-I); contudo, o
virus dispde de mecanismos de escape para inibir a acdo dessa citocina (figura 3). Os
macrofagos infectados produzem as interleucinas IL-6 e IL-8 e a proteina quimiotatica
de mondcitos tipo 1 (MCP-1), substancias que atraem os linfocitos TCD4* e TCD8* e
as células Natural Killer (NK) para os locais de infec¢é@o. As células TCD4* do tipo Thl
ativam os macrofagos que fagocitam o virus a fim de que estes produzam radicais
livres para destruicdo do microrganismo fagocitado (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-
OLIVEIRA; DA POIAN, 2013).

As células Thl também ativam os linfécitos TCD8* para que secretem suas
perforinas e granzimas nas células infectadas, a fim de induzir apoptose e, assim,
eliminar os virus da fase intracelular. Por outro lado, o papel da imunidade inata
parecer ter uma importancia durante a inflamacao das articulacbes em resposta ao
CHIKV, evidenciando-se grande infiltrado de macréfagos na capsula sinovial, o que
gera edema e ativacdo dos nociceptores (fibras nervosas responsaveis pela geracéao
da percepcdo dolorosa) (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; DA POIAN,
2013).

O periodo de incubacao finaliza-se com o inicio da febre alta, sendo a elevada
viremia da fase aguda associada com aparecimento desta. A carga viral € maior em
neonatos e idosos. A replicacdo inicial ocorre em leucocitos no sangue, gerando
leucopenia na fase aguda da doenca (JAFFAR-BANDJEE et al., 2009).

A poliartralgia debilitante é relatada na grande maioria dos pacientes
sintomaticos e a gravidade e persisténcia dos sintomas estdo associados a extenséo
de replicagdo do virus e a presenca dos mediadores inflamatorios no plasma. As
criancas tendem a apresentar artralgia em menos articulagbes e com menor
intensidade, devido a resposta imunolégica letargica e menor. Esta artralgia menos
intensa ocorre pelo fato de criangas exibirem baixa producdo de IFN-I. E importante

ressaltar que IFN-I é responsavel também por controlar a viremia, assim criancas
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podem apresentar quadro grave ou até fatal na fase aguda devido aos baixos niveis
dessa citocina (LUN; NG, 2015).

Figura 3: Fisiopatologia da infec¢cdo por chikungunya.
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Fonte: ASSUNGCAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; DA POIAN, 2013.

2.4 Aspectos epidemioldgicos

As arboviroses sdo um grave problema de saude publica que ocorre de
maneira emergente. Estima-se que existam 545 espécies de arbovirus associadas a
zoonoses. Existem cinco familias de arbovirus de importancia médica: Bunyaviridae,
Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (LOPES; LINHARES;
NOZAWA, 2014). As condi¢cbes climaticas adversas, em consequéncia do
aguecimento global, associadas a ndo colaboracdo da populacdo no combate do
mosquito, e a facil adaptacéo do vetor as condi¢des da vida urbana e aos inseticidas,
agravam ainda mais essa situacao (SANTOS, 2021).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 3,9 bilhdes de pessoas
estdo vivendo em areas tropicais e subtropicais sob risco de contrair arboviroses, nédo
apenas pelo clima, como também por fatores ecolégicos, econbmicos e sociais
(BRASIL, 2009; INSTITUTO RENE RACHOU, 2021; UEHARA, et al., 2006; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, c2022).
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As epidemias das arboviroses interferem também na economia de diversos
paises. Quando se trata de chikungunya, esta situacdo € ainda pior pois, além do
grande numero de doentes e hospitalizagbes, os individuos retornam para
atendimento nas unidades de salde diversas vezes devido a dor intensa e
prolongada. Toda esta situacdo leva a prejuizos ndo apenas a saude publica, mas
também ao mercado de trabalho, que fica sem o funcionario, e ao proprio individuo,
que pode perder o emprego devido a falta de credibilidade gerada pelos diversos
atestados apresentados (OLIVEIRA et al., 2009; COELHO, 2008; TEICH; ARINELLI;
FAHHAN, 2018).

O numero de casos de chikungunya acumulados nas Américas desde o surto
de 2013 em Saint-Martin até 12 de fevereiro de 2022 encontra-se acima de 3,2
milhdes, sendo o Brasil o pais que estd em primeiro lugar nas Américas (PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2022).

O numero supracitado deve ser considerado como bem maior, uma vez que
existe intensa subnotificacdo ha anos por diversos motivos, tais como: em muitos
paises, os dados encontram-se desatualizados em relacdo ao nimero de casos reais;
existem regibes que ndo contam com um adequado sistema de vigilancia
epidemioldgica; muitos casos passam despercebidos ou até confundidos com outras
arboviroses (BRASIL, 2021a).

Desde dezembro de 2019, com o surgimento da pandemia da Covid-19,
observou-se uma diminuicdo dos registros de casos provaveis de diversas doencas
infecciosas. Esta diminuicdo pode ser consequéncia do receio da populacdo em
procurar atendimento em uma unidade de salde com medo de se contaminar por
SARS-CoV-2, bem como uma possivel subnotificacdo ou atraso nas mesmas,
associadas a mobilizacdo das equipes de vigilancia e assisténcia para o
enfrentamento da pandemia (BRASIL, 2021a; NASCIMENTO et al, 2021; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Desde a introdugédo do CHIKV no Brasil, em setembro de 2014, até 18 de
junho de 2022, foram notificados pelo Sistema Nacional de Notificagdo de Agravos
(SINAN) do Ministério da Saude do Brasil mais de um milhdo de casos de
chikungunya, distribuidos em todas as regides do pais. Este nUmero certamente é
bem maior, da mesma forma que o nimero de casos nas Americas, e pelos mesmos
motivos supracitados. (BRASIL, 2014a; BRASIL, 2015a; BRASIL, 2016a; BRASIL,
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2017a; BRASIL, 2018; BRASIL, 2019; BRASIL, 2020; BRASIL,2021a; BRASIL, 2021b;
BRASIL, 2022).

Em estudo na comunidade rural de Chapada, préxima a cidade de Feira de
Santana-Bahia, revelaram uma soroprevaléncia de anticorpos anti-CHIKV de 20%
nessa populacdo (CUNHA et al., 2017). A soroprevaléncia tem sido apresentada com
nameros variados em diversos estudos em outras localidades pelo planeta (10,2%-
75%), 0 que se deve as diferentes condic¢des locais de vigilancia, tipos de gendtipos e
vetor (KUAN et al., 2016; PIALOUX et al., 2007; RODRIGUES et al., 2016).

2.5 Diagnéstico

Somente exames laboratoriais de sorologia e pesquisa de RNA viral sao
capazes de fornecer um diagndstico exato e especifico da infec¢cdo por CHIKV. Em
contrapartida, esses levam alguns dias para ficarem prontos. Além disso, no caso da
sorologia, deve-se aguardar o periodo sintomatologico exato para a realizacdo do
exame (BRASIL, 2017b).

Sendo assim, o tratamento dos primeiros dias da fase aguda de chikungunya
nao é definido pelos exames especificos e sim, pela sintomatologia, pelo hemograma
e pelos exames bioquimicos. O diagndstico especifico € importante para guiar o
tratamento das fases pds-aguda e crbnica, em conjunto com a anamnese clinica,
exame fisico e alguns exames laboratoriais de monitoramento (BRITO et al., 2016;
BRASIL, 2017c).

Para a pesquisa do RNA viral, as principais técnicas moleculares utilizadas
sdo os ensaios de amplificagdo do material genético do virus: Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) e Real Time Quantitative PCR (RT-gPCR).
Estas técnicas permitem um diagndstico sensivel, detectando o acido nucleico viral
de zero a oito dias ap6s o0 aparecimento dos sintomas, sendo que o periodo de maior
viremia vai do primeiro ao quinto dia (Edwards et al., 2007).

Para a pesquisa de anticorpos especificos, as principais técnicas disponiveis
sdo: o Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e o teste imunocromatografico
do tipo point-of-care (POC). Os testes soroldgicos permitem a deteccao de anticorpos
especificos do tipo IgM, os quais ja sdo possiveis de serem detectados a partir do
segundo dia apdés o aparecimento dos sintomas, contudo em grande parte dos

pacientes o titulo de anticorpos ainda € muito baixo neste periodo. Logo, seria mais
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indicado realizar a investigacdo sorologica a partir do oitavo dia de sintomas para
deteccao de IgM e do tipo IgG a partir do décimo dia (OKEOMA, 2016; KIKUTI et al.,
2020).

O teste imunocromatografico, conhecido popularmente como teste rapido, nao
€ considerado um exame diagnostico especifico, devida a baixa sensibilidade.
Quando o resultado € positivo, uma nova amostra sanguinea necessita ser coletada
e encaminhada para a realizacdo da confirmacédo diagnéstica pelo método ELISA. A
vantagem desses testes rapidos é que dispensam uma estrutura laboratorial, podendo
serem levados ao campo em locais de dificil acesso sem necessidade de refrigeracéo
ou equipamento e pode fornecer resultados em 10 a 20 minutos (BRASIL, 2017b;
CUNHA; TRINTA, 2017).

2.6 Manejo clinico e tratamento

O manejo clinico de sujeitos sintomaticos com suspeita de chikungunya é
diferente nas trés fases da doenca. De um modo geral deve-se observar sinais de
gravidade e realizar a classificacéo de risco. O diagnéstico diferencial de chikungunya
em relacdo a outras arboviroses também é importante, uma vez que impacta
diretamente na escolha do medicamento a ser administrado, principalmente nas fases
pés-aguda e crénica (CUNHA; TRINTA, 2017).

Na fase aguda, o diagnostico diferencial € um pouco mais dificil de ser
realizado. Sendo assim a conduta a ser tomada deve ser baseada na hipétese que
talvez ndo seja chikungunya e pensar que alguns medicamentos indicados para
chikungunya ndo sdo adequados para individuos acometidos por outras patologias
(BRITO et al., 2016).

Sendo assim, o Ministério da saude do Brasil preconizou um fluxograma para

a conduta a ser realizada nos casos agudos suspeitos de chikungunya, respeitando
a classificacao de risco do paciente (Figura 3) a seguir (BRASIL, 2017b).

A artralgia deve ser tratada desde seu surgimento, na fase aguda da doenca,
pois 0 ndo tratamento ou tratamento incompleto/ inadequado pode atuar como meio
de cronificacdo da doencga e/ou levar a fadiga, perda de qualidade de vida, depressao
e disturbios do sono. Tao importante também € o tratamento da dor nas fases pos-

agudas e cronicas, pois, além de o n&do tratamento levar aos problemas supracitados,
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também pode deixar sequelas nas articulacbes atingidas e estruturas subjacentes
(BRITO et al., 2016).

Na fase aguda, a anamnese deve compreender a caracterizagdo da febre,
observando o inicio dela, bem como a sua correlagdo com a artralgia e outras
manifestacdes, principalmente o exantema (verificar também a localizacdo, se ha
prurido e tipos: dermatite esfoliativa, hiperpigmentacéo, lesdes por fotossensibilidade,
lesbes simulando eritema nodoso, Ulceras orais, bolhas e vesiculas) (OKEOMA,
2016).

Figura 3: Fluxograma da conduta a ser realizada em pacientes suspeitos de chikungunya na

fase aguda
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Fonte: BRASIL, 2017 b.

A investigacdo da existéncia de comorbidades deve ser realizada antes do
inicio do tratamento uma vez que muitos medicamentos ndo podem ser administrados
em certas condic¢des clinicas. As principais comorbidades a serem pesquisadas sao
diabetes, hipertensdo arterial, glaucoma, insuficiéncia renal e cardiomiopatias
(THIBERVILLE et al., 2013).

Quanto a artralgia, a intensidade deve ser avaliada, utilizando-se a escala

analdgica visual (VAS), bem como a localizacdo das primeiras articulagdes envolvidas
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no processo inflamatério, sua duracdo, e progressao para outras articulacdes, se a
articulacao ja se encontrava comprometida antes da infeccéo, além da natureza aguda
ou insidiosa e periodicidade das dores (BOONSTRA et al., 2008; FORTUNATO et al.,
2013, SIMON et al., 2015; SOKKA,2005).

Nas primeiras visitas durante a fase aguda, os medicamentos em uso pelo
paciente (principalmente anti-inflamatorios ndo esteroidais- AINES, e anti-
inflamatérios em geral) através de automedicacdo para combater os sintomas de
chikungunya ou utilizados para outras patologias devem ser indagados e apoiar-se
nos dados obtidos durante exame fisico para a realizacdo de diagnostico diferencial
de dengue (BRASIL, 2016b).

O exame fisico do paciente com chikungunya deve conter, no minimo, sinais
vitais, investigacdo das lesbes de pele, exame neuroldgico, oftalmoldgico e,
principalmente, articular. As articulacbes acometidas devem ser apalpadas e
observadas quanto a possivel nodulacdo, edema, estalidos, deformidade, limitacédo
da mobilidade, mudancas visiveis na pele, dor ou atrofia muscular (SIMON et al.,
2015).

O tratamento € de suporte aos sintomas, hidratacdo e repouso, uma vez que
nao ha terapia antirretroviral especifica para CHIKV. Na fase aguda, deve-se evitar
AINES e corticoides devido ao risco aumentado de hemorragia e insuficiéncia renal
desses pacientes e por possivel confusdo diagnostica com dengue (BRASIL, 2017b).

Para tratar dor de leve intensidade (VAS de 1 a 3) recomenda-se administrar,
por via oral, 1000 mg de dipirona a cada seis horas ou paracetamol de 500 a 750 mg,
com intervalos de quatro a seis horas. Em caso de dor moderada (VAS de 4 a 6),
deve-se administrar dipirona de 1000mg e paracetamol de 500 mg intercalados de
trés em trés horas. Devido a hepatotoxicidade do paracetamol, a dose diaria total de
4000 mg nao deve ser ultrapassada (CUNHA; TRINTA, 2017).

Se VAS24 com artralgia persistente, poliarticular ou incapacitante, pode-se
administrar estas medicacbes por via intravenosa (IV) em unidade de pronto
atendimento ou servi¢o de urgéncia. Persistindo a dor, pode-se administrar o opioide
tramadol 100 mg IV, juntamente com 10 mg de bromoprida, para evitar nauseas as
guais se agravam com o0 uso do opioide e que podem ja existir como sintoma da
infecgéo por CHIKV (BRITO et al., 2016).

Quando ha presenca de dor elevada (VAS de 7 a 10), deve-se utilizar os dois

analgésicos supracitados de trés em trés horas associado ao tramadol (50 a 100 mg
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a cada seis horas), principalmente quando a anamnese revela dor neuropatica. Em
alternativa ao tramadol, pode-se utilizar outros opioides, como a codeina (30 mg a
cada seis horas) e a oxicodona (10 mg a 20 mg a cada 12 horas), ndo devendo ser
utilizados dois opioides concomitantemente (BRASIL,2017b).

Nos casos de dor neuropatica, o uso de drogas moduladoras da atividade
excitatéria do sistema nervoso pode ser indicado. Um exemplo é a utilizacdo de
50mg/dia de amitriptilina, um antidepressivo triciclico que inibe a receptacdo de
serotonina e noradrenalina e cujos principais efeitos colaterais sdo a sensacao de
boca seca, a sonoléncia e o ganho de peso (OKEOMA, 2016).

Recomenda-se a utilizacdo de compressas frias de quatro em quatro horas
por 20 minutos como medida analgésica nas articulagbes acometidas e deve-se
estimular o repouso e a hidratagdo oral (dois litros no periodo de 24 horas) dos
pacientes, comecando na unidade de saude e continuando no domicilio
(BOUHASSIRA et al., 2005).

Nas fases pés-aguda ou cronica, com VAS24, recomenda-se 0 uso de
corticoides, sendo a prednisona o medicamento de primeira escolha, cuja dose
indicada é 0,5 mg/kg de peso/dia, em dose Unica pela manha. Espera-se melhora da
capacidade para deambular sem ajuda e controle satisfatério das dores. Mesmo com
a remissédo completa da dor, deve-se manter a dose por mais trés a cinco dias. Caso
nao haja recidiva do quadro, inicia-se o desmame, com retirada de 5 mg a cada sete
dias (THIBERVILLE et al., 2013).

O uso de corticosteroides deve ser evitado em pacientes com hipertenséo de
dificil controle, diabetes, passado de fratura por osteoporose documentada, transtorno
de humor bipolar, arritmias, coronariopatias, insuficiéncia renal crdonica em dialise,
Cushing, obesidade grau lll e glaucoma (CUNHA; TRINTA, 2017).

Na fase crbnica, o Ministério da Saude recomenda a utilizacdo de
hidroxicloroquina e metotrexato, sendo a hidroxicloroquina a primeira escolha, porque,
apesar de ambos os medicamentos ndo terem sido estudados para a comprovacéao
cientifica de eficacia nos pacientes com chikungunya, ha experiéncia positivas com a
utilizag&@o de hidroxicloroquina em outras doengas reuméticas cronicas, além de seu
potencial acdo antiviral e ser droga mais segura quando comparada ao uso de
metotrexato (BRASIL, 2017b).

Deve-se lembrar que o metotrexato possui muitas reacdes adversas que

merecem atencdo redobrada como mielotoxicidade, hepatotoxicidade, efeitos
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gastrointestinais etc. E necessario o ajuste da dose em pacientes com alteracées de
funcao renal, sendo contraindicado naqueles com clearence de creatinina menor que
30 ml/min (THIBERVILLE et al., 2013).

A hidroxicloroquina apresenta como reagfes adversas disturbios visuais,
hematoldgicos, alopecia, entre outros. Em caso de necessidade de uso prolongado, a
avaliacao oftalmoldgica devera ser oferecida dentro do primeiro ano do inicio da droga
e deverd seguir o controle oftalmolégico padrdo recomendado apds cinco anos
(CUNHA; TRINTA, 2017).

Outros medicamentos podem ser utilizados para o tratamento da dor e
inflamac&o muscular e articular nas fases pds-aguda e crénica, como o lbuprofeno
600 mg 8/8h e o Naproxeno 10 a 20 mg/kg/dia de 12/12h por exemplo, desde que
observadas a compatibilidade do tratamento com comorbidade e reacbes adversas
(Brasil, 2017b).

No caso de paciente gestante, o paracetamol € a primeira escolha para aliviar
a dor musculoesquelética e febre causada pela infeccdo do CHIKV, respeitando-se a
dosagem maéaxima diéria. A partir da 242 semana de gestacdo, todos os AINEs
(incluindo aspirina e AINEs topicos) sdo contraindicados devido aos riscos de
insuficiéncia renal fetal e fechamento do ducto arterial. Nao ha indicacdo para
realizacdo de parto através de cesariana para prevenir a transmissdo do CHIKV ao
recém-nascido; contudo, o0 monitoramento neonatal por cinco dias deve ser realizado
na mesma maternidade que a mae (Simon et al., 2015).

Criancas com chikungunya devem ser tratadas sintomaticamente como 0s
adultos, evitando a administracdo de AINES em bebés menores de trés meses de
idade e/ou antes de completar 10 dias de sintomas. A codeina ndo é recomendada
para criancas menores de 12 anos de idade e deve ser reservado apenas para 0S

casos refratarios ao paracetamol (OKEOMA, 2016).

2.7 Metabolbmica

Metabolémica faz parte de um conjunto de ciéncias denominadas ciéncias
Omicas. Dentre estas ciéncias, encontram-se, além da metaboldémica, a protedmica,
a lipidémica, a gendbmica e a transcriptoma. A gendmica estuda o genoma de um
organismo e suas possiveis alteracdes, as quais podem culminar em doencas ou, as

vezes, apenas em alteracdes genéticas e/ou fenotipas. A trasncriptoma identifica o
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conjunto completo de transcritos (RNAs mensageiros, RNAs ribossémicos, RNAs
transportadores e os microRNAs) de um dado organismo, 6rgéo, tecido ou linhagem
celular, sendo assim, trata-se do reflexo direto da expressao dos genes (BIAZON,
2018; KROLL, 2013).

A protebmica € a ciéncia que busca encontrar proteinas e/ou peptideos, de
um determinado organismo, codificados pelos genes e suas possiveis alteracdes ao
sofrerem alguma acéo externa ou interna. Da mesma forma, agem a lipiddomica e a
metaboldmica, porém, respectivamente, com lipidios e com metabdlitos (LEVY, 2005;
CANUTO, 2018).

A metabolémica ¢ a ciéncia Omica que mais gera dados, pois as espécies de
compostos possiveis de serem identificados sdo muitos: carboidratos, alcoois,
aminoacidos, acidos organicos e lipidios. Sendo assim, qualquer andlise de
metabolémica, por mais simples que seja, é dificil de interpretar e de ser escrita para
0 que um terceiro a leia e compreenda (BYERS et al., 2019).

O correto fluxo de trabalho da metabolémica é um dos fatores determinantes
para a obtencdo de sucesso nas andlises. Antes da abordagem deste fluxo, é
importante compreender que existe dois tipos de analise metabolémica: Untargeted e
Targeted. A analise do tipo untargeted, em portugués, é denominada global. Trata-se
de uma analise qualitativa e quantitativa na qual se pretende identificar quais sdo os
metabdlitos existentes em um organismo em uma determinada rota metabdlica ou
quais destes estao alterados em um determinado organismo ao ser exposto a alguma
alteracdo interna ou externa. Enfim, analises untargeted visam descobrir e as analises
alvo (targeted) visam quantificar um determinado metabdlito ou conjunto, a fim de
compreender o quanto ele esta elevado ou diminuido em uma determinada situacéo
(NUNES; CANUTO, 2020).

O passo a passo do fluxo de trabalho metabolémico vai depender se a analise
¢ targeted ou untargeted. Quando a andlise é untargeted deve-se primeiramente obter
as amostras, sejam elas frescas ou de biobancos. Podem ser soro, células, urina,
entre outros fluidos ou solidos biolégicos. As amostras devem ser preparadas,
normalmente com procedimentos que envolvem solventes organicos para evitar que
reagfes enzimaticas continuem ocorrendo e alterem o metaboloma (conjuntos de
metabdlitos presentes ou alterados em um sistema biologico), pode-se também

realizar congelamento. Nas analises targeted, deve-se iniciar com a selecdo dos
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metabdlitos a serem quantificados e depois realizar o preparo da amostra como
mencionado acima (BYERS et al., 2019).

A seguir, independentemente do tipo de andlises, realiza-se a andlise
instrumental que pode ser feita por Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) ou por
Espectrometria de Massa (MS). A MS pode ser empregada através da infuséo direta
dos extratos (DIMS, do inglés, direct infusion mass spectrometry) ou através da
ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-MS, do inglés, matrix-
assisted laser desorption ionization mass spectrometry). A DIMS tem sido acoplada a
cromatografia gasosa (GC, do inglés, gas chromatography) ou cromatografia liquida
de alta eficiéncia (LC, do inglés, liquid chromatography) ou ainda eletroforese capilar
(CE, do inglés, capillary electrophoresis) para evitar problemas de supresséo de
ionizacdo dos sinais obtidos nas analises. O préximo passo é realizar o
processamento dos dados e, em seguida, a andlise estatistica (CANUTO, 2018).

A espectrofotometria de massa pode ser definida como a analise da matéria
através da formacdo de ions em fase gasosa e consequentemente caracterizados de
acordo com sua massa, carga, estrutura e propriedades fisico-quimicas. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrofotometria de massas pode
ser utilizada em aplicacbes forenses, ambientais, substancias quimicas,
farmacéuticas, alimenticias e dentre outras areas (FREITAG, c2022).

A RMN possui baixa sensibilidade e seletividade, enquanto MS €& uma
abordagem mais comumente utilizada para estudos tanto direcionados como nao
direcionados, apresentando maior sensibilidade e seletividade, bem como a
capacidade de detectar mais metabdlitos em uma Unica execuc¢édo do que RMN. Além
disso, o MS combinado com um método de separacdo cromatografica, como
cromatografia liquida (LC) melhora a resolucao e é capaz de separar e detectar uma
grande variedade de moléculas e, portanto, geralmente bem adequado para anélises
untargeted de moléculas biolégicas (EMWAS, 2015).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), também conhecida como
High Performance Liquid Cromatography (HPLC) é o tipo mais utilizado de
cromatografia por eluicdo. Nela, a fase movel € um solvente liquido, o qual contém a
amostra na forma de uma mistura de solutos. A fase estacionaria pode ser composta
por um liquido ou um gas. O equipamento para a realizacdo desse tipo de
cromatografia € denominado de cromatografo liquido e € composto por sistema de

reservatorio de fase movel, sistema de bombeamento de fase mdével, sistema de
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injecado, sistema analitico constituido pela coluna cromatogréfica, sistema de deteccao
(a deteccao pode ser por UV, fluorescéncia, espectrofotometria de massas entre
outros) e sistema de aquisi¢cao e registro de dados (SKOOG et al., 2006).

Existem dois tipos de elui¢do: a isocratica (a composicéo da fase movel (%B)
se apresenta constante durante todo o processo) e a gradiente (a composicéo da fase
movel (%B) pode ser alternada durante a analise). As bombas do cromatégrafo podem
ser binéarias, quaternarias, entre outros. Contudo, se forem binarias, ha dois pistdes e
canais (canal A e canal B), 0s quais sdo responsaveis por todas as fun¢des essenciais
gue fazem parte do sistema de fluxo dos solventes. Sendo assim, quando se diz %B,
estara indicando a porcentagem de solvente que ira passar pelo canal B (FREITAG,
c2022).

Continuando o fluxo de trabalho da metabolémica, as analises untargeted
prosseguem-se entdo a identificacdo dos metabdlitos, utilizando os softwares
adequados: metlin, pubchem, Human Metabolome Database (HMDB), entre outros.
Por fim, ambos os tipos de andlises devem ser interpretados biologicamente. A figura
5 apresenta um esquema acerca do fluxo de trabalho de cada tipo de analise
metabolémica (CANUTO et al., 2015).

A metabolémica revela biomarcadores que diferenciam estados diferentes de
uma mesma doenca e o0s resultados mostram semelhancas nas alteracdes
metabolicas causadas por virus diferentes. Contudo, é dificil construir um perfil
generalizado das alterac6es metabdlicas induzidas por qualquer virus. Os estudos de
metabolémica podem variar em muitos aspectos, desde 0s aspectos estatisticamente
significantes, até mudancas nos niveis de metabdlitos. Inconsisténcias entre os
estudos podem surgir devido a diferencas na amostra, tempos de coleta e métodos
de preparacao, controles, genétipos de virus, populacdes de hospedeiros (incluindo
genética e dieta), estagio da doenca, métodos de coleta de dados e métodos analiticos
(BYERS et al., 2019).

N&o ha ainda um método de normalizacédo padronizado para realizagdo de
estudos metabolémicos, o que também leva bastante a variacdo de resultados. A
Metabolomics Standards Initiative (MSI), criada para orientar técnicas analiticas e
praticas de relatério, € um excelente passo em dire¢cdo a padronizagdo dos métodos
da metabolémica. No entanto, o MSI ndo é abrangente e exigira atualizacdes
adicionais a medida que o campo progride (NUNES; CANUTO, 2020).
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A grande vantagem é que as alterac6es metabdlicas tendem a ocorrer mais
rapidamente do que as soroldgicas e podem ser detectadas apos o tempo limitado em
que o RNA viral pode ser detectado por PCR no soro. Além disso, a sensibilidade das
técnicas metabolébmicas permite que os pesquisadores identifiquem biomarcadores

que sinalizem a progressdo de uma determinada doenca (BYERS et al., 2019).

Figura 5: Fluxo de trabalho de analises metabol6micas targeted e untargeted.
METABOLOMICA ALVO (TARGETED METABOLOMICS) ;

N

o ».‘f.“»! -» > ;oW

Selecaode Coletae preparo Anilise Processamento Anélise Interpretacio
metabalitos de amostra instrumental dosdados estatistica bioldgica

METABOLOMICA GLOBAL (UNTARGETED METABOLOMICS)

Coleta e preparo Analise Processamento Andlise Identificacdo Interpretacdo
deamostra instrumental dosdados estatistica dos metabdlitos bioldgica

Fonte: CANUTO,2018.

Os arbovirus das familias Flaviviridae (Dengue e Zika) e Togaviridae
(Chikungunya) sado virus que alteram significativamente o ambiente metabdlico do
hospedeiro para suas vantagens replicativas. As vias metabdlicas do hospedeiro
manipuladas por virus dependem do ciclo de vida do virus, das defesas imunolégicas
ativadas, bem como os tecidos e tipos de células infectadas. Muitos metabdlitos
podem estar em down regulation e em up regulation nos individuos infectados em
relacdo a sujeitos saudaveis (BYERS et al., 2019).

Os virus Dengue sao aqueles mais estudados e que tem biomarcadores mais
definidos, sejam por metabolémica ou por outro tipo de estudo. O ZIKV, apesar de ter
sido menos estudado, é possivel encontrar alguns artigos que estudaram suas
alteracdes no metaboloma do hospedeiro. Até o presente momento, ha apenas um
estudo no mundo que utilizou abordagem metabolémica para avaliar as alteragfes

metabdlicas decorrentes da infecgcdo por CHIKV. O trabalho foi realizado por
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SHRINET e colaboradores (2016) na india e as analises foram conduzidas através de
RMN. As amostras de soro foram agrupadas em mono-infectadas para dengue, mono-
infectadas para chikungunya e co-infectadas e demostrou-se que chikungunya gera
perturbacdes de importantes vias energéticas, como o ciclo do acido citrico e
possiveis biomarcadores de dor e inflamagcdo como a hipoxantina. Mesmo com
achados téo interessantes, pode ser que o perfil metabolémico tracado seja restrito a
india e isto reforca a necessidade da realizagio de mais estudos na area (BYERS et
al., 2019; CANUTO, 2018; SHRINET et al., 2016).
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3 JUSTIFICATIVA

A dor articular causada por CHIKV na fase aguda é relatada de maneira muito
debilitante, acarretando transtornos ndo s6 a saude fisica e mental, mas também a
situacdo socioecondmica do paciente. O paciente apresenta dificuldades em realizar
suas atividades cotidianas, sejam domésticas ou profissionais. A demora no
atendimento nas unidades de saude, na realizacdo do diagndstico e a falta de
disponibilidade de medicamentos nestas unidades, muitas vezes, levam o enfermo a
procurar por uma alternativa, realizando assim automedicacéo.

O diagnéstico clinico é muito dificil de se realizar, principalmente na fase
aguda, uma vez que pode ocorrer com frequéncia de o paciente com CHIKV apresenta
sinais e sintomas similares a outras arboviroses. O diagndstico laboratorial € o Unico
gue pode levar a certeza de qual infeccdo se trata. Atualmente, encontram-se
disponiveis o ELISA IgM e IgG anti-CHIKV e 0 RT-PCR, 0s quais necessitam serem
realizados no momento adequado da infec¢ao, correndo o risco da obtencéo de falsos
positivos ou negativos. Além disso, levam tempo a ficarem prontos os resultados,
principalmente em periodos de surtos, que geram elevada demanda aos laboratérios,
sendo que muitas vezes o individuo recebe o diagnéstico depois da cura ou ja tendo
ao menos iniciado o tratamento.

Sendo assim, o presente estudo justifica-se pelo fato de que seria importante
ter biomarcadores que pudessem ser utilizados juntamente com diagndstico clinico,
antes do diagndstico laboratorial, obtendo de maneira mais rapida o prognostico do
paciente e iniciando precocemente o tratamento a fim de evitar agravos e cronicidade.
Além disso, descobrir a influéncia do virus na alteracao do metabolismo humano pode
auxiliar na pesquisa de novos farmacos que tenham estes metabolitos como alvo de
suas terapias. Saber em que parte da cascata celular o virus interfere, revela
peculiaridades da fisiopatologia viral, podendo levar a descobertas futuras de como o
ser humano pode interferir ou ndo na producao de algum metabdlito.

A dor articular debilitante e a cronicidade sdo os fatores mais marcantes da
doenca, logo, compreender as alteragdes metabdlicas decorrentes da doenca podem
levar ao encontro de biomarcadores destes dois graves problemas possiveis de
ocorrem nos individuos acometidos pelo virus. Existe no mundo inteiro apenas um
trabalho de analise metabolomica do virus CHIKV, sendo o presente estudo o

segundo no mundo a realizar tal analise e o primeiro no Brasil.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar o perfil metabol6mico sérico durante a fase aguda da infeccéo pelo
CHIKV e identificar biomarcadores candidatos para o progndéstico de gravidade e

cronicidade da doencga.

4.2 Objetivos especificos

o Identificar metabdlitos sub-regulados e super-regulados nos pacientes
infectados pelo CHIKV na fase aguda, em relacdo a pacientes com sintomatologia
similar e individuos saudaveis.

o Identificar as vias perturbadas pela infeccdo e os metabdlitos envolvidos.

o Identificar possiveis metabdlitos biomarcadores do prognéstico de gravidade e
cronicidade.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo de estudo e localidade

Trata-se de um estudo transversal analitico, sendo a amostragem néao-
probabilistica por conveniéncia em surto de chikungunya ocorrido em Feira de
Santana e regido em 2015. O estudo foi realizado em trés unidades de saude:
Policlinica Doutor Francisco Martins da Silva localizada no bairro Rua Nova da cidade
Feira de Santana (FSA) — BA- Brasil, Centro de saude Dr. José Maria Magalhaes Neto
do municipio de Riachdo do Jacuipe (RJP- localizado a 77,1 Km de FSA) e Unidade

de Saude da familia da comunidade rural Chapada, localizada a 17,1 Km de RJP.

5.2 Critérios de inclusao

Amostras de sujeitos com diagndstico laboratorial positivo ou negativo para
CHIKYV realizado através qRT-PCR e/ou IgM Anti-CHIKV, que tenham passado por
consulta médica e entrevista com questionario por no minimo os dois momentos (M):

o MO- primeira parte da fase aguda, com 0 a 10 dias de sintomas;
o M1- segunda parte da fase aguda, com 11 a 21 dias de sintomas;

Para serem inclusas, as amostras também necessitavam ser de individuos
que tiveram dor articular, mesmo que a artralgia ndo tenha persistido por todas as
fases e que tivesse amostra de pelo menos o MO, prezando-se, porém, por sujeitos
gue tivessem amostras dos dois momentos (MO e M1).

Os sujeitos tinham mais de 18 anos e concordaram na época em participar do
estudo por meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Apéndice A).

Foram também incluidas 15 amostras de sujeitos saudaveis doadores de
sangue sorteadas de biobanco da Faculdade de medicina da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, para que estas pudessem ser utilizadas como grupo controle
(CG).
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5.3 Critérios de exclusao

Excluiu-se amostras cujo volume era insuficiente para realizacao das analises
metaboldémicas e aquelas de sujeitos cuja confirmagéo laboratorial se deu apenas por
IgG Anti-CHIKV positivo, devido ao fato deste anticorpo ndo caracterizar doenca
aguda, ndo podendo ter-se a certeza de que o individuo teria tido amostra da fase MO.

Foram excluidos trés sujeitos, por serem positivos apenas para IgG anti-CHIKV,
seis sujeitos (portadores de problemas cognitivos) por ndo serem capazes de
compreender os objetivos do projeto e a entrevista baseada no questionario, o que
comprometeria a validade do estudo e um por nao ter tido dor articular em nenhum

momento da infeccao.

5.4 Populacéo de estudo

No periodo de 2015 a 2018, 240 sujeitos com suspeita clinica de chikungunya
foram atendidos pela equipe de pesquisadores nas unidades de saude citadas
anteriormente. Destes, 191 (79,6%) sujeitos obtiveram resultado positivo para pelo
menos um dos trés marcadores de diagnostico para CHIKV e 49 (20,4%)
apresentaram resultado negativo para todos eles.

ApGs as primeiras exclusdes, restaram amostras de 181 sujeitos positivos e
49 negativos.

Foi possivel realizar a selecdo das amostras, tanto positivas como negativas,
conforme vé-se no quadro 2 a seguir. Cinco sujeitos positivos para chikungunya e
elegiveis para o presente estudo foram excluidos por ndo apresentarem quantidade
suficiente de amostra.

Ao todo, foram selecionadas amostras de 25 sujeitos positivos para
chikungunya, os quais compuseram o grupo CHIKV+, 19 sujeitos negativos para
chikungunya, grupo CHIKV- e 15 amostras de sujeitos saudaveis que compuseram o
grupo controle (CG), totalizando amostras de 59 sujeitos. Tanto para o grupo CHIKV+,
guanto para o grupo CHIKV-, os sujeitos de M1 sdo os mesmos de MO, porém alguns
sujeitos tiveram amostras faltando no M1. O total de 99 amostras séricas foram

utilizadas para a analise metabolémica untargeted (Figura 6).
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Quadro 2: Agrupamento das amostras selecionadas

Grupo CHIKV+ Grupo CHIKV- CG
Momento Numero de Momento Numero de Numero de
amostras amostras amostras
MO 25 MO 19 15
M1 22 M1 18

Dentre os 25 sujeitos positivos para CHIKV, nenhum apresentou resultado
positivo apenas para qRT-PCR, oito apresentaram-se positivo apenas para IgM anti-
CHIKV e 17 positivaram para ambos os exames. Todos os sujeitos foram testados
através de qRT-PCR por duas vezes e todas as amostras de cada momento foram
testada para IgM anti-CHIKV, sendo o diagndstico bem preciso e exato devido as
diversas confirmacdes realizadas. Eles foram também testados para DENV e ZIKV
através de gRT-PCR triplex, pesquisa de NS1 (dengue) e sorologia IgM anti-DENV e
nao houve nenhuma positividade para DENV e nem para ZIKV. Dentre os 25 pacientes
com chikungunya selecionados, 16 eram do sexo feminino e 9 do sexo masculino e
as idades destes na época da infeccdo variavam entre 18 e 74 anos.

Ja4 nos 19 pacientes negativos para chikungunya, porém com sintomas
similares, a idade variava entre 22 e 74 anos e 12 eram do sexo feminino e 7 do sexo
masculino. Duas mulheres CHIKV- apresentaram-se positivas para zika através de
gRT-PCR triplex. As amostras de todos os pacientes foram testadas também para
dengue através de qRT-PCR triplex, pesquisa de NS1 e sorologia IgM anti-DENV,

porém ndo houve nenhum positivo.
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Figura 6: Fluxograma do nimero total de sujeitos e sele¢cdo dos mesmos de acordo com os critérios

de elegibilidade do presente estudo
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5.5 Procedimentos do estudo

Os sujeitos passaram por entrevista, através de questionario estruturado
(Anexo A), feita de forma prospectiva, com aqueles que tivessem de 0 a 21 dias de
sintomas. Eles definiram a intensidade da propria dor de acordo com a Escala
Analogica Visual (VAS- do inglés Visual Analogue Scale) contida no questionario. A
VAS mede a intensidade da dor em uma escala que vai de 0, quando ndo ha dor, até
10, que representa a maior sensacao dolorosa, muito utilizada em reumatologia para

definicdo de intensidade de dores musculoesqueléticas e articulares.
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A VAS possui imagens de “rostos” onde eles sorriem na intensidade 0 e vao
diminuindo o sorriso até se tornarem extremamente tristes na intensidade 10 (figura 2
desta tese). Na parte do questionamento dos locais de dores articulares, dispds-se de
imagens de esqueletos. Estas imagens tornam o questionario mais compreensivel
para o sujeito, garantindo a qualidade das informacdes colhidas.

O questionario possuia perguntas acerca das comorbidades pré-existentes,
sintomas gerais da doenca: febre, cefaleia, dor retro orbital, mialgia, artralgia,
prostracdo, exantema, dentre outros. Para processar a caracteriza¢do epidemioldgica,
foram coletados dados como género, idade e grau de escolaridade.

Também se perguntou sobre as articulacdes afetadas com percepc¢éo dolorosa
e/ou edema, tipo de dor, periodo do dia que a dor era maior, simetria e bilateralidade
das articulagbes comprometidas e tipos de comprometimentos reumatolégicos
presentes. O questionario foi aplicado pelos pesquisadores do grupo, grupo composto
por enfermeiros, farmacéuticos bioquimicos, biomédicos, bidlogos e médicos.

Em seguida, os sujeitos passaram por consulta com os médicos da equipe,
assim a intensidade das dores foi definida através da VAS, as articulacdes
comprometidas e o tipo de comprometimento foram confirmados através de exame
fisico. Logo apds, coletou-se uma amostra de sangue para o diagnéstico soroldgico e
molecular da infeccao e algumas destas amostras foram posteriormente selecionadas
para o presente estudo.

As amostras foram encaminhadas para o laborat6rio central do municipio de
Feira de Santana. Em seguida, o soro foi separado por centrifugacéo (3.000 rpm/5
minutos) e mantido em refrigeracéo -20°C até o momento do transporte para a Fiocruz
Rio de Janeiro-RJ. A sorologia foi realizada com um teste de ELISA comercial, de
acordo com as instrugdes do fabricante (Euroimmun®, Alemanha). O RNA viral foi
pesquisado através da técnica de PCR em tempo real triplex (dengue, chikungunya e
Zika), conforme protocolo especificado pelo fabricante do Kit ZDC®. Apds o
diagnostico, as amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80°C, de modo a

manter a devida conservacao das amostras para uso futuro.
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5.6 Analise metabolémica

5.6.1 Desenho do estudo metaboldémico

Foram selecionadas amostras apenas de sujeitos que apresentaram artralgia,
entrevista completa e realizaram as consultas médicas no minimo nos dois momentos
e que tenham coletado sangue ao menos no MO.

As amostras selecionadas foram divididas em trés grupos:

o CHIKV+: amostras positivas para CHIKV por sorologia e/ou pesquisa de RNA;
o CHIKV-: amostras de pacientes que procuraram a UBSF com sinais e sintomas
sugestivos de chikungunya, mas que obtiveram resultado negativo hos exames, 0S
quais foram repetidos diversas vezes.

o CG: amostras de controles saudaveis

Os grupos CHIKV+ e CHIKV- foram ainda subdivididos segundo a intensidade
da artralgia mensurada pela VAS e a cronicidade. Se o sujeito teve artralgia intensa,
era inserido no subgrupo Hight Severity (HS) e, em caso de artralgia leve a moderada,
subgrupo Mild to Moderate Severity (MMS). Os sujeitos que atingiram a cronicidade
compuseram o subgrupo Cronic (C), e aqueles que tiveram o fim da percepcao
dolorosa antes de trés meses, fizeram parte do subgrupo Non cronic (NC). Ressalta-
se que estes subgrupos se entrelagcam, ou seja, um sujeito pode, por exemplo, ser
positivo para CHIKV (CHIKV+) e ter apresentado dor elevada, sendo enquadrado no
subgrupo Hight Severity (HS) e ter apresentado percepc¢ao dolorosa por mais de trés
meses, 0 que o coloca no subgrupo C. A figura 7 representa esquematicamente a
divisdo dos grupos e subgrupos e o numero de amostras alocadas em cada.

Vale ressaltar que os sujeitos CHIKV-, para serem selecionados, deveriam
cumprir os mesmos critérios que os CHIKV+ (Ter tido dor articular, ter feito entrevista,
preenchido completamente o questionario, ter feito consulta médica e coleta de
sangue por no minimo o MO0). Assim cada paciente CHIKV+ e CHIKV- teriam uma ou
duas amostras cada um e teriam as mesmas condi¢des, exceto o resultado da
sorologia e do RT-PCR. Os CHIKV- possuiam outra patologia com sintomatologia

similar a chikungunya, porém néo detectada, podendo ser viral ou néo.
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Figura 7: representacéo esquematica da divisdo dos grupos e subgrupos nos momentos 0 e 1. Em
amarelo o grupo positivo para CHIKV, lilas o grupo negativo para CHIKV e em verde o grupo controle.
Em azul os subgrupos relativos a intensidade da percepcao dolorosa e em vermelho os subgrupos
relativos a cronicidade. HS-subgrupo Hight Severity; MMS-subgrupo Mild to Moderate Severity; C-

subgrupo Cronic; NC-subgrupo Non cronic.

MO M1
CHIKV+ CHIKV+
N=25 N=22
HS MMS HS
N=18 N=7 N=17
CHIKV- CHIKV-
N=19 N=18
HS MMS HS
N=12 N=7 N=12
Grupo Grupo
controle controle
N=15 N=15

5.6.2 Extracdo dos metabdlitos

Para a extracdo dos metabdlitos utilizou-se uma metodologia in house, na qual
adicionou-se 100 pyL de soro em microtubo de 2 mL e 1000 pyL de metanol grau
espectroscopico e em seguida, a mistura foi incubada por quatro horas em ultrafreezer
(-80°C). Este procedimento visa precipitar moléculas grandes em abundancia, como
as proteinas, de modo a evitar que elas interfiram na identificacdo dos metabalitos.
Em sequéncia, centrifugou-se por 15 min a 13000 g e o sobrenadante (parte onde
ficam os metabdlitos menores que se pretende identificar) foi entdo transferido para
outro microtubo de 2 mL. O préximo passo foi inserir os microtubos em concentrador

a vacuo por 30 min, para concentrar a amostra.
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Por fim, tratou-se de ressuspender as amostras em 700 yuL de metanol grau
espectroscopico e filtra-las em filtro de ponta de seringa, com poro de 0,22

micrometros, para proceder entdo as analises de espectrometria de massa.

5.6.3 CLAE/EM

As analises foram do tipo CLAE/EM- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
hifenado ao Espectrometro de Massa. O CLAE era da marca Agilent®, modelo Infinity
1260, hifenado ao espectrometro de massa de alta resolucéo do tipo Q-TOF, modelo
6520 B, com fonte de ionizacdo por electrospray (IES). Os parametros
cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell, 3mm de diametro interno, 10
cm de comprimento, particulas de 2,7 uym, a fase mével: agua acidificada com acido
férmico (0,1% vv-1) (A) e metanol (B), com o gradiente: 10% de B (0 min), 98% de B
(0-10 min); 98% de B (10-17 min). Os parametros de ionizacao foram: presséo do
nebulizador de 20 psi, gas secante a 8L/min a uma temperatura de 220 °C e no capilar
foi aplicado uma energia de 4,5KV.

A identificacdo dos constituintes foi realizada levando em consideracdo a
massa de alta resolucao (considerando o erro com a massa exata menor que 10 ppm),

sendo estes dados cruzados com banco de dados e a literatura.

5.7 Analise estatistica

O software MassHunter Qualitative v. 10.0 foi utilizado para processar 0s
dados brutos. A ferramenta “Molecular feature extraction (MFE)” foi utilizado para
extracdo dos espectros de massa e conversao para extensao CEF. O software Agilent
Mass Profiler Professional (MPP) v. B.13.1.1 foi utilizado para filtrar e alinhar os
compostos moleculares extraidos. Os filtros utilizados foram: abundéncia absoluta
minima = 10000 contagens; numero minimo de ions permitidos = 2; todas as cargas
permitidas. Os parametros de alinhamento foram: tolerancia do tempo de retencao de
0,15 min; janela de massa 15 ppm + 2mDa. Foram considerados somente 0s
compostos moleculares presentes em 100% das amostras dos sujeitos de pelo menos
um dos grupos (CHIKV+, CHIKV- ou CG) para analises posteriores de dados e com
coeficiente de variancia < 25%.
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As andlises estatisticas foram realizadas com os valores transformados em
log2. Utilizou-se os testes de Anova, pos teste de Tukey HSD, Multiple Testing
Correction: Benjamini-Hochberg, considerando estatisticamente significante apenas
composto cujo valor de p fosse menor que 0.01. Foi considerado um Fold change >
5.00.

Apoés andlise estatistica, os metabdlitos foram identificados por meio dos
bancos de dados METLIN, PubCHEM, HMDB, Metabolomics work bench e por busca
na literatura, a fim compreender as vias metabdlicas as quais fazem parte os

compostos encontrados.

5.8 Consideracdes éticas

Este estudo teve a aprovacao do comité de ética da Universidade Estadual de

Feira de Santana sob o numero 1.450.762 (Anexo B).
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6 RESULTADOS

6.1 Analise metabolémica geral

Na andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia hifenado ao
Espectrometro de Massa (CLAE/EM), foram encontrados no total 41.724 compostos,
sendo que 24.805 eram compostos comuns aos trés grupos e nao possuiam
relevancia cientifica. JA no grupo CHIKV+ foram detectadas 13.209 substancias
exclusivas, 12.083 no grupo CHIKV- e 4.836 no CG (Figura 8).

Figura 8: Diagrama dos compostos encontrados na analise CLAE/EM sem ainda ter filtros e anéalises

estatisticas.

CG: 11591 CHIKV+: 21855
COMPOSTOS COMPOSTOS

CHIKV-: 23374
COMPOSTOS

6.2 Perfil metabolémico identificado no MO

ApOs a realizagdo dos filtros e andlises estatisticas, foram identificados 40
compostos estatisticamente significantes no momento MO (primeira parte da fase
aguda, com 0 a 10 dias de sintomas), conforme o Heatmap a seguir (Figura 9). Nota-
se pelo mapa que as amostras do grupo CHIKV+ possuem grande quantidade de
compostos sub-regulados em relagdo ao CG e ao CHIKV-, porém ha uma certa
similaridade na regulacdo de alguns compostos entre os grupos CHIKV+ e CHIKV-,
0S quais sdo grupos de sujeitos que apresentavam artralgia, independentemente se

positivo ou negativo para chikungunya nas varias testagens.
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Figura 9: Heatmap dos 40 compostos considerados estatisticamente significantes apds analise
estatistica no MO0. Estes compostos foram identificados como presentes em 100% dos sujeitos em
pelo menos um dos grupos (CHIKV+, CHIKV- ou CG), apresentaram valor de p< 0,01 e Fold change
> 5,00. As partes verdes no mapa indicam a sub-regulacdo daquele composto, enquanto as da cor

vinho possuem uma regulagdo mediana e a cor vermelha significa super-regulacéo.

Legend -Heatmap MO
Color range

CHIKV+ CHIKV- CG 0 115 23

Perflutren
DG(22:6(4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,192)/22:5(7Z,10Z,13Z,162,19Z)/0:0)
PI(0-20:0121:0)

3-Methyl-2Z-heptenoic acid

Dexpanthenol

C34H61 F O2P

913.2667@4.325972

beta-Hederin
PG(18:4(62,92,12Z,15Z)i22:1(112))
Curdione

2-(4-Methyl-5-thiazolyl)ethyl butanoate
COHISNO

C19 Sphingosine-1-phosphate

C23 H38 N 04

1,4-Dimethoxybenzene

C22H29 N 06

2-Phenylethyl beta-D-glucopyranoside
Phe4Cl-Nap-OH

4-Ethyiphenol

GIn Arg Phe

C16 Sphinganine

Gln Arg Phe + 5.3902183

17-phenyl trinor Prostaglandin E2 serinol amide
3-(4-Hydroxyphenyl)-1-propanol + 53953595
12-0x0-10Z-octadecenoic acid
7-Acetoxy-7,8-dihydrochlorovulone II
Isonocardicin C

C2H51 F2N8 S

PI(20:5(52,8Z 112,142 172)/22:4(7Z 10Z,13Z 16Z))
983.6748@7.0439167
PI(19:1(92)/22:6(4Z,72,10Z 13Z,16Z.19Z))
PI-Cer(t20:0/18:0(20H))
PI(20:5(5Z,8Z11Z,14Z 17Z)/19:1(9Z))
Sphingosine

PE(17:1(92)/20.0)

953.664@7.3074746

Phytosphingosine + 7684827

Arg Met Met

C26 H23 CIN

U-18666A

Em seguida fez-se a identificagcdo dos metabdlitos do mapa através de
ferramentas como METLIN, PubCHEM, HMDB, Metabolomics work bench e também
pesquisa em artigos cientificos internacionais disponiveis em
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/. Para haver maior confiabilidade nos compostos
encontrados, a analise de fragmentacdo dos compostos identificados sera realizada
subsequentemente.

Apbés a pesquisa, restaram 18 das 40 substancias identificadas com

estatisticamente relevantes no MO, pois 14 compostos ndo foram encontrados nas
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pesquisas e oito compostos nao resultaram como parte do metaboloma humano, ou
seja, pertencem a animais, plantas ou minerais. O quadro 3 a seguir detalha as 18
substancias encontradas na pesquisa quanto ao valor de p significativo, se estavam
em sub ou super-regulacdo no grupo CHIKV+ em relagdo aos grupos CHIKV- e CG,

a natureza biolégica e o link de acesso do(s) site onde foram encontrados.

Quadro 3: Detalhamento dos 18 compostos encontrados no MO apés pesquisa em ferramentas

especializadas em metabolémica e artigos cientificos internacionais

N.° | Compo | Valor | Regul | Regul Informacéo Link
sto dep | CHIKV | CHIKV biol6égica
+ Vs +vs
Contr | CHIVK-
ole
1 | Perflutre | 0,0048 up up Oriundo do plasma | Banco de
n e é utilizado para | dados
produzir contraste | Metabolome
para diagnostico Humano:
Mostrando
metabocard
para
Perflutren
(HMDB00146
96)

2 | DG(22:6 | 1,03E- | down down | Diglicerideo https://hmdb.
(42,721 14 precursor dos ca/metabolite
0z,13Z, triglicerideos s/HMDBO0007
167,197 787
)22:5(7
Z,10Z,1
32,1627,

192)/0:0
)

3 PI(O- | 3,12E- | down down E fosfatidilinositol https://pubch

20:0/21: 14 com um alcool em.nchi.nim.
0) graxo nih.gov/comp
ound/529284
80
http://www.sw
isslipids.org/#
[entity/SLM:0
00109281/?c
hemInfo

4 Dexpant 0 down down Alcool derivado do | https://pubch

henol acido pantoténico, | em.ncbi.nlm.
um componente das | nih.gov/comp
vitaminas do ound/131204



https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0014696
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0007787
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0007787
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0007787
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0007787
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928480
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928480
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928480
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928480
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928480
http://www.swisslipids.org/#/entity/SLM:000109281/?chemInfo
http://www.swisslipids.org/#/entity/SLM:000109281/?chemInfo
http://www.swisslipids.org/#/entity/SLM:000109281/?chemInfo
http://www.swisslipids.org/#/entity/SLM:000109281/?chemInfo
http://www.swisslipids.org/#/entity/SLM:000109281/?chemInfo
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/131204
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/131204
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/131204
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/131204
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complexo B e
essencial para o
epitélio em
funcionamento
normal. Precursor
de Coenzima A e
esta envolvido na
producéo da
Acetilcolina.

https://hmdb.
ca/metabolite

s/HMDB0004
231

PG(18:4 | 3,26E- | down down | Glicerofosfolipidio https://pubch
(62,92,1 17 em.ncbi.nim.
2Z2,157)/ nih.gov/comp
22:1(11 ound/529267
7)) 17
C19 3,16E- up up Esfingolipidio https://pubch
Sphingo 04 em.ncbi.nim.
sine-1- nih.gov/comp
phosph ound/529311
ate 09
GIn Arg | 9,61E- | down down Peptideo que tem | https://pubme
Phe 09 alta atividade de d.ncbi.nim.nih
inibicdo da ECA, .qov/2134830
agindo com 5/
hipotensor
https://pubch
em.ncbi.nlim.
nih.gov/comp
ound/122223
629
Cl6 0,007 | down down Esfingolipidio https://pubch
Sphinga em.ncbi.nlim.
nine nih.gov/comp
ound/656816
17- 2,60E- | up up Monoglicerideo https://www.c
phenyl | 07 enddgeno. Pode ser | aymanchem.
trinor metabolizado pela com/product/
Prostagl COX-2 para formar 10004237
andin ésteres 2-glicerilicos
E2 de prostaglandina
serinol (PG). 17-fenil trinor
amide PGF2a serinol

amida é um analogo
estavel do PGF2a
2-gliceril éster que
incorpora uma
substituicao de 17-
fenil que aumenta a
atividade. A
atividade biolégica



https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0004231
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0004231
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0004231
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0004231
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926717
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926717
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926717
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926717
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926717
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52931109
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52931109
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52931109
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52931109
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52931109
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21348305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21348305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21348305/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21348305/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122223629
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122223629
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122223629
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122223629
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/122223629
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/656816
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/656816
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/656816
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/656816
https://www.caymanchem.com/product/10004237
https://www.caymanchem.com/product/10004237
https://www.caymanchem.com/product/10004237
https://www.caymanchem.com/product/10004237
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da 17-fenil trinor
PGF2a serinol
amida ainda néo foi
determinada.

10 | 12-oxo- | 1,02E- | Down up E um lipidio https://pubch
10Z- 30 em.ncbi.nlim.
octadec nih.gov/comp
enoic ound/531291

acid 1

11 7- 8,11E- | Down | Down E um lipidio https://pubch

Acetoxy 14 em.ncbi.nim.

-7,8- nih.gov/comp
dihydroc ound/109502
hlorovul 72

one ll

12 | PI(20:5( | 3,10E- | Down Down | Diacilglicerofosfoino | https://pubch
52,87,1 14 sitois em.nchi.nim.
12,147, (Lipidio) nih.gov/comp
172)/22: ound/529280
4(72,10 98
Z,137,1

62))

13 | PI(19:1( | 3,38E- | Down Down | Diacilglicerofosfoino | https://pubme
97)/22:6 19 sitois d.ncbi.nim.nih
(4z,72,1 (Lipidio) .qov/2388221
0Z,13Z, 9/
167,197

) https://pubch
em.nchi.nim.
nih.gov/comp
ound/529274

64

14 Pl- 1,01E- | Down Down Ceramida- https://pubch
Cer(t20: 14 fosfoinositol em.ncbi.nlim.
0/18:0(2 (Lipidio) nih.gov/comp

OH)) ound/706991
15

15 | PI(20:5( | 1,22E- | Down Down | Diacilglicerofosfoino | https://pubch
57,87,1 15 sitois em.nchi.nim.
17,147, (Lipidio) nih.gov/comp
172)/19: ound/529280

1(92)) 87
16 | Sphingo | 1,17E- | Down Down | Esfingolipideo- https://pubch
sine 05 classe de lipidios da | em.ncbi.nim.
membrana celular nih.gov/comp
qgue incluem a ound/528033

esfingomielina. 5

Participa de varias
reacdes enzimaticas



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5312911
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5312911
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5312911
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5312911
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5312911
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10950272
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10950272
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10950272
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10950272
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/10950272
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928098
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928098
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928098
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928098
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928098
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23882219/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23882219/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23882219/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23882219/
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52927464
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52927464
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52927464
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52927464
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52927464
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/70699115
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/70699115
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/70699115
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/70699115
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/70699115
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928087
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928087
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928087
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928087
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928087
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280335
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280335
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280335
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280335
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5280335
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e atua como
sinalizador.

https://hmdb.
ca/metabolite

s/HMDBO0000
252

17

PE(17:1
(92)/20:
0)

Down

Down

Diacilglicerofosfoeta
nolamina (Lipidio)

https://pubch
em.ncbi.nlm.

nih.gov/comp
ound/529242
80

18

Arg Met
Met

up

Down

peptideo

httgs:TQubch
em.nchi.nim.

nih.gov/comp
ound/145453
897

Perflutren, C19 Sphingosine-1-phosphate e 17-phenyl trinor Prostaglandin E2

serinol amide foram as Unicas 3 substancias em super-regulagdo no grupo CHIKV+

em relacdo ao CHIKV- e ao CG também. O Perflutren € um componente encontrado

no plasma sanguineo humano e encontrava-se super regulado no grupo CHIKV+ 55,8

vezes em relacdo ao grupo CHIKV- e 104,7 vezes em relacdo ao CG. O C19

Sphingosine-1-phosphate é um esfingolipidio e sua super regulacdo no CHIKV+ foi de

48,5 vezes em relacdo ao CHIKV- e de 2,77 em relagdo ao CG. Por fim a 17-phenyl

trinor Prostaglandin E2 serinol amide, prostaglandina enddgena de natureza

monogliceridea, apresentou super de regulacdo de 382,6 e 1,02 em relacéo,

respectivamente, ao CHIKV- e CG.

encontrados 13 compostos:

Em sub-regulacdo no grupo CHIKV+ em relacdo ao CHIKV- e ao CG foram

DG(22:6(42,72,102,132,162,197)/22:5(72,102,132,16Z,19Z7)/0:0)

P1(0-20:0/21:0)

Dexpanthenol

PG(18:4(62,92,127,157)/22:1(112))

GIn Arg Phe
C16 Sphinganine

7-Acetoxy-7,8-dihydrochlorovulonell,
PI(20:5(52,82,112,14Z,172)/22:4(7Z,10Z,13Z,16Z))
PI(19:1(92)/22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,197))

PI-Cer(t20:0/18:0(20H))

PI(20:5(52,82,11Z,14Z,172)/19:1(92))


https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000252
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000252
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000252
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0000252
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52924280
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52924280
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52924280
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52924280
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52924280
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
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o Sphingosine
. PE(17:1(92)/20:0)

Sao todos compostos lipidios, exceto o GIn Arg Phe o qual € um peptideo e o
Dexpanthenol que é um alcool. Muitos destes lipidios estdo envolvidos na formagéo
da membrana plasmética ou epitélio.

Ja o lipidio 12-oxo0-10Z-octadecenoic acid, encontra-se super-regulado no
grupo CHIKV+ em relacéo ao grupo controle e reduzido em relacdo ao CHIKV-. Ja o
peptideo Arg Met Met ha uma regulacéo reduzida no grupo CHIKV+ em relacdo ao
CG e uma super regulacao em relagcdo ao CHIKV-.

Em seguida, foi realizada a média da regulacéo de cada um dos 18 compostos
nos subgrupos de sujeitos com dor de elevada intensidade (Hight Severity- HS) e dor
de intensidade leve a moderada (Mild to Moderate Severity- MMS) tanto nos sujeitos
gue resultaram positivos quanto aqueles que resultaram negativos para chikungunya.
Fez-se também a média da regulacdo de cada composto no CG. Por fim, comparou-

se a média de regulacéo dos 5 subgrupos conforme o quadro 4 a seguir.

Quadro 4: Média da regulacdo dos 18 compostos encontrados estatisticamente
significativos nos 5 subgrupos quanto a intensidade da dor

N.° | Composto | Regul | Regul | Média Média | Média | Média | Média
CHIKV | CHIKV | regul regul regul | regul | regul
+ Vs +vs | CHIKV+ | CHIKV+| CHIKV-| CHIKV | CG
Contr | CHIVK HS MMS HS | - MMS |(N=15)
ole - (N=18) (N=7) | (N=12)| (N=7)
1 Perflutren up up 18,79 18,78 11,11 | 16,20 | 12,08
2 | DG(22:6(4Z, | down | down 0 0 16,51 4,66 | 16,32
72,107,137,
162,192)/22
:5(72,10Z,1
372,167,192)
/0:0)
3 PI1(O- down | down 0 0 2,63 4,51 | 15,74
20:0/21:0)
4 | Dexpanthen | down | down 0 0 0 0 17,64
ol
5 | PG(18:4(6Z, | down | down 0 0 2,46 4,28 | 15,21
97,127,152)
122:1(112))
6 C19 up up 17,86 17,79 9,71 16,57 | 16,85
Sphingosine
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-1-
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down

down
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17,30
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9,31
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7-Acetoxy-
7,8-
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6,71
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7,117,147,1

72)122:4(7Z,

102,137,16
Z2))
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6,24

14,85
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PI1(19:1(9Z)/

22:6(4Z,7Z,
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7,192))
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2,47
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PI-
Cer(t20:0/18
:0(20H))
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4,26
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15

PI(20:5(5Z,8

7,117,147,1

72)/19:1(92)
)
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4,75

16,09

16

Sphingosine

Down

Down

2,61
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14,38

16,82

17

PE(17:1(92)
/20:0)

Down

Down

0

0

2,95

5,31

18,11

18

Arg Met Met

up

Down

13,57

6,91

17,44

17,51

11,03

Os peptideos GIn Arg Phe e Arg Met Met apresentam, em média, uma

regulacédo quase dobrada no grupo positivo com dor elevada (HS) em relacdo aos

positivos com leve a moderada (MMS), enquanto o Sphingosine apresenta uma

regulacéo 3,65 vezes menor no grupo CHIKV+ HS em relacdo ao CHIKV+ MMS.
Ao comparar o CHIKV+ HS com o CHIKV- HS, nota-se que Perflutren, C19

Sphingosine-1-phosphate e 17-phenyl

trinor

Prostaglandin  E2 serinol

amide




51

apresentam-se com, em torno, de o dobro de regulacdo no primeiro grupo em relacao
ao segundo e o GIn Arg Phe encontra-se 4,74 vezes maior em CHIKV+ HS comparado
ao CHIKV- HS. Em relacdo a sub-regulacdo, 11 compostos (10 lipideos e um
peptideo) encontravam-se reduzidos nos sujeitos com dor elevada e positivos para
chikungunya em relacdo aos negativos com dor elevada. Nota-se entdo maior
diferenca de alteracbes metabdlicas ao se comparar sujeitos positivos e negativos
para chikungunya, do que ao se comparar ambos 0s grupos positivos (HS e MMS),
mesmo que a intensidade da dor seja diferente.

Onze compostos (10 lipideos e 1 peptideo) apresentaram-se reduzidos nos
sujeitos CHIKV+ MMS em relacdo ao CHIKV- MMS. GIn Arg Phe e 17-phenyl trinor
Prostaglandin E2 serinol amide apresentaram-se cerca de duas vezes mais regulados
nos CHIKV+ MMS em relagdo ao CHIKV- MMS.

Na comparacdo com o grupo controle, o grupo CHIKV+ HS teve apenas o
Perflutren super-regulado e 12 composto (11 lipidios e um alcool) com baixa
regulagdo. O grupo CHIKV+ MMS também teve apenas o Perflutren super regulado e
apresentou 14 compostos (13 lipidios e um peptideo) com baixa regulacéo.

Por fim, foi realizada a média da regulacdo de cada um dos 18 compostos nos
subgrupos de sujeitos que chegaram a fase cronica (C) e daqueles que se curaram
das dores musculoesqueléticas nas fases aguda e pés-aguda (NC- non cronic), tanto
nos sujeitos que resultaram positivos quanto aqueles que resultaram negativos para
chikungunya. Utilizou-se também a média da regulacdo de cada composto no CG para

fins de comparacédo com os outros subgrupos conforme o quadro 5 a seguir.

Quadro 5: Média da regulacéo de cada um dos 18 compostos encontrados estatisticamente

significativos nos 5 subgrupos quanto a cronicidade

N.° | Composto | Regul | Regul | Média Média | Média | Média | Média
CHIKV | CHIKV | regul regul regul | regul | regul
+ Vs + Vs CHIKV+ | CHIKV+| CHIKV-| CHIKV | CG
Contr | CHIVK C NC (N=2) C -NC |(N=15)
ole - (N=23) (N=17)| (N=2)
1 Perflutren up up 18,80 18,63 13,39 9,59 | 12,08
2 | DG(22:6(4Z, | down | down 0,64 0 2,92 8,04 | 16,32
72,102,132,
162,197)/22
:5(72,10Z,1




52
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O peptideo GIn Arg Phe e o lipidio Sphingosine apresentam-se, em média,
em baixa regulacao de 2,76 e 1,94 vezes, respectivamente, no grupo positivo crénico
(C) em relagéo ao positivo ndo cronico (NC). Ao se comparar o CHIKV+ C com o
CHIKV- C, nota-se que apenas o0 17-phenyl trinor Prostaglandin E2 serinol amide
mostrou-se com super regulacao (2 vezes) no primeiro grupo em relacdo ao segundo
e 10 lipideos estavam em sub-regulagcdo. Sendo assim, ha diferenca significativa em
apenas dois compostos quando se compara sujeitos CHIKV+ mesmo com a
diversidade de cronicidade entre os grupos, ja quando se compara cronicos positivos
com croénicos negativos ha diferenca em 11 compostos.

Perflutren, C19 Sphingosine-1-phosphate e 17-phenyl trinor Prostaglandin E2
serinol amide apresentaram-se cerca de duas vezes mais regulados nos sujeitos
CHIKV+ NC em relacdo ao CHIKV- NC e dez lipideos apresentaram-se reduzidos.

Na comparacdo com o grupo controle, o grupo CHIKV+ C teve 13 compostos
(11 lipidios, um &lcool e um peptideo) com baixa regulacdo e o grupo CHIKV+ NC

apresentou a mesma alteragdo metabdlica.

6.3 Perfil metabolémico identificado no M1

Foram identificados 86 compostos estatisticamente significantes no M1 (parte
final da fase aguda, com 11 a 22 dias de sintomas), conforme o Heatmap a seguir
(Figura 10). Nota-se pelo mapa que, assim como no MO, as amostras do grupo
CHIKV+ possuem grande quantidade de compostos em sub-regulacdo em relagcédo ao
CG e ao CHIKV-, porém h& nao similaridade na regulacdo da maioria dos compostos
entre 0s grupos CHIKV+ e CHIKV-.

Apos pesquisa nas ferramentas PubCHEM, HMDB, Metabolomics work bench
e artigos cientificos internacionais disponiveis em https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/,
restaram 20 das 86 substancias identificadas com estatisticamente relevantes no M1,
pois 43 compostos ndo foram encontrados nas pesquisas e 23 compostos nao
resultaram como parte do metaboloma humano, ou seja, pertencem a animais ou
plantas. O quadro 6 detalha as 20 substancias encontradas na pesquisa quanto ao
valor de p, se encontram-se em baixa ou super regulacdo no grupo CHIKV+ em
relacdo aos grupos CHIKV- e CG, a natureza biologica e o link de acesso do(s) site

onde foram encontrados.
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Figura 10: Heatmap dos 86 compostos considerados estatisticamente significantes apés analise

estatistica no M1. Estes compostos foram identificados como presentes em 100% dos sujeitos em

pelo menos um dos grupos (CHIKV+, CHIKV- ou CG), apresentaram valor de p< 0,01 e Fold change

> 5,00. As partes verdes no mapa indicam baixa regulacdo daquele composto, enquanto as da cor

vinho possuem uma regulagdo mediana e a cor vermelha significa super-regulacao.

CHIKV

CHIKV

Control

e

Legend - Heatmap

Color range

L —

24

Quadro 6: Detalhamento dos 20 compostos encontrados no M1 apds pesquisa em ferramentas

especializadas em metabolémica e artigos cientificos internacionais.

N.°

Composto

Valor de
p

Regul
CHIKV+
VS
Control
e

Regul
CHIKV+
VS
CHIVK-

Informacéao
biol6gica

Link
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37,16Z,19
2)120:4(5Z,
82,117,14
2))

up

up

Glicerofosfolipid
eo
extremamente
importantes
como
intermediarios
na biossintese
de triacilglicerdis
e fosfolipidios.

https://hm
db.ca/met

abolites/H
MDB0115
416

https://pub
chem.ncbi.
nim.nih.go

v/compoun
d/5292943

1

PA(22:6(42,72,10Z,132,167,192)/20:4(52,82,112,147))  foi

substancia em super-regulacdo no grupo CHIKV+ em relacdo ao CHIKV- e em relacéo

a Unica

ao CG também. Este componente € um glicerofosfolipideo extremamente importante

como intermediario na biossintese de triacilglicerois e fosfolipidios e encontravam-se

super regulado no grupo CHIKV+ 79.203,75 vezes tanto em relacdo ao grupo CHIKV-

guanto em relacdo ao CG.

Todos os demais 19 composto encontravam-se em sub-regulagéo no grupo

CHIKV+ em relacéo ao CHIKV- e ao CG. Sao todos compostos lipidicos, exceto quatro

deles: os alcoois Dexpanthenol e 4-Ethylphenol, o aminoacool Xestoaminol C e o


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52925809
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52925809
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52925809
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52925809
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52925809
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52925809
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928202
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928202
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928202
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928202
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928202
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52928202
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926075
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926075
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926075
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926075
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926075
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52926075
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/145453897
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0115416
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0115416
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0115416
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0115416
https://hmdb.ca/metabolites/HMDB0115416
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52929431
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52929431
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52929431
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52929431
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52929431
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/52929431
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pepitideo Arg Met Met. Muitos destes lipidios estdo envolvidos na formacdo da
membrana plasmatica ou epitélio. Nao foram detectados compostos super regulados
no grupo CHIKV+ em relacdo ao grupo controle e reduzido em relagcdo ao CHIKV- e
vice e versa.
Doze compostos (10 lipidios, um alcool e um peptideo) encontrados nas
pesquisas do M1 também se encontravam no MO. Séo eles:
o DG(22:6(42,72,102,132,162,192)/22:5(72,102,132,162,19Z7)/0:0)
. PI(O-20:0/21:0)
o Dexpanthenol (alcool)
. PG(18:4(6Z,92,127,157)/22:1(11Z))
o 12-0x0-10Z-octadecenoic acid
. PI(20:5(52,82,112,142,172)/22:4(7Z,10Z,13Z,16Z))
. PI(19:1(92)/22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z))
o PI-Cer(t20:0/18:0(20H))
. PI(20:5(52,82,117,14Z7,177)/19:1(92))
o Sphingosine
. PE(17:1(92)/20:0)
o Arg Met Met (peptideo)

Todos estes compostos encontravam-se em baixa regulacdo no CHIKV+ em
relacdo ao CHIKV- e ao CG, tanto no MO como no M1, exceto o 12-oxo-10Z-
octadecenoic acid que no M0 apresentava-se com baixa regulacéo apenas em relacéo
ao CG e em up regulation em relacdo ao CHIKV- e o Arg Met Met que no MO
apresentava-se com super-regulacdo em relagdo ao CG e em sub-regulacdo em
relacdo ao CHIKV-.

Assim como no MO, no M1 também se fez a comparacdo da média da
regulacédo de cada um dos 20 compostos nos subgrupos de sujeitos com dor de
elevada intensidade (Hight Severity- HS) e dor de intensidade leve a moderada (Mild
to Moderate Severity- MMS) tanto nos sujeitos que resultaram positivos quanto
agueles que resultaram negativos para chikungunya. Fez-se também a média da

regulagcéo de cada composto no CG (Quadro 7).
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Quadro 7: Média da regulacdo de cada um dos 20 compostos encontrados estatisticamente

significativos nos 5 subgrupos quanto a intensidade da dor

N.° | Composto | Regul Regul Média | Média | Média | Média | Média
CHIKV+ | CHIKV+ | regul |regul regul regul | regul
VS VS CHIKV+ | CHIKV+ | CHIKV- | CHIKV-| CG
Controle | CHIVK- HS MMS HS MMS | (N=15)
(N=17) | (N=6) (N=12) | (N=6)

1 | DG(22:6(4 down|  down 0 0 13,44 | 16,00 | 16,32
7,72,102,1
37,16Z,19
2)122:5(7Z,
102,132,1
62,192)/0:
0)

2 PI(O- down down 0 0 14,18 15,47 | 15,74
20:0/21:0)

3 Dexpanthe down down 0 0 0 0 17,64
nol

4 | PG(18:4(6 down|  down 0 0 13,70 | 12,50 | 15,21
2,92,127,1
52)/22:1(1
12))

5 |4 down down 1,81 0 17,71 17,77 | 17,45
Ethylpheno
I

6 Phytosphin down down | 17,07 14,18 18,61 18,88 | 18,47
gosine

7 Xestoamin down down 14,86 15,60 18,07 18,03 | 17,66
olC

8 12-oxo- down down 0 0 3,91 2,56 | 18,45
10Z-
octadecen
oic acid

9 | PI(20:5(5Z, down| down 0 0 13,41 | 14,25 | 14,85
82,11Z,14
2,172)/22:
4(72,10Z,1
32,162))

10 | PI(12:0/21: down down 0 0 10,35 7,77 | 15,82
0)

11 | PI(19:1(9Z down| down 0 0 12,30 | 10,80 | 16,78
)/22:6(42,7
7,10Z,13Z,
162,192))

12 | PI- down down 0 0 17,16 17,20 | 17,68
Cer(t20:0/1
8:0(20H))

13 | PI(20:5(5Z, down down 0 0 12,99 15,11 | 16,09
87,117,14
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Z,172)/19:
1(92))

14 | Sphingosin down down 2,76 2,52 16,95 16,73 | 16,82
e

15 | PE(17:1(9 down| down 0 0 17,54 | 17,60 | 18,11
2)/20:0)

16 | PS(21:0/22 down| down 0 0 16,39 | 16,40 | 16,89
11(112))

17 | PI(22:2(13 down|  down 0 0 16,13 | 15,95 | 15,66
Z,162)/20:
5(52,82,11
2,142,172)
)

18 | PS(16:0/19 down down 0 0 17,23 17,30 | 17,70
:0)

19 | Arg Met down down | 14,92 16,68 17,28 17,21 | 11,03
Met

20 | PA(22:6(4 up up| 16,23 | 16,33 0 0 0
2,72,10Z,1
37,16Z,19
2)/120:4(5Z,
82,11Z,14
Z2))

Somente o alcool 4-Ethylphenol se apresenta com super regulagdo no grupo
positivo com dor elevada (HS) em relagcéo ao grupo positivo com dor leve a moderada
(MMS) e nenhum composto se encontra em baixa regulacdo no grupo CHIKV+ HS em
relacdo ao CHIKV+ MMS.

Ao comparar o CHIKV+ HS com o CHIKV- HS, nota-se que 14 compostos
lipidicos e o alcool 4-Ethylphenol se apresentam com baixa regulacdo no primeiro
grupo em relacéo ao segundo e o]
PA(22:6(42,72,102,132,16Z,192)/20:4(5Z2,82,112,14Z)) encontra-se 16,23 vezes
maior em CHIKV+ HS comparado ao CHIKV- HS. Nota-se entdo que, assim como no
MO, ha maior diferenca de alteracdes metabolicas ao se comparar sujeitos positivos e
negativos para chikungunya do que ao se comparar ambos 0s grupos positivos (HS e
MMS), mesmo que a intensidade da dor seja diferente.

Catorze compostos lipidicos e o alcool 4-Ethylphenol apresentaram-se
reduzidos nos sujeitos CHIKV+ MMS em relacdo ao CHIKV- MMS. Nenhum composto
apresentou-se super regulado na comparacgéo dos dois grupos em questao.

Na comparacao com o grupo controle, o grupo CHIKV+ HS teve apenas o
PA(22:6(42,72,102,132,162,192)/20:4(52,82,117,147Z)) 16,23 vezes super regulado
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e 16 composto (15 lipidios e um alcool) com baixa regulacdo. O grupo CHIKV+ MMS
também teve apenas o PA(22:6(42,72,102,132,162,1927)/20:4(52Z,8Z2,11Z,14Z)) super
regulado (16,33 vezes) e apresentou 16 compostos (15 lipidios e um &lcool) com baixa
regulacgéo.

Por fim, foi realizada a média da regulacao de cada um dos 20 compostos nos
subgrupos de sujeitos que chegaram a fase crénica (C) e daqueles que se curaram
das dores musculoesqueléticas nas fases aguda e pds-aguda (NC- non cronic), tanto
nos sujeitos que resultaram positivos quanto agqueles que resultaram negativos para
chikungunya. Utilizou-se também a média da regulacéo de cada composto no CG para

fins de comparacdo com os outros subgrupos conforme o quadro 8 a seguir.

Quadro 8: Média da regulacdo de cada um dos 20 compostos encontrados estatisticamente

significativos nos 5 subgrupos quanto a cronicidade

N.° | Composto | Regul Regul Média | Média | Média |Média | Média
CHIKV+ | CHIKV+ | regul |regul regul regul | regul
VS VS CHIKV+ | CHIKV+ | CHIKV- | CHIKV-| CG
Controle | CHIVK- C NC (N=2) C (N=16)| NC (N=15)
(N=22) (N=2)

1 DG(22:6(4 down down 0 0 14,08 15,99 | 16,32
Z,72,10Z,1
32,162,19
2)122:5(72,
102,137,1
62,192)/0:
0)

2 PI(O- down down 0 0 14,47 15,70 | 15,74
20:0/21:0)

3 Dexpanthe down down 0 0 0 0 17,64
nol

4 | PG(18:4(6 down down 0 0 13,06 15,25 | 15,21
Z,92,127,1
52)/22:1(1
17))

5 |4- down down 1,40 0 17,73 17,76 | 17,45
Ethylpheno
I

6 Phytosphin down down | 15,50 8,69 18,66 19,04 | 18,47
gosine

7 Xestoamin down down | 13,61 15,51 18,11 17,60 | 17,66
ol C

8 12-oxo- down down 0 0 3,89 0 18,45
10z-
octadecen
oic acid
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PI(20:5(5Z,
82,11Z,14
2,172)/22:
4(72,10Z,1
32,162))

down

down

14,53

6,94

14,85

10

P1(12:0/21:
0)

down

down

9,81

6,93

15,82

11

PI(19:1(9Z
)/22:6(4Z,7
2,102,13Z,
162,192))

down

down

13,27

16,78

12

PI-
Cer(t20:0/1
8:0(20H))

down

down

17,33

15,87

17,68

13

PI(20:5(5Z,
82,117,14
7,172)/19:
1(92))

down

down

14,51

7,17

16,09

14

Sphingosin
e

down

down

2,82

16,94

16,43

16,82

15

PE(17:1(9
2)/20:0)

down

down

17,72

16,23

18,11

16

PS(21:0/22
11(112))

down

down

16,58

14,90

16,89

17

PI(22:2(13
Z,162)/20:
5(52,82,11
2,142,172)
)

down

down

16,22

14,91

15,66

18

PS(16:0/19
:0)

down

down

17,41

16,02

17,70

19

Arg Met
Met

down

down

13,75

17,00

17,31

16,89

11,03

20

PA(22:6(4
7,72,10Z,1
37,16Z,19
2)/20:4(5Z,
82,117,14
Z))

up

up

14,81

16,11

Phytosphingosine e Sphingosine se apresentam com super regulacdo no

grupo positivo crénico (C) em relagcdo ao grupo positivo ndo crénico (NC) e nenhum

composto se encontra em baixa regulacéo no grupo CHIKV+ C em relagéo ao CHIKV+
NC.

Ao comparar o CHIKV+ C com o CHIKV- C, nota-se que 14 compostos

lipidicos e o alcool 4-Ethylphenol se apresentam com baixa regulacdo no primeiro
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grupo em relacéo ao segundo e ndo ha nenhum composto em super regulacéo. Nota-
se entdo que, assim como no MO e na variavel dor, a variavel cronicidade também
apresenta maior quantidade de metabdlitos alterados ao se comparar sujeitos
positivos e negativos para chikungunya do que ao se comparar ambos 0s grupos
positivos (C e NC).

Apenas o lipidio PA(22:6(42,72,102,1372,167,1927)/20:4(52,82,117,147))
apresentou-se super regulado nos sujeitos CHIKV+ NC em relagdo ao CHIKV- NC.
Catorze compostos lipidicos e o &lcool 4-Ethylphenol apresentaram-se reduzidos na
comparacao dos dois grupos em questao.

Na comparacdo com o grupo controle, o grupo CHIKV+ C teve apenas o
PA(22:6(42,72,102,132,16Z,192)/20:4(52,82,117,14Z7)) 14,81 vezes super regulado
e 16 composto (15 lipidios e um é&lcool) com baixa regulagdo. O grupo CHIKV+ NC
também teve apenas o PA(22:6(42,72,102,132,162,1927)/20:4(5Z,8Z,11Z,14Z)) super
regulado (16,11 vezes) e apresentou 17 compostos (16 lipidios e um alcool) com baixa

regulacéo.

6.4 Vias perturbadas

Apos a identificacdo de compostos desregulados durante a infeccao, fez-se a
correlacao destes com as vias perturbadas através de pesquisa na literatura. O quadro
9 a seguir mostra as vias perturbadas e os compostos envolvidos em cada uma delas
no MO. No M1 da doenca foram identificadas como perturbadas as mesmas vias do

MO, acrescentando-se a biossintese da cardiolipina, conforme descrito no quadro 10.

Quadro 9: Vias perturbadas durante a infeccéo por CHIKV no MO e respectivos compostos

envolvidos na perturbacao

Via perturbada Compostos envolvidos
Metabolismo dos &cidos | e DG(22:6(42,72,102,132,16Z2,192)/22:5(7
graxos Z,10Z,137,162,197)/0:0)

De Novo Biosynthesis dos | e DG(22:6(42,72,102,132,16Z,192)/22:5(7
triglicerideos Z,10Z,137,162,197)/0:0)
Biossintese da| e DG(22:6(42,72,102,132,162,192)/22:5(7
fosfatidilcolina Z,10Z,137,162,197)/0:0)




Biossintese da

fosfatidiletanolamina

. DG(22:6(42,7Z,10Z,13Z,16Z,192)/22:5(7
7,10Z,137,162,192)/0:0)

Ciclodo TCA

. DG(22:6(42,7Z,10Z,13Z,16Z,192)/22:5(7
7,10Z,13Z,16Z,192)/0:0)

o Dexpanthenol

Biossintese do pantotenato
e da CoA

o Dexpanthenol

Metabolismo do amido e da

sacarose

J Sphingosine

envolvidos na perturbacéo

Via perturbada

Compostos envolvidos

Metabolismo dos acidos

graxos

e  DG(22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,192)/22:5(7
7,10Z,132,167,197)/0:0)

De Novo Biosynthesis dos

triglicerideos

e  DG(22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,192)/22:5(7
7,10Z,132,167,197)/0:0)

e PA(22:6(42,7Z,10Z,132,16Z,197)/20:4(5
7,82,117,147))

Biossintese da

fosfatidilcolina

e  DG(22:6(42,7Z,10Z,132,16Z,19Z)/22:5(7
7,10Z,132,16Z,192)/0:0)

Biossintese da

fosfatidiletanolamina

. DG(22:6(42,72,10Z,13Z,16Z,19Z)/22:5(7
7,10Z,132,16Z,192)/0:0)

Ciclodo TCA

e  DG(22:6(42,7Z,10Z,132,16Z,19Z)/22:5(7
Z7,10Z,13Z,16Z,192)/0:0)

o Dexpanthenol

Biossintese do pantotenato
e da CoA

o Dexpanthenol

Metabolismo do amido e da

sacarose

o Sphingosine

Biossintese da cardiolipina

e  PA(22:6(4Z,72,10Z,13Z,16Z,192)/20:4(5
7,82,117,142))
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Quadro 10: Vias perturbadas durante a infecgcdo por CHIKV no M1 e respectivos compostos
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7 DISCUSSAO

Ha apenas um estudo publicado no mundo inteiro envolvendo metabolémica
para compreensédo da infecgao por CHIKV. O mesmo foi realizado nas cidades de
Nova Delhi e Mumbai na india no ano de 2016 por SHRINET e colaboradores. Logo,
o presente trabalho € o primeiro no Brasil e 0 segundo do mundo a procurar identificar
as alteracbes metabdlicas dos sujeitos acometidos por chikungunya.

Na anélise metaboldmica do presente estudo, 13 compostos foram detectados
em sub-regulacdo durante o MO no CHIKV+ em relacdo ao CHIKV- e ao CG, sendo
que 12 deles sao lipidios.

Devido & escassez de estudos de metaboldmica com o CHIKV, é vélido
comparar o presente trabalho com outros que avaliaram alteragdes metaboldmicas
em doencas similares.

Diversos estudos metabolémicos da infeccdo por DENVs demonstraram que
0s acometidos apresentam alteracbes na regulacdo de lipidios, muitos deles
presentes na composicdo da membrana celular (glicerofosfolipidios e esfingolipidios),
corroborando com os achados deste estudo, uma vez que dengue também é uma
arbovirose e com sintomatologia similar com a fase aguda de chikungunya.
Fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI), fosfatidilserina
(PS) e esfingomielina (SM) séo os principais componentes das membranas celulares.
No soro, os acidos graxos esterificados sdo encontrados principalmente em ésteres
de colesterol, triacilglicerdis e glicerofosfolipidios (BRADBURY et al., 2019; CALDER,;
GRIMBLE, 2002; IUPAC, c2022; TALLIMA; EL RIDI, 2018; VAN MEER; VOELKER;
FEIGENSON, 2008).

KHEDR et al. (2015) utilizaram lipiddmica GC-MS direcionada para analisar
acidos graxos esterificados no sangue de pacientes com dengue na Arabia Saudita
em 2015 e detectaram uma reduzida importante da maioria dos acidos graxos em
comparacao com o sangue de um grupo de voluntarios saudaveis. Nos estudos de
CUI et al. (2013) na Singapura atraves de lipidémica GC-MS e VOGE et al. (2016) na
Nicaragua e no México utilizando metabolémica HILIC-MS, foram encontrados
glicerofosfolipidios séricos reduzidos durante a infeccdo por virus Dengue. Sendo
assim estes trés estudos de dengue corroboram com os achados do presente estudo

sobre chikungunya.



67

Os acidos graxos séao liberados dos glicerofosfolipideos pelas fosfolipases
produzindo lisofosfolipidios (LPL). Os acidos graxos sao entdo conjugados a coenzima
A (CoA). A gordura acil € ligado a carnitina para transporte para a matriz mitocondrial,
onde podem sofrer oxidagao gerando acetil-CoA. O acetil-CoA pode entrar no ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) para gerar NADH que ird produzir trifosfato de adenosina
(ATP) durante a fosforilacdo oxidativa, ou o acetil-CoA pode ser usado para construir
novos acidos graxos e glicerofosfolipidios (SHINDOU et al., 2009).

Produtos de [-oxidagao, incluindo acetil-CoA, podem ser usados para
produzir acidos graxos e glicerofosfolipidios que compdem as novas membranas que
os flavivirus induzem a abrigar seus complexos de replicacdo. As membranas sao
importantes para cada parte dos ciclos de vida de flavivirus e togavirus, incluindo
entrada, replicacdo, montagem e saida (KNIPE; HOWLEY, 2013; ZHANG et al., 2018).

Os glicerofosfolipidios, durante a infeccédo, sdo elevados dentro das células
humanas e reduzidos no soro do hospedeiro, provavelmente devido a utilizagédo
intracelular dos glicerofosfolipidios, esgotando-o0s no soro. A infec¢éo altera os niveis
de glicerofosfolipidios que curvam as membranas e/ou controlam a fluidez da destas,
como PI, PE, LPL e esfingolipidios. Flavivirus e togavirus necessitam de membranas
curvas e flexiveis para as esférulas de replicacédo e envelopes de virions (CHOTIWAN
et al.,, 2018; CUI et al.,, 2013; KHEDR et al., 2015; LIEBSCHER et al., 2018;
MCMAHON; BOUCROT, 2015; VOGE et al., 2016; WEAVER et al., 2018).

No MO, ao se comparar o CHIKV+ HS com CHIKV- HS, CHIKV+ MMS com
CHIKV- MMS e CHIKV+ C com o CHIKV- C, detectou-se que varios destes lipideos
encontraram-se reduzidos nos primeiros grupos em relacdo aos segundos, 0 que
demonstra que essa sub-regulacdo ocorre em favor da perpetuacdo do CHIKV e que
contribuem para progressao para a fase cronica.

Dez lipidios que estavam em sub-regulacdo no MO continuaram assim no M1,
demonstrando que o virus persiste consumindo estes lipidios no interior da célula a
qual ele invadiu e esgotando os mesmos no soro. Mesmo porque, conforme estes
lipidios séo importantes para a entrada, replicacdo, montagem e saida dos novos virus
gerados. No M1, também se nota diversos compostos lipidicos com baixa regulacéo
na comparac¢ao do CHIKV+ HS com o CHIKV- HS e no CHIKV+ MMS em relag&o ao
CHIKV- MMS.

Além disso, a liberacéo de acidos graxos poli-insaturados de seu reservatorio

de glicerofosfolipidios estimulam a produ¢do aumentada de moléculas de sinalizagcado
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pré e anti-inflamatoérias, como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, lipoxinas e
resolvinas. Isso justificaria a super regulacdo de 17-phenyl trinor Prostaglandin E2
serinol amide (17-phenyl trinor PGF2a-SA) no grupo CHIKV+ no MO pois, apesar de
a atividade biologica deste composto nado ter sido bem definida ainda, ele € um
monoglicerideo enddgeno que pode ser metabolizado pela COX-2 para formar ésteres
2-glicerilicos de prostaglandina (PG), substancia de carater pro-inflamatorio, o que
seria compativel com o quadro de dor apresentado pelos pacientes com chikungunya,
logo o 17-phenyl trinor PGF2a-AS é um possivel biomarcador de dor do momento
inicial de fase aguda de chikungunya. Ao se comparar o CHIKV+ HS com o CHIKV-
HS, nota-se que o 17-phenyl trinor Prostaglandin E2 serinol amide apresenta-se com,
em torno, o dobro de regulacao no primeiro grupo em relagéo ao segundo. (CALDER,;
GRIMBLE, 2002; DAS, 2006; KOZAK; CREWS; MORROW, 2002).

O peptideo GIn Arg Phe encontra-se 4,74 vezes maior em CHIKV+ HS
comparado ao CHIKV- HS. Trata-se de um peptideo que tem alta atividade de inibicao
da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) e age com hipotensor. Como se
encontra reduzido no CHIKV+, é sugestivo de que a infec¢cdo por CHIKV aumente a
pressdo arterial ou ao menos dificulte o seu controle. Em trabalho anterior com o
mesmo grupo de pacientes positivos para CHIKV, notou-se que 0s sujeito que
possuiam hipertenséo arterial como comorbidade prévia, apresentavam uma piora da
mesma durante a infeccdo (MONTALBANO, 2017; PUBCHEM, c2022).

Diversos estudos sugerem que alguns fatores pré-existentes ou que ocorrem
na fase aguda, ou antes mesmo da infeccdo, se encontram relacionados com a
cronicidade e com a artralgia persistente, sdo eles sexo feminino, idade avancada,
intensidade de algumas manifestacdes da fase aguda (febre alta, artrite em seis ou
mais articulagdes, depressao e viremia alta), falta de repouso durante os primeiros
dias da doenca, o ndo tratamento da dor inicial e a pré-existéncia de comorbidades
musculoesqueléticas e hipertensdo (CUNHA; TRINTA, 2017; GERARDIN et al., 2013;
JAIN, et al., 2017; MONTALBANO, 2017; SCHILTE, et al., 2013; SIMON et al., 2015;
SISSOKO et al., 2009).

Isso ressalta a importancia da realizacdo precoce de tratamento da dor
musculoesquelética, uma vez que o ndo tratamento pode colaborar com a cronicidade.
Sendo assim, se 0 17-phenyl trinor PGF2a-AS é um biomarcador de dor, logo ele
também seria um biomarcador de cronicidade, uma vez que a gravidade da dor na

fase inicial da doenca € um fator que colabora com a cronicidade. Na comparac¢éo do
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CHIKV+ C com o CHIKV- C, nota-se que o 17-phenyl trinor Prostaglandin E2 serinol
amide mostrou-se com super regulacdo em cerca de 2 vezes no primeiro grupo em
relacdo ao segundo. O GIn Arg Phe é um biomarcador de cronicidade, uma vez que
sua down regulation pode gerar ou piorar hipertensdo, conforme mencionado
anteriormente. Inclusive, ao se comparar o grupo positivo cronico (C) em relacédo ao
positivo nao crénico (NC) no MO, verificou-se baixa regulacéo de 2,76 deste peptideo,
confirmando assim a relacéo de sua down regulation na fase inicial da doenca com a
cronicidade.

O 17-phenyl trinor PGF2a-AS deixa de estar super regulado no M1. CUI et al.
colaboradores demonstraram em soros humanos que alguns distarbios metabélicos
induzidos por DENVs sdo maiores no inicio da infeccdo, e lentamente retornam a
niveis saudaveis ao longo do tempo, o que também acontece com chikungunya,
mesmo havendo as fase cronica, pois a viremia pode durar até 14 dias, o que
justificaria a reducao das alteracdes metabolémicas de alguns compostos ha segunda
parte da fase aguda (M1) (BRITO et al., 2020; CUl et al., 2013; MONTALBANO, 2017,
THE HUMAN METABOLOME DATABASE, c2022; THIBERVILLE et al., 2013).

Em relacédo aos demais composto da fase MO, nédo foi possivel estabelecer na
literatura o porqué exatamente da alteracdo da regulacédo de alguns deles. Sabe-se
gue o perflutren € um composto oriundo do plasma humano e é utilizado para produzir
contraste para diagnéstico. O seu aumento no grupo CHIKV+ pode ser apenas um
artefato da analise no espectrobmetro de massa como também poderia ser um
biomarcador de dor e/ou febre, uma vez que se eleva somente no primeiro momento
da fase aguda e se estabiliza no momento seguinte. O composto Arg Met Met é um
peptideo sem acao biolégica definida (THE HUMAN METABOLOME DATABASE,
c2022).

SHRINET et al. (2016) agruparam amostras de soro sanguineo humano em
mono-infectadas para dengue, mono-infectadas para chikungunya e co-infectadas.
Eles identificaram nas amostras infectadas por CHIKV nove metabdlitos com up
regulation (Azelaic acid, Mandelic acid, Methylguanidine, D-Maltose, Ethanol, 2-
Hydroxycaproic acid, Gluconolactone, Carnitine e Galactitol) e dois metabdlitos
(Ethanolamine, 1,3-Diaminopropane) com down regulation em relacdo ao grupo
controle. Nas amostras infectadas por DENV, doze metabdlitos foram encontrados
com aumento em seus niveis (Dimethylglycine, 2-ketobutyric acid, D-Serine, Glyceric

acid, D-Mannose, Myoinositol, Sucrose, D-maltose,  -D-Fructose, Oxaloacetic Acid,
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Formic Acid, Gluconolactone e Methylmalonic acid) e dois (N-Methyl-a-
aminoisobutyric acid e Sarcosine) foram encontrados em niveis reduzidos quando
comparados ao conjunto saudavel.

Para verificar a semelhanca e/ou diferenca entre os achados do presente
estudo e do estudo de SHRINET et al. (2016), verificou-se se havia componentes
igualmente identificados em ambos os estudos tomando-se o cuidado de analisar
todos os sinbnimos que cada substancia pudesse apresentar.

Nenhum dos metabdlitos alterados neste estudo, tanto na fase MO como na
fase M1, foi igual aos metabdlitos alterados no estudo indiano, tanto na comparacéo
com as amostras de dengue como com as amostras de chikungunya. Existem
explicacdes cientificas palpaveis para a auséncia de semelhanca na identificagédo dos
biomarcadores.

E dificil construir um perfil generalizado das altera¢ées metabdlicas induzidas
por qualquer virus. Os estudos de metabolémica podem variar em muitos aspectos,
desde o0s aspectos estatisticamente significantes, até mudancas nos niveis de
metabdlitos. Diferenca entre os resultados dos estudos podem surgir devido a
diversidades nas amostras, tempos de coleta e métodos de preparacédo, controles,
genatipos de virus, populacdes de hospedeiros (incluindo genética e dieta), estagio
da doenca, métodos de coleta de dados e métodos analiticos (BYERS et al., 2019).

O presente estudo difere do indiano na metodologia analitica. SHRINET et al.
(2016) realizaram as andlises do metaboloma por ressonancia magnética nuclear
(RMN) de todas as fases de chikungunya, utilizando um fold change > 2 e valor de p
<0,05. Em nosso estudo as amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia hifenado ao Espectrometro de Massa (CLAEM/EM), utilizando um fold
change > 5 e valor de p <0,01 e envolve somente a fase aguda, porém de modo mais
detalhado, a qual fora dividida em duas partes e as amostras foram segregadas em
quatro subgrupos quantos as condicbes clinicas e cronicidade das dores
musculoesqueléticas: dor elevada (HS- High Severity), dor leve a moderada (MMS-
Mild to Moderate Severity), Cronico (C) e Nao Cronico (NC). Sendo assim, este estudo
€ o primeiro do mundo a detalhar assim tanto as alteracfes metabolémicas da fase
aguda e compara-las as alteracdes clinicas.

A RMN possui baixa sensibilidade e seletividade, enquanto MS é uma
abordagem mais comumente utilizada para estudos tanto direcionados como nao

direcionados, apresentando maior sensibilidade e seletividade, bem como a
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capacidade de detectar mais metabolitos em uma Unica execucao do que NMR. Além
disso, o MS combinado com um método de separacdo cromatografica, como
cromatografia liquida (LC), utilizada no presente estudo, melhora a resolucéo e é
capaz de separar e detectar uma grande variedade de moléculas e, portanto,
geralmente bem adequado para analises untargeted de moléculas biologicas
(EMWAS, 2015; RIEKEBERG; POWERS, 2017).

N&o ha um método de normalizacédo padronizado para realizacao de estudos
metaboldmicos, o que leva bastante a variagdo de resultados. A Metabolomics
Standards Initiative (MSI), criada para orientar técnicas analiticas e praticas de
relatorio, € um excelente passo em direcdo a padronizacdo dos métodos da
metabolémica. No entanto, o MSI ndo é abrangente e exigira atualizacbes adicionais
a medida que o campo progride (NUNES; CANUTO, 2020; SUMNER et al., 2007).

Por fim, ambos os estudos utilizaram amostras de soro humano com infeccéo
confirmada por CHIKV, porém séo duas populacdes geograficamente, geneticamente
e culturalmente diversas.

Em relacéo a identificacao das vias perturbadas, o presente estudo identificou
no MO a via De Novo Biosynthesis dos triglicerideos, biossintese da fosfatidilcolina,
biossintese da fosfatidiletanolamina e biossintese do pantotenato e da CoA, sendo
gue estas vias alteram também a via do metabolismo dos acidos graxos, a qual de
consequéncia também atinge o ciclo do citrato ou ciclo do acido tricarboxilico ou ciclo
de Krebs (ciclo do TCA). Também houve alteracdo do metabolismo do amido e da
sacarose. No M1 da doenca foram identificadas como perturbadas as mesmas vias
do MO, acrescentando-se a biossintese da cardiolipina.

Mesmo nao havendo semelhanca dos compostos identificados no presente
estudo e aqueles encontrados por SHRINET e colaboradores, pode-se notar
semelhancas nas vias perturbadas. Os autores do trabalho indiano identificaram que
durante a infeccao pelo CHIKV, estdo perturbadas a via metabdlica da Glicina, serina
e treonina, a via do metabolismo da galactose e o ciclo do TCA. No mesmo trabalho,
a andlise das vias perturbadas por DENVs revelou seis vias significativamente
reguladas, sendo elas o metabolismo da glicina, serina e treonina, metabolismo da
galactose, metabolismo do amido e da sacarose, metabolismo de glioxilato e
dicarboxilato, via da pentose fosfato e metabolismo do propanoato (SHRINET et al.,
2016).
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Alteracbes no ciclo do TCA sdo esperadas, dados os altos requisitos de
energia do CHIKV para multiplicacdo rapida e geracdo de blocos de construcéo
biossintéticos para lipidios, proteinas e RNA, sendo assim € compreensivel que vias
complementares ao ciclo do TCA também estejam alteradas, como ocorreu com 0
metabolismo dos acidos graxos, De Novo Biosynthesis dos triglicerideos, biossintese
da fosfatidilcolina, biossintese da fosfatidiletanolamina, biossintese do pantotenato e
da CoA. A perturbagédo do metabolismo do amido e da sacarose, cujo composto
Sphingosine se encontra envolvido, também ressalta a alta demanda energética
realizada pelo virus. Esfingosina se apresenta com super regulacéo no grupo positivo
cronico (C) em relacdo ao grupo positivo nao crénico (NC) no M1 (BYERS et al., 2019).

Muitas destas perturbacbes ocorrem em ambos 0os momentos da fase aguda
de chikungunya, demonstrando que o virus continua fazendo alteracGes energéticas
na célula para favorecer sua sobrevida e replicacdo. O ciclo geral do TCA ¢é afetado
por monoinfec¢des de CHIKV e em coinfec¢cdo com dengue, podendo levar o sujeito
acometido a privacdo de energia, o que justifica a fadiga e prostracdo apresentada
por eles (BYERS et al., 2019; SHRINET et al., 2016).

SHRINET et al. também detectaram perturbacfes da via da biossintese do
pantotenato e da CoA, corroborando com o presente estudo. Além disso, constataram
gue esta perturbacéo esté ligada diretamente a artralgia e artrite geradas pela doenca
e que apresentar uma VAS mais alta refletia maior cronicidade e uma apresentacao
mais grave da doencga. O trabalho de SHRINET et al. evidencia caracteristicas
moleculares similares entre artralgia induzida por CHIKV e artrite reumatoide
(SHRINET et al., 2016).

O dexpanthenol é um composto envolvido na perturbacao da via do ciclo do
TCA e da biossintese do pantotenato e da CoA. Trata-se de um &lcool derivado do
acido pantoténico, um componente das vitaminas do complexo B e essencial para o
epitélio em funcionamento normal. Também ¢é precursor de Coenzima A e esta
envolvido na producdo da Acetilcolina. Sua baixa regulagdo no CHIKV+ influencia
diretamente no metabolismo dos acidos graxos e reduz a producéo de acetilcolina,
podendo levar a hiperatividade, défit de atencé@o e hipertensdo, sendo esta ultima
muito comum como comorbidade pré-existente e h& piora dela com a infec¢édo pelo
CHIKV e, conforme ja explicado, o aumento da pressao arterial contribui para a
gravidade da artralgia e cronicidade dela (GOODMAN & GILMAN, 2012;
MONTALBANO, 2017; PUBCHEM, c2022).
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Sendo assim, o dexpanthenol encontrado em down regulation em ambos os
momentos da fase aguda do presente estudo, seria também um biomarcador de
gravidade da artralgia e de cronicidade assim como o 17-phenyl trinor PGF2a-AS.

A cardiolipina, também conhecido como difosfatidilglicerol, € um grupo de
glicerofosfolipidios que pode ser encontrado na membrana mitocondrial de
organismos eucarioticos. Sua funcdo é estabilizar e acomodar proteinas
transmembranares nas bicamadas lipidicas. A perturbacdo de sua biossintese € (util
para o CHIKV uma vez que ele necessita de modulagbes na membrana celular para
poder entrar e sair da célula como explicado anteriormente. Além disso, a cardiolipina
atua também no metabolismo dos acidos graxos e influencia no prosseguimento para
o ciclo do TCA (MURRAY et al., 2009).

Sendo assim o composto PA (22:6 (42, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z, 19Z) /20:4(5Z, 8Z,
117, 14Z7)), que, ao estar reduzido no soro, perturba a via da biossintese da
cardiolipina, € um biomarcador de cronicidade, pois é sinal de que o virus continua
utilizando lipidios no interior da célula a seu favor, facilitando a continuagdo dos
sintomas musculoesqueléticos no M1.

Por fim, deve ainda ser realizada a andlise de fragmentacdo dos compostos
gue apresentaram diferencas estatisticamente significativas, para que seja feita a
confirmacédo dos resultados obtidos nos bancos de dados disponiveis online, bem

como na literatura.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os ensaios laboratoriais realizados pode-se concluir que:

o O CHIKYV utiliza demasiadamente lipidios dentro da célula hospedeira,
esgotando-os do soro. Esta utilizacdo € importante para que ele possa arquitetar as
membranas celulares, facilitando a sua entrada e saida e ter fonte de energia para
replicac@o e sobrevida intracelular. A consequéncia disto € que diversos compostos
lipidicos se encontram em down regulation no soro nos momentos MO e M1 nos
sujeitos CHIKV+ em relagdo ao CHIKV- e ao CG.

o Foram identificados biomarcadores indicativos de dor e cronicidade no
presente estudo: o up regulation do 17-phenyl trinor PGF2a-AS € um biomarcador de
dor e de cronicidade; o down regulation do peptideo GIn Arg Phe é um biomarcador
de cronicidade; o down regulation do dexpanthenol € um biomarcador de gravidade
da artralgia e de cronicidade; e o down regulation do PA (22:6 (4Z, 7Z, 10Z, 13Z, 16Z,
197) /20:4(5Z, 82, 11Z, 14Z)) é um biomarcador de cronicidade.

. Foram detectadas no MO como perturbadas as seguintes vias: De Novo
Biosynthesis dos triglicerideos, biossintese da fosfatidilcolina, biossintese da
fosfatidiletanolamina, biossintese do pantotenato e da CoA, metabolismo dos acidos
graxos, ciclo do TCA e metabolismo do amido e da sacarose. No M1 houve alteracao
das mesmas vias do MO, acrescentando-se a via da biossintese da cardiolipina. Esta
perturbacao adicional permite que o virus consiga continuar a utilizar os lipidios a seu
favor dentro das células e colabora para a cronicidade da doenca.

As alteracbes metabdlicas descritas no presente estudo podem levar a
elucidacdo de fatores ainda desconhecidos na fisiopatologia da doenca, sendo (Util
para melhor compreenséo da infeccdo, o que pode melhorar o manejo dos doentes,
oferecendo-lhes melhor qualidade de vida durante o tratamento e evitar as fases
subsequentes desta enfermidade. Estudos subsequentes serdo realizados para a

confirmacéo dos resultados do presente estudo.
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APENDICE- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ministério da Salide

FIOCRUZ
Fundagao Oswaldo Cruz
UEFS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome do voluntéario:

Eu, Rivaldo Venancio da Cunha e Erenilde Marques de Cerqueira (pesquisadores
responsaveis) e colaboradores estamos convidando vocé a participar da pesquisa:
Chikungunya no municipio de Feira de Santana (BA), Brasil: Estudos clinicos,
epidemioldgicos, laboratoriais e de qualidade de vida. O objetivo dessa pesquisa
€ conhecer como o chikungunya, e outros virus transmitidos por mosquitos no
municipio de Feira de Santana, se comportam no seu corpo e como interfere na
qualidade de sua vida. Se vocé concordar em participar da pesquisa, durante a
entrevista suas respostas serado registradas pelos pesquisadores em um questionario
especifico. Os pesquisadores garantem que o0 seu nome ndo sera revelado para
ninguém, isto é, ninguém saberd que foi vocé quem respondeu as perguntas,
buscando respeitar a sua integridade moral, intelectual, social e cultural. Caso vocé
concorde, depois da entrevista e das consultas com a enfermeira e o0 médico, seréo
coletadas duas amostras de sangue por um técnico de laboratério, sob a supervisdo
dos pesquisadores. Essas amostras de sangue servirdo para a realizacdo de exames
gue ajudardo no tratamento de sua doenca. Vocé recebera os resultados dos exames
de sangue, 0s quais serdo entregues pelo pesquisador nas proximas entrevistas para
que possam auxiliar no seu diagnostico e tratamento. Também assumimos o
compromisso de solicitar o seu encaminhamento para outras especialidades e
servi¢os da rede de saude, se isso for necessario para cuidar de sua saude.

As amostras de sangue seréo coletadas de uma veia de seu braco, por meio de uma
agulha descartavel, respeitando-se todas as normas técnicas de biosseguranca e sem
nenhum risco para vocé, além da pequena dor que podera acontecer no momento da
coleta devido a entrada da agulha em sua veia. Existe a possibilidade de o (a) senhor

(a) se constranger com as perguntas do questionario, porém este foi elaborado de



89

modo que elimine este problema ao maximo, de modo que vocé se sinta bem em
responder minhas perguntas. Se vocé nao se sentir a vontade de responder alguma
questdo, vocé pode se negar a respondé-la, podendo o questionario ser respondido
de forma parcial.

Os resultados da pesquisa ajudaréo a populacao a ter acesso a maior conhecimento
sobre a chikungunya e o impacto que esta doenca esta causando na qualidade de
vida dos doentes. Esses conhecimentos também ajudaréo as autoridades de saude
na preparacao de propostas para reduzir as consequéncias da doenca.

Vocé podera expor as suas opinides sobre qualquer assunto sem receio de sofrer
gualquer constrangimento ou ter dificuldade para receber o atendimento de saude que
necessita por ter feito esses comentarios. Vocé podera desistir de participar da
pesquisa a qualquer momento ou anular este consentimento em qualquer fase. O (a)
senhor (a) ndo tera despesas ou qualquer pagamento por sua participacdo nessa
pesquisa, que € livre. O seu relato s6 sera usado nesta pesquisa e, quando ela estiver
concluida, gostariamos de apresentar seus resultados em artigos cientificos em
revistas especializadas e/ou em congressos cientificos, se o (a) senhor (a) permitir.
Lembramos que seu nome e informacdes pessoais ndo serdo revelados para ninguém
em qualquer momento.

As amostras de sangue coletadas neste estudo serdo utilizadas para os exames
previstos e ficardo armazenadas sob a responsabilidade da Fundacado Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) do Rio de Janeiro, a qual arcara também com as despesas para realizacéo
dos exames. Apos o fim desse projeto, estas amostras poderdo permanecer
armazenadas para uso em pesquisas futuras relacionadas, se vocé assim autorizar.
O pesquisador responsavel assume os compromissos de submeter, no futuro,
qualquer novo projeto de pesquisa ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP). Uma vez
aprovado algum novo projeto, o Senhor (a) sera procurado para dar uma nova
autorizacdo de uso dessas amostras, por meio de novo Termo Consentimento Livre e
Esclarecido.

Dessa forma, para a utilizacdo dessas amostras em pesquisas futuras relacionadas,
um novo projeto sera submetido ao CEP da UESF e um novo TCLE sera elaborado
para seu reconsentimento. Caso o CEP julgue desnecessario novo consentimento, o
mesmo aprovara a utilizacdo desse material e assumira eticamente a realizacdo do

novo projeto.
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Caso concorde com o que foi dito acima e aceite participar da pesquisa, pedimos que
assine as duas vias deste documento, ficando uma cépia com o(a) senhor(a) e outra
conosco. Esclarecemos que este projeto foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), que iremos
obedecer a resolucdo 466/2012 do CNS (Conselho Nacional de Saude) e que a
entrevista so ira acontecer depois da assinatura deste documento pelo (a) senhor (a)
e por nés. No momento em que houver necessidade de esclarecimento de qualquer
davida sobre a sua participacdo na pesquisa, vocé pode entrar em contato com 0s
pesquisadores através do telefone (075) 3224-8162 no Centro de Pos-Graduacao em
Saude Coletiva da UEFS — Mdédulo VI — NUPISC. Km-03, BR-116. Campus
Universitario em Feira de Santana — BA.

Assinale a opcao que corresponde a seu consentimento:

( ) Eu aceito participar deste estudo e CONCORDO em ter minhas amostras de
sangue armazenadas para uso em pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFMS e para isto deverei assinar um novo Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

ou

() Eu aceito participar deste estudo, mas NAO CONCORDO em ter minhas amostras

armazenadas para uso em pesquisas futuras.

Feira de Santana, BA, de de

Assinatura do entrevistado (a)

Assinatura do Pesquisador responsavel pela apresentacdo do TCLE
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ANEXO A- QUESTIONARIO PARA ENTREVISTA DA FASE AGUDA

DATA: / /

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
QUESTIONARIO ESTRUTURADO DE PESQUISA

PROJETO DE PESQUISA; Chikungunya no municipio de Feira de Santana (BA), Brasil:

Estudos clinicos, epidemioldgicos, laboratoriais e de qualidade de vida.

FASE AGUDA(até 10 dias de evolucéo)

Data do inicio dos sintomas: / /

Dados 1 - PROSPECTIVOS () 2 - RETROSPECTIVOS ()

1. DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

1. N°registro 2. Nome

3. Data de Nascimento: / / 4. |dade: ( )anos ( ) meses

5. Sexo: 1Masculino(  )2Feminino ( )6. Ocupagéo:

7. Como voceé classificaria a sua cor da pele?1( )Branca2( )Parda3( )Preta 4( )Amarela
5( )Indigena 9( )lgnorado

8. Escolaridade0( )Analfabeto;1( )Alfabetizado; 2( )12 a 4@ série incompleta; 3( )42 série
completa;

4( )52 a 82 série incompleta; 5( )Ensino fundamental completo; 6( )Ensino médio incompleto;
7( )Ensino médio completo;8( )Educacéo superior incompleta; 9( )Educacgédo superior completa;

10 ( )lgnorado; 11( )N&o se aplica

9.Municipio de Residéncia: Endereco:
Bairro:
Zona:1( )Urbana 2( ) RuralUF: Telefone: (
)
2. DESCRICAO INICIAL DA HISTORIA CLINICA
2.1. Gestante: 1 ( ) Sim /Trimestre gestacional 2N&o ( ) 9 Ndo se aplica( )

2.2. Histéria prévia de comorbidades:

1. Diabetes 1( ) Sim 2( ) Néo




2. Pressdo alta 1( ) Sim
3. Obesidade 1( ) Sim
4. Artrite 1( ) Sim
5. Artrose 1( ) Sim

6. Problemas de coluna 1( ) Sim

6. LER/DORT 1( ) Sim
7. Glaucoma 1()Sim
8. Outras 1( ) Sim

2 ( ) Né&o
2 ( ) N&o
2 ( ) Né&o
2 ( ) Né&o
2 ( ) N&o
2 () N&o
2( ) Nao

2( ) N&o
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3. Sintomatologia na FASE AGUDA DA DOENCA

3.1 Febre: ( )sim ( )ndo dias
3.2 Data do Aparecimento da Febre:

3.4 A temperatura foi aferida?
1( )sim
2 ( )néo

3 maior valor aferido:

3.5Evolucéo

1( ) Continua

2 () Intermitente, irregular

3 () Intermitente, vespertina

MANIFESTACOES GERAIS (Sim= S, N&o= N):

4.3 Data do desaparecimento da febre

3.6Inicio
( ) Subito
() Gradual

1( )Cefaleia dias

2( )Mialgia dias

3( )Dor retro-ocular

4( )Linfoadenopatia/ganglio cervical

posterior

5( )Conjuntivite/hiperemia conjuntival

6( ) Exantema(tipo e localiza

Data inicio:

7( ) Prurido— Data Inicio:

8( ) Petequias (Localizacao):

9( ) Nauseas

10( )Vomitos dias, quantos

episodios por dia?

11( )Diarreia

12( )Dor abdominal

13 ( )Prostragéo(“Arriado”)

14( )Sangramento dias

(Localizagédo):

15( )Calafrios

16( )Dor de garganta

17( ) Fadiga

18( )Manifestacdes neurold

(descrever):
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19( ) Alopecia (queda de cabelos)

Qutros - especificar:

Outros - Especificar:

5. Intensidade das dores articulares na fase aguda

1 2 3‘4 5 6

8 9 10

.
Leve Moderada Intensa
6. Caracterizacao dasdores:
a)Simetria
6.1.Evolucéo: .
. 1( )Sim : :
1.( ) Continua L . C)Migrétoria :
. 6.2. Localizag&o: 2( )Néo ]
2.( ) Intermitente ) 1( )Sim
- b)Bilateral .
3.( ) Recidivante ] 2( )Nao
1( )Sim
4.( )outros__
2( )Néo
6.3. Tipo da Dor 6.4. H4 algum momento do dia de maior intensidade da
2
1( )Queimacéo dor
2( )Formigamento a()Sim, manha
3 ( )Pontadas ou agulhadas b(~)Sim, tarde
4 (  )Dorméncia ou parestesia c()Sim, noite
5( )Choque dC )Néo

6 (

)Outros: Quais?

6.5. Caimbras: Sim () Nao ( )




94

7. DETALHAMENTO DO ENVOLVIMENTO ARTICULAR NA FASE AGUDA:

7.1. Pequenas
articulagoes:

Y-Sim( )

1-E;2-D;3-
E/D

N — Nao (

)

Dor
Y - Sim/N -N3o

1-E;2-D;3-
E/D

Edema
Y - Sim/ N —-N3o

1-E;2-D;3-E/D

Falanges distais de
Mao

Falanges médias de
Mao

Falanges proximais de
M

Metacarpos

Punhos

Falanges distais de Pé

Falanges médias de Pé

Falanges proximais de
Pé
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Metatarsos

7.2. Grandes Y-Sim( ) N — N3o ( Dor Edema
articulagdes:
1-E2-D;3- Y - Sim/N -N&o Y - Sim/ N -N3o
E/D
1-E;2-D;3- 1-E2-D;3-E/D
E/D

Ombros
Cotovelos
Quadril N3o mensuravel
Joelhos
Tornozelos

Articulagdao TM

Esternoclavicluar

Coluna Cervical / nuca

Coluna toracica

Nao mensuravel

Coluna lombar

Nao mensuravel

Sacroiliaca

Nao mensuravel

7.3. Comprometimento:

Poliarticular? ( mais de
quatro)

Oligoarticular (4 ou menos)

8. Sinais / sintomas inflamatérios articulares definidores de artrite NA FASE AGUDA:

8.1. Sinais / sintomas

Y-Sim( )

N-Ndo( )

Sinovite

Edema

Vermelhidao

Calor

Rigidez matinal + 30 min de duragao




Dor inflamatéria (que melhora com o
exercicio ou que piora com o repouso ou
durante a noite)

Artrite

9. Envolvimento periarticular:

9.1. Sinais / Sintomas Y-Sim( ) N-Nio( )

Entesite (inflamagao na insergdo do ligamento
ou tendao no osso)

A) Tendoes de Aquiles

B) Fasciite plantar

Tenossinovite

Periostite (tibial / isquial)

Tendinopatia

Bursite

Mialgia

10. Usou ou esta usando medicamentos?
1( ) Sim 2 ( ) Nao
Qual (is) UsSOUem casa?

Sentiu Melhora com o0 uso dessa medicag¢do? 1( )Sim 4( ) Né&o
11. Foi prescrito medicamento nesta consulta? (  )Sim () N&o
11.1. Quais?

12. Houve descompensagao da comorbidade?:

1( )Sim. Qual (is) descrever:

2( )Nao




ANEXO B- PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP DA UNIVERSIDADE
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. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
' FEIRA DE SANTANA - UEFS W
FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGLISA

Titulo da Pesquisa Chikungunya no municipio de Felra de Santana (BA).Brasiiestudes clinlcos,
epldemicioglcos, |abaratonials e de gqualldade de vida.

Pesquisador; ERENILDE MARQUES DE CERQUEIRA

Araa Temdatica:

Versdo: 2

CAAF: 49945515 5.0000.0053

Inatul:io Proponents: Universidade Estadual de Felra de Santana
Patrocinador Principal: Financiamanio Praprio

DADDS DD PARECER

MOmere do Parscer: 1.430.762

Apresentag®o do Projaio;

Trata-6e de um Projeto de pesquisa INMRulaco "ChiKungunya ro municipio de Feira de Santana [SA), Brasil:
estudos cinicos, epideminlagicos, laboratorals e de gualldade de vida™, do Departamenio de Salde da
Universidade Estadual de Felra de Santana (UEFS), cuja Pesquisadora Responsavel & a Pro® Dr® Erenlide
hanques de Cemqueiral)EFS e o Prof® Drt Rivaldo Vendnslo da Cunha, Pesquisador Assisienie/FICCRUZ
WS, A Equips EXECLRING & COMPOSta por dlversas pasquisatonss colaboragores, de diversas Instiuigles:
SMS de Felia de Santana, BIC-MANGUINHOS ! FIGCRLUZ-F, FIOCRUZ M5 e UFMS, & FIDCRUZ
PARAMA 2 03 boisistas g2 apolo féenico,

O projeto aborda que: A palavia ‘Chikungunya signinica “contorcer-5e” na lingua Makonde (falada em
algumas regidies da Africa Oriental) & faz alusdo & postura encurvada dagueles que sofrem com 35 dores
Intensas nas ariculaghes provocadas pala doenca (LUMSDEN, 1355 ROBINSON, 1955 ChUNgunya & um
virus (CHIKV) RMA, perencentes a0 género aifavins da famila Togavindas (SCHUFFEMECKER at al.,
2006) & & ransmitido para 05 hUmancs atraves da plcada 00 mosquito Infectacd. 05 principals vetorss do
CHIXV 530 a5 Témeas dos mosquites Asdes a2gyptl & Aedes Abopicius, espacies que tambem transmitem
DU VINUS CAUSC00MSS 08 OOSNCIE, COMO dengue & febre amarela (LUMSDEN, 1955; PALPY et al, 2011)
{irformaglies baslcasPlatatoma Brasl, p. 03

Endemegr:  Axenk Tiermooideslom, s - Movo Holeonte 1UEFS

Balere:  Widdn |, MA 17 CEP 4 (15480
UF: Ba Mesitipls: FEIRADE SANTAMA
Telelone (755007 E-mal: cojafSot b

=gan LT 2 O
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE
, FEIRA DE SANTANA - UEFS W

Coninumciic do Farscr: | 45070

Profetn compieto, p. 03).

Sequndn 3 pesquisadora responsavel, TTrata-se de um estudo epldemiologico mista, com abordagem
quaiiiaiiva e quantiiatha. Objetve: Desenvoiver estudos clinlcos, epldemiciogicos, laboratoras e de
qualkiade de vida sobre chikungurya no Municipl de Feira e Santana, Banla. Materals e metodos: Serd
realizado estudo epldemicihdgico o Hipo C350-CONMOle aninhado a wm esbudd transversal. O esbudo
transversal analisard o parfl dinico, epideminiogico & labortoral das pess0as com chikungunya, penmitindo
connecer 3 prevaléncia de anticomos ani-CHIKY, o provavel percentual de Infecges assinomaticas, bem
comp avallar o Impacho na qualidade de wida nos Indlviduos acomefdos pelo CHIKY. Com 0 estudd caso-
CONTTle SE presende ientificar possivels fatones ass0clados 3 persistancia da dor articular Nagueles cass
com confimaco laboratoal, avallar 3 resposta clinica 306 derenies SEqUMaS Erapauticos & de supore
Na evolugan &3 doenga, Dem como comalacionar 05 fabores ass0ciatos A U3 evoiugan dinlca. Técnlcas &
Instrumeniios de colela de dados: entrevista esiruiurada com um questionano ¢inlco e outno para avalar a
qualidade de vida (5F-36). O dados quanttativos serdo reqistratos em planiha Microson Excel® contendo
tndas 35 varavels 00 estudo. Em sequida serio exportatos para 0 SPSSE [Satistcal Package for Soclal
Sclence versao 10.0 for Windows, SPSS Ing, Chilcago, (linoks). A pesguisa serd submetida a0 Comit2 de
Etica em Pesquisa da UEFS, conforme 3 Resolugdo 468/2012 do Conselho Maclonal de Salde, que

detenming 3s diretrizes @ NOMas que reguiamentam as pesquisas envolvendd seres humancs” (Informagles
basicas/Piatatorma Brasl, p. 03; Resumo do Projeto comgistn, p. 03

A 3utora acrescenta que O prasents estudo viskimbra possibilidades de aprofundamento do tema, ao
prodiematizar o fendmeno da chikungunya enguanio objeto de estud. Este projeto propde o6 sequinies
subprojetns de pesquisa. Subprojein 1. Perll ciinico & epldeminiogico da chikungunya em Felra de Santana,
Bahla. Subprojeto 2. Fatores associados & evolug®o ciinica da chilungunya em Felra de Santana, Bahia.
Subprojeto 3. Avallagio da resposta clinkca aos dferentes esquUEMas terapéuticos & de suparts no
tratamento da chikungunya em Felra e Santana, Bahla. Subprojeto 4. Caractenzaglo laboratonal e
availagio de proddtipos de testes de diagnostico de chikungunya em Feira de Santana, Bahia. Subprojeto 5.
Avallagio da qualldade de vida 3os casos de chikungunya em Felra de Santana, Bahia® (Informagles
baslcas/Plataforma Brasl, p. 04; Projeto compieto, p. D).
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Populacs de estudo — Participario destes estudos moradores do municiplo de Felra de Santana (BA), que
preencham os caitércs de Inclusio no estuto: Concorde em participar do estudD, EXprassando SeU aceie
por melo da assinatura do Temmo de Consentimenty Livie & Esclareciso (TCLE) se for adulto. Caso s&a
menor, A&m de sU3 assinatura {ambem serd necassana a conconddnca dos pals ou responsavels legals,
EXpTEESa pOr MeSn g2 3ssinatura no TCLE; Aceis responder a0 questiondano que sar aplicado por um dos
entrevistadones da equipe; CONCOrDE COM 3 CoMta 0e UITA amostra de cerca de 10mi de Sangue venoss
para realzagdo dos exames laboratonals que 3o comprovar ou deseartar a infecgdo pelo CHIKW ou por
DU VIS QUE possa eslar druiando na comunidade, bem como avallar profotipos de tesies de dagnostico
em desenvalvimento pela Flocnz Concorde com a realizaglo de testes diagnteticos para detectar outras
arboviDEeE, CES0 05 EXAMEE para CHIXKY s2jam negativos; Morador com residencia fx3 no municipio de
Felra ge Santana. Critércs de axcius3o — Doenga mental que o IMpega e compreendar o5 oojetivos do
esindo 2, consequeniements, 3s pergunias comtidas no questionario; Estelam privados de liberdads;
Doenga grave, que IMpega o sUEln de exercer plenamente SUa vontage de fonma Independents; Que s&
negue 3 particlpar de qualsquer elaoas 0o projein (entrevista, coleta de sangue, ebe) (Informagies
baslcas/Platafema Brash, p. D4; Projeto compieto, p. 17-18L

Sobre 3 colsta @ armazenamenio do material, 3 pesquisadora esclarece que "As amostras de sangue
coletadas neste estudo serdo utilzadas para of exames previstos neste projeto de pesquisa & Ncardo
armazenadas sob a responsabllidade da Fundacdo Oswalio Gz durante ¢neo 3nos. Apds o fim desse
projetn, estas amostras poderdo permanecer ammazenadas para LE0 8m pesquisas TUuras, 58 Vood 3ssim
autcrizar. O pesquisator responsavel 355UMe o5 COMPromissos de suimeter quakjuer nowo projeto de
pesquisa 30 Comité de Etica em Pesquisa (CEP) 2 procurar o S2nhor [3) para uma nova autorzagdo de uso
fessas amostras, por melo de nova TCLE. Dessa Toma, pars a utllizagio dessas amosiras em pesquisas
futuras relacionadas, um novo projebo serd submetido ao CEP da UEFS e um nowo TCLE serd elaboradn
para s2u nowo consentimento. As pesquisadoras & os enrevistados ndo serdo remunerados pela
paricipagdo neste ssiudo & s oo Hver quakqusr prajulzn caUsano pela pesquisa recebers Indenizagdo ou
ressarcimento, conforme estabelecs 3 Resolu3o S65/2012. Caso o CEP [ulgue desnecessano novo
CONS2NHMEND, O MEEMD A0Myara a ullizagdo desse materal & assumird elizamante a realizagdo do novo
projedo” (TCLE).
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Apresenta Cronograma tetalnada & Crgamento com a descripio da contrapartida &a UEFS atraves do apolo
do NUPISC, bam como a contrapantida das demals Insthuigies envohidas,

A pesquisadora responsavel & 0 pesquisador asslstanie 18m experléncla na Area da pesquisa @ eT
desenvolvida, de acora com o curriculo Lattes.

Objeéivo da Peequisa:

Objetivo Primarie: “Desenvolver estudos clinicos, enldemicioghcos, laboratorials & de qualldade de vida
s0bve chiliungunya no munkclplo de Feira de Santana, Bahia® (iformagdes bisicasPiataforma Brasl, p. 0X;
Projein completn, p. 17-13).

Ob{etvos Secundancs: ™~ Anallsar o pesfll clinico, epideminidgico & laboratortal da chikUnguya; - Conneces
3 prevaigncla de anticorpes ant-CHIKY na populagio estudada; - Conhecer o provavel parcentual de
Infecedes assintomaticas na amostra estudada; - Avallar prototipos de testes de diagnostico de
chikungunya; - Caracterzar os principals aspactos cinkos e epldemickdgicos 00 casos sinfomaticos @ que
apresantem confmado soroiogica; - Identificar possivels Taiores 355003008 3 Persisiincia o 0or artcuiar
enre 05 C3S05 COM confiMmagao laboratorial; - Avallar a resposta clinica aos dfersnies esquemas
ferandulicns & 02 SUPONE Na Svolugan da doenpa; - Comeiacionar o5 Talores 3650013008 3 evolugao dinica
da chikurgunya; - Avallar o Impacto na qualkiade de vida das pessaas que foram acomeldas palo virs
chikungunya® {Informagies basicas/Plataforma Erasl, p. 04; Projeto compieta, p. 07).

Avallag3o dos Rlacos & Beneficios:
RISCOS: "06 fsCcos referentes & presente pesquisa dizem respeiio a IMEMCOMEnCias Qe POSS3M OCOMES o
mOmentn da pungS0 VEnosa para a coleta de sangue para as anallses laboratorials, entretantn, sallentamos
quE para este procedimento serio adotadas todas a8 nomas de Diosseguranca. Os materials utllizados
5ero tndos descartados & 3 equipe de laborattno ser3 capacitada e supenisionada pelos pesquisadares.
Cas0 oooma alguma Infercomencla, esta serd Imedialamenie resolvida pelos pesquisadores. Dutros
posslvels riscos estio relacionados an desconfori na cobeta de exames aboratorials, ou a0 fato de o
SSLIAMD 52 entir Inibidd ara £Xpor 5U3s opinkes com recsio de INTuenciar i aiendmentd que necessltam.
No entanto, 06 sujeitos poderSo 3 qUalqUEr momento desistr e paricipar da pesquisa, Sem prejulizos de
qualquer natureza” {Informagies bdsicasMataforma Brasl, p. 04).

"Cas0 conconde, no momentn da entrevista serd coletada uma amosia die sangue por um bégnico
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e laboratand @ 500 3 supenisdn de um Dloquimicd, para que possa ajudar na reallzacdo do dagnistico
lanoratonal. Serdo obedecidas fodas 35 normas tecnicas de DIsERURANGE COMO O UsD g8 materials

descartavels & cOKM de Sangue por equipe capaciada, no entanio, VoS pode SENTI TECE0 N0 Moments da
refirada do Eangue. Pogdie Tambem ooomer um pequenn exiravasamento de Sargue na local, o350 S50
0COM3 3 equipe de coieta estard capachada para sanar o proglema” (TCLE)

"AS amosiras de sangue serdo coletadas de uma vela e 52U DragD, por melo de Uma aguiha descartivel,
respeiiando-se todas 35 Normas tecnicas de DInsSeqUIANGa & s2m nenhum risco para vood, além da
pequeNa dor que podera aCOMtecer no momento da coleta devido 3 entrada da aguina em sua vela, Pode
DCOATEN UM S5C0SMENID e 5angUes para T da vela & 3panscer UMa pequena Mancha o2 cor foxa no sau
brago, 3 equipe esiara capaciada para resolver este problema Existe a possibiidade de vook =2
constranger com as pergunias do questionario, porém este fol elaborado de modo que ellmine este
proolema a0 maxdmo, de modo Que Voo se EINta Dem em responder NOS53s pErgunias. S2 ook ndo se
sentir a vontade de responder alguma questdo, vood pode 52 NEgAr a respondé- [a, assim o quastionario
5Erd respondido, somente em partes por vooe" [TALE).

BEMEFICIOS: "Conhacer 3 dimensao da Infecido peio vins Chilungunya (CHIEY) no municipio de Feira de
Santana que registio o5 PrimeElros c3506 autdciones da doenga no Brasll. Subsidiar o5 senigos de salde

i@ rege SUIS no Brash pam 3 atengdo eNcar & 0 3compannamento dos Individuos ametdos peia Infeciin
peio CHIKV™ (Informagles baskcas/Platatorma Brasl, p. 04).

"Serd garanide a voos o [§) resultado (s) do (5) exame [5), o qual s2ra entregue pela Vgllandia
Epidemiologica da Secretania Municlpal de Salde para que pessam auxilar no diagnistico e fratamento,
bem como @ garantla do encaminhamento para oulras especlaldades & senigs da rede o salde que
TOfEm NECEESAN0S Para 3 SUa assistancia. OF resutacos da pesquisa terdo como benefido passibiitar o
connesimento 5000e 3 chIKLNGUNYE & o IMPactD que esta doanca esta causandd na qualidade de vida da
populagan. Esses conhecimentos ajudardo 35 autoridades de s3lde n3 preparapdo de propostas para
reduzir @5 consEqUAnGas da Boenca. Vood poderd Sxpor 3s suas opinides sobre qualquer assuntn sem
recelo de sofrer qualguer consirangimentn ou ter dfculdade para receber o atendmento de salde que
necessita por ter fali 25585 comentans” (TCLE)
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“Wioc# receberd 06 resultados dos exames og sangue, 0F QUaS serd0 entregues pelo pesquisador nas
proIMas entrevistas para Que possam auxdllar no s2u diagnosico e fratamento. Tambeém 3s5UmImas o
compromisso de soldtar o s2u encaminhamentn para outras especialdades e senilpos da regde de salde,
5€ [550 for NEcoEEAND par culdar de 5U3 salde” [TALE).

comentarios & Conalderagies sobre a Pesquisa:
Conforme & Justifica no projeto: “estudo & bastante atual @ Inédita. Por 8 tratar de uma dosnga de
Introdugdo recents no Brasll, cuja producdo cieniflca local & experiénca clinkca sdo Inclplentes, exstem
Inimeras dividas relaclonadas com 3 “histérla dinlea natural® da enfermidade, bem como SU3s
caracienisticas epidemiclogicas, razio pela qual este projeto assUME IMportancia ainda malor (Projeto
compieto, p. D5).

Conalderaghes sobra o8 Termos de apresentagio cbrigatoria;

Protocoio compiein, atendendo 35 exkgendas da Resoluglo 46512

Apresents:

1.Folha de Rosto assinada pela Diretora do Departamento de Salde da UEFE, Prof D Slvone Sania
Bariara da Sliva Santos;

2 Declaragdo dos pesquisadores colaboradores afimmando participar do estudo & & cumpdr @ Resolucdo
46612,

J.Cocumento da Secretara Munlclpal ge Salde de Felra de Santana-BA, assinado pela Secretaria de
Saude, Denise Lima Mascarenhas, apoliando o Projeio, bem como disponiblizando a Infra-estrutura dos
espagos & Instalaphes das unidades de salde do muniziplo, necessarios & exscugdn do Projets;

4. TCLE,

o. TALE.

Sobre a sollcitagdo do CEP-UEFS no que diz respelto 3 declaraglo dos tecnicos @ bloguimicos, 3
pesquisacora Mespons3vel Ssciarces, &m oflcio que, "CUaND 3 Procedancia dos 1cnicos @ bioquimicas que
reallzam a coleta de 5angue, eSCIaNEcemos que 05 paricipantes do estudo 550 USLEN0S 00 sisiema local de
5alKde & que procuram as unidades de salds para o seu aendmento, sendo atendldos paios profissionals
de 5300e 103008 Na SeCretana de salde & peins PesqUISAInes dests esilid cOMm anuénda 03 Semetana
Manicipal de Salde, portamo, 3 coleta oe matertal pars exames 5erd reailzada por lenicos da secretra de
salde 0o municipio 2
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sUpervisionada peia bloquimica gue Integra a pesguisa. Ou s=3, ndo estamos recnutando pessoas para
participar 3 pesquisa, estamos atendendo 85535 PES50aS Nas unidades de salde do mumiziplo & 38
Integrando 3 pesquisa”.

Recomandagies:

Recomenda-se que, no TALE, o temma "consentimento” 52ja subsitulda por “assentimento”, no trecho "Este
fermo de corsandmenty enconira-6e IMDIEED &M duas".

Recomenda-se Que, 3 qualquer mamento por conta da necessidats o8 recrutamenta, $2jam aneadas as
geciaragdes o2 noves pesquisadones & encaminnado oficio & EMENDA a0 profeto.
Conclusdes ou Pendénclas 8 Lista oe Inadequages:

Apas o atendmento das pendanclas, o Projet st aprovado para execugdo, pols atends aos principlos
bioatices para pesquisa envolvendo seres huManas, conforme 3 Resolucdo m S66/12 (CHS)

Conalderagies Finals a critério do CEP:

Tenho muits satistagdo em infonmar-he que seu Projin de Pesquisa satisfaz 35 exigensias da Res. 46512,
AESIm, 56U projeto fol Aprovato, potendo 567 Iniciada 3 coieta de dad0s COM 06 participanies da pesquisa
confonme orienta o Cap. X.3, alinea 3 - Res. 456/12. Relembro que conforme Insthul 3 Res. 466112, Vossa
Senhoria devers enviar a este CEP relattrios anuals de athvidades pertinentas a0 referido projeto & um
relatorio final 130 logo 3 pesquisa seja conciuida. Em nome dos membros CERTUEFS, desajo-he pleno
EUCESSD O desenwoivimenio dos trabanos &, em tEITFI'I:I Bﬂ-l:II'IIJI'I'l:I, um ano, sgte CEP aguamara o
recebimentn gos referidos relatorios.

EE‘tE-pﬂ'EB:EI'TEH slaborado basagdo mos documenios abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arguivo Postagem ALROr Gituagan

Chatnos recursa_officlo.dos 14032016 |JEAN MARCEL Acelto
222185 [OLIVEIRA ARALLGC
Irfonmages Basicas | PE_INFORMACDES BASICAS DO P | 11032016 Acelo
00 Projsin ROJETD 545615 pdl 17:44:55
Recurso AnS¥ado | pendencias pdl 114032015 |ERENILDE ACEHD
| peio Pesquisador 174334 | MARGUES DE
Projeto Cetalhado | | Projetoudoc 11/032016 |EREMILDE Acelto
Brochura 173858 |MARGQUES DE
CERGUEIRA

TCLE ! de [TALE doc 11/032016 |EREMILDE Acelto
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ASEENEMENiD | TALE doc T7.2543 |DE CEROUEIRA Azein
Justficativa de
| Ausancis
TCLE / Termos de | TGLE g0 11032016 |EREMILDE Azein
Assenimero | 17:2213  |MARQIUES DE
Justificativa ge CERQUEIRA
Austncla
Dutros DFICIO_CEP_janeimpg 05/01/2016 |EREMILDE Azein
18:4550 | MARQIES DE
[FECUMED ANSNadn  |Recdrso_CoP.pd [EMEE0S [EREHILDE A |
pein Pesguisador 15:47.38 | MARDIUES DE
Deciaragio oe IMgZE3 par TT2015 Azein
Pesquisatornes 15:53 16
Deciaragio oe IMgZE2 par T0T/2015 Azein
isadores 15:5255
e IMgZE1_pa 72015 Azein
Irstituigio & 15:5238
% IMgZE0 o Z0TI2015 Azein
isadores 15:5272
e MgZ78 par 72015 Azein
Pesquisatornes 15:5206
Deciaragio oe IMgZTE par TTTI2015 Azein
Pesquisadornes 15:51:16
Foiha de Fosio FOLHA DE ROGTO PROJETO 07072015 Azein
ERENILDE PARA CEP.pdf 15:4526
Sihuagao oo Parecer:
Aprovado
Mecsesita Apreclacio da CONEP
Hao

FEIRA DE SAMTAMA, 14 de Margo de 2015

Asainade por:
JEAN MARCEL OLIVEIRA ARALLIO
{Coordenador)
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