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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) ¢ transmitido pela picada do mosquito, principalmente do género
Aedes. O virus foi isolado pela primeira vez em primatas ndo humanos, na floresta Zika
em Uganda em 1947. Entre 1953 a 2006, houve casos esporadicos de infecgao pelo ZIKV
em humanos na Africa, Asia e Oceania, sendo considerada benigna. Em 2007, ocorreu o
primeiro surto do ZIKV e a partir desse periodo, comegou a surgir complicagdes tais
como: microcefalia e sindrome de Guillain-Barré. Aproximadamente 80% dos casos da
infeccdo pelo ZIKV sdo assintomaticos, porém, quando os sintomas ocorrem sao
tipicamente brandos e ndo especificos. O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil
plasmatico de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento durante a infeccdo por
ZIKV nas fases aguda e convalescente. Poucos mediadores imunes apresentaram niveis
significativamente mais elevados na fase aguda, IFN-y, IP-10 e RANTES quando
comparados aos doadores saudaveis. Além disso, os niveis de IP-10 plasmaticos também
foram significativamente mais elevados na fase aguda da infec¢do quando comparados a
fase convalescente. Nao foram observadas associagdes entre os niveis das citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento avaliados e o nimero de sintomas ou viremia. Em
conjunto, nossos dados indicam que a infec¢do na fase aguda pelo virus Zika em areas
endémicas ¢ capaz de estimular o sistema imune de forma sutil e com perfil
acentuadamente pro-inflamatério, podendo ndo ser capaz de eliminar a infec¢do viral
eficientemente, colaborando para a imuno-patogénese da infeccdo e favorecendo a

disseminagao viral.

Palavras-chaves: Virus Zika; Inflamagao; Citocinas.
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ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is transmitted by the bite of the mosquito, mainly of the genus
Aedes. The virus was first isolated in nonhuman primates in Zika forest in Uganda in
1947. Between 1953-2006, there were sporadic cases of ZIKV infection in humans in
Africa, Asia and Oceania, and it was considered benign. In 2007, there was the first
outbreak of the ZIKV and from that time, began to emerge complications such as
microcephaly and Guillain-Barre syndrome. Approximately 80% of ZIKV infection cases
are asymptomatic, but when symptoms do occur are usually mild and nonspecific. The
objective of this study was to evaluate plasma levels of cytokines, chemokines and
growth factors for infection ZIKV in acute and convalescente phases. Few immune
mediators had significantly higher levels in the acute phase, namely IFN-y, IP-10 and
RANTES when compared to healthy donors. In addition, plasma levels of IP-10 were
also significantly higher in the acute phase of infection when compared to the
convalescent phase. No associations were observed between cytokine, chemokines and
growth factor levels that were evaluated, and the number of symptoms or viremia.
Together, our data indicate that the Zika virus infection during acute phase, in endemic
areas, is able to stimulate the immune system in a subtle way and with a markedly pro-
inflammatory profile, and it may not be able to eliminate the viral infection efficiently,
collaborating for the immunopathogenesis of the infection and favoring viral

dissemination.

Keywords: Zika virus; Inflammation; Cytokine.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Biologia do virus Zika

O virus Zika (ZIKV) pertence a familia flaviviridae, género Flavivirus. O género
Flavivirus é composto por mais de 70 espécies de virus, incluindo o virus dengue, virus
febre amarela, virus encefalite japonesa e virus Nilo Oeste (Araujo et al., 2016). O ZIKV
é transmitido principalmente pela picada do mosquito fémea do género Aedes. O virus foi
isolado pela primeira vez em primatas ndo humanos, macacos Rhesus sentinela, na
floresta Zika em Uganda em 1947. Por esse motivo, a denominacao do virus como Zika
(Cugola et al., 2016).

Andlises filogenéticas de isolados de ZIKV de Camboja, Malésia, Nigéria,
Uganda e Senegal, mostram o sequenciamento do ZIKV, sugere que existam duas
linhagens principais de ZIKV, a asiatica e a africana. O surto na ilha de Yap, localizado
na Micronésia, por exemplo, foi causado pela linhagem originaria do sudeste da Asia e
isso foi comprovado através da técnica reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
(Revisado por Rabaan et al., 2016).

1.2. Genoma viral e replicacéo do virus

O RNA viral é constituido por uma Gnica molécula linear de sentido positivo com
cerca de 10.794 pares de bases (Giovanetti et al., 2016). O genoma apresenta uma Unica
ORF (do inglés open read frame) flanqueada por regides ndo codificantes (3’ ¢ 5°). A
traducdo da ORF codifica para uma unica poliproteina que sofre clivagens por proteases
virais e celulares dando origem as proteinas estruturais (cada proteina constituird o
capsideo, a pré-membrana e envelope) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, 2K, NS4B e NS5) do virus (Faria et al., 2016; Focosi et al., 2016). As proteinas
do envelope de flavivirus mediam a fusdo do virus com as células-alvo e é o principal
alvo dos anticorpos neutralizantes do hospedeiro, enquanto que as proteinas nao
estruturais (NS) sdo secretadas por células infectadas e estdo envolvidas na evasdo imune
e patogénese (Stettler et al., 2016). Essas proteinas ndo estruturais tém sido foco de
diversos estudos a fim de identificar suas funcgdes bioldgicas (Luo D, Vasudevan SG,
Lescar J. 2015). Por exemplo, a proteina NS1 tem a capacidade de modular a resposta
imune do hospedeiro, contribuindo para diversas estratégias de evasdo pelo virus
(Edeling MA, Diamond MS, Fremont DH. 2014; Akey et al., 2014). As proteinas NS2B,



NS4A e NS4B sdo conhecidas por inibir a producdo de interferons por células
hospedeiras (Liu et al., 2016; Leung et al., 2008).

Assim como outros flavivirus, o virus Zika possui duas regides ndo traduziveis
chamadas de 5’ com 107 nucleotideos e 3’ com 429 nucleotideos. Essa tltima ndo possui
uma cauda de poliadenilato e contém uma estrutura conservada que provavelmente
possui diferentes fungdes durante a replicacdo nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Villordo et al., 2016).

A replicagdo viral ocorre no citoplasma das células infectadas. O virus induz
alteracdes tanto na estrutura celular quanto nas vias metabolicas celulares para promover
a replicacdo viral (Medin, 2016).Inicialmente ocorre a endocitose viral que pode ser via
receptor TIM, TAM, AXL e TYRO3 (Dang et al, 2016; Barzon et al., 2016),
posteriormente ocorre a fusdo com a membrana endossémica da célula do hospedeiro,
levando ao desnudamento da particula viral e posterior traducdo do genoma viral em uma
unica poliproteina no reticulo endoplasmatico. A poliproteina é processada pela protease
NS2B-NS3 viral e proteases celulares para a producdo das proteinas virais, ao final desse
processo, a particula viral é liberada (Barzon et al., 2016).

1.3. Epidemiologia do virus

Até o0 ano de 2006, apenas casos esporadicos de infeccdo em humanos foram
associados ao ZIKV nas regides proximas de florestas no continente africano (Duffy et
al., 2009).

Em 2007, foi notificado o primeiro surto de ZIKV, localizado nas ilhas Yap, na
Micronésia (Aradjo et al., 2016). Aproximadamente 73% da populagdo local foram
infectadas (Aguilar-Ledn et al., 2016). Posteriormente ocorreram surtos no sudeste da

Asia e ao longo das ilhas do Oceano Pacifico (loos et al., 2014).

De 2013 a 2015, a linhagem asiatica alcangou o Brasil e, posteriormente,
disseminou-se pela América do Sul e América Central (Cugola et al., 2016). O primeiro
caso de infeccdo pelo ZIKV confirmado no Brasil foi em maio de 2015, porém, analises
filogenéticas sugerem que a introducdo do ZIKV nas Américas ocorreu entre maio a
dezembro de 2013, pelo menos doze meses antes do primeiro caso confirmado no Brasil
(Faria et al., 2016). Essa estimativa coincide com o aumento de turistas vindos de avido

ao Brasil de areas consideradas endémicas (Faria et al., 2016).



Desde sua introducdo no Brasil, 0 ZIKV rapidamente se espalhou por todo o
territério nacional, com estimativas preliminares de 440.000 a 1,3 milhGes de pessoas
infectadas até dezembro de 2015 e casos autoctones de infeccdo foram detectados em 26
paises nas Américas (Bayer et al., 2016; Moreira et al., 2016). Em virtude dessa rapida
disseminacdo e gravidade da doenca, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em
fevereiro de 2016 decretou o surto como uma emergéncia de saude pablica de ambito
internacional, contudo, em novembro do mesmo ano, a OMS considerou que o virus Zika
e a microcefalia ndo eram mais emergéncia de satde internacional (WHO 2016).

1.4. Transmissao do virus
1.4.1. Do vetor ao homem

O ZIKV é uma arbovirose caracterizada pela transmissdo pela fémea do mosquito
vetor, sendo a principal forma de transmissdo do virus, conhecida como transmissao
vetorial (Petersen et al., 2016). O mosquito se infecta com o virus durante o repasto
sanguineo em um individuo infectado o qual tem a capacidade de se replicar e usar 0
mosquito-vetor como ‘amplificador’, no préximo repasto sanguineo, o0 mosquito
infectado podera transmitir o virus para o homem ou outro animal, inoculando-os na pele
(loos et al., 2014). O ZIKV circula no ciclo silvestre e urbano, sendo este tultimo melhor
descrito. As espécies A. aegypti e A. albopictus sdo as principais espécies envolvidas na
manutengdo do ciclo do ZIKV no ambiente urbano e silvestre, respectivamente. A
transmissdao do ZIKV por diversas espécies de mosquitos do género Aedes e outros
mosquitos, abrem a possibilidade de disseminacdo do virus onde o mosquito pode estar
presente, incluindo o sul da Europa e dos Estados Unidos da América (Revisado por
Rabaan et al., 2016).

1.4.2 Vias alternativas de transmissao

Além da via vetorial, existem outras vias de transmissdo ndo vetoriais sendo
avaliadas e sugeridas, como a via sexual, transfusdo sanguinea e transmissao congénita
(Petersen et al., 2016).

Um trabalho realizado por Garcia-Bujalance e colaboradores, detectou RNA viral,
apos trés meses do inicio dos sintomas, em sémen de dois individuos que retornaram de
areas endémicas (Garcia-Bujalance et al., 2017). Outros trabalhos suportam a hipétese de
que o virus possui a capacidade em permanecer (persisténcia viral) em liquidos

espermaticos humanos apds a resolucdo da infeccdo (revisado por Salam & Horby,



2017). Em ratos, também foi observado a capacidade do virus em permanecer no trato
genial feminino e liquidos seminais de ratos machos ap6s a infeccdo (McDonald et al.,
2017).

Em seu estudo Musso et al. (2015) encontraram achados laboratoriais que
propiciaram um maior suporte para a comprovacdo da transmissdo sexual. Durante a
epidemia de ZIKV na Polinésia Francesa, um paciente no Taiti apresentou
hematospermia e uma alta carga viral com particulas replicativas do ZIKV isoladas em
seu sémen, o que sugere a replicacdo do virus no trato genital masculino.

Além desses relatos de caso, um estudo em macacos Rhesus detectou a presenca
do ZIKV em fluidos vaginais apds a inoculacao do virus por via subcutanea (DUDLEY,
2016) e Prisant et al. (2016) encontraram 0 RNA do ZIKV por PCR em Tempo Real no
muco cervical de uma mulher infectada ap6s trés dias de manifestacdes clinicas da
doenca.

Em relacdo a transfusdo sanguinea, os casos assintomaticos da infeccdo sdo
considerados agravantes, por ndo ter certeza se essa seria uma possivel via de
transmissdo. No Brasil, um caso de transmissdo por transfusdo sanguinea ocorreu no
hemocentro da Universidade Estadual de Campinas no ano de 2015 (Zorzetto, 2016).
Devido a esss eventos, foram estabelecidas recomendacdes e guias a fim de evitar novas
ocorréncias (OMS, 2015). Em seu estudo, Musso e colaboradores, avaliaram 1.505
doadores de sangue, apesar de assintomaticos no periodo de doagdo sanguinea, observou-
se que 42 doadores (3%) tiveram seus resultados positivos para ZIKV confirmados pela

técnica de PCR em tempo real (Musso et al.,2014).

A transmissdo congénita reflete a preocupagdo com problemas relacionados ao
feto. Diversos estudos relacionaram a microcefalia com a capacidade do ZIKV de
atravessar a barreira placentaria em qualquer trimestre da gravidez, principalmente no
primeiro trimestre (Petersen et al., 2016; Cugola et al., 2016). Mlakar et al. (2016)
descreveram um relato de caso de uma gestante com histérico de infeccdo pelo ZIKV
durante sua estadia no Brasil. Com 29 semanas de gestagdo uma ultrassonografia revelou
que o feto apresentava microcefalia e calcificagcbes cerebrais. O feto foi abortado
cirurgicamente e legalmente em seu pais de origem, sendo detectada a presenca do ZIKV
no tecido cerebral fetal, mas ndo foi encontrado em qualquer outro 6rgdo ou tecido,
comprovando o forte tropismo pelas células cerebrais. Fémeas de camundongos gravidas

foram infectadas com a cepa brasileira de ZIKV (ZIKVBR), o0 estudo evidenciou que 0s



filhotes das gravidas que apresentaram a infec¢do possuiam um claro indicio de atraso no
desenvolvimento corporal, e um ensaio de gPCR demostrou a presenca de RNA viral em
varios tecidos desses recém-nascidos, com prevaléncia significativa no cérebro,
confirmando o neurotropismo viral e agressividade da cepa brasileira. Além disso, 0s
resultados indicam que o ZIKVBR é capaz de atingir as células progenitoras corticais,
induzindo a morte celular por apoptose e autofagia (CUGOLA et al., 2016). O ZIKV é
capaz de infectar células progenitoras do cortex neural, ocasionando problemas
transcricionais e um retardo no crescimento celular (TANG et al., 2016). Além das
alteracdes congénitas, ha outras manifestagdes neurologicas citadas em outros trabalhos,

incluindo mielites aguda e meningoencefalite (Aradjo et al., 2016).
1.5. Sintomatologia e diagndstico laboratorial e molecular

Os sintomas associados com 0 ZIKV sdo bem variados. Aproximadamente 80%
dos casos sdo assintomaticos. Porém, quando os sintomas ocorrem, sdo tipicamente
brandos e inespecificos. Isso inclui febre branda, conjuntivite ndo purulenta, erupcao

cutanea, artralgia com predominio nos pés e médos (Aguilar-Leon et al., 2016).

Outros virus, por exemplo, o virus Dengue, virus Chikungunya e virus Nilo Oeste
também causam sintomas clinicos similares aos do ZIKV, dificultando, por exemplo, o
diagndstico da doenca. O diagnostico laboratorial especifico da doenga € importante para
confirmar a infeccdo e seu agente patogénico, além de verificar se estd havendo co-

circulacdo de outros virus (Araujo et al., 2016).

Quando sintomaticos, existem testes moleculares considerados padrdo-ouro para
deteccdo do virus Zika, tal como RT-PCR (reacdo em cadeia pela polimerase em tempo
real) (CDC, 2017).

Outra possibilidade diagnostica é através de técnicas como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) para deteccdo de anticorpos ou outros componentes
especificos contra o ZIKV. Assim como observado no trabalho realizado por Lee e Zeng,
onde realizaram ELISA especifica para deteccdo de epitopos da proteina NS1 do ZIKV
(Lee & Zeng, 2017), contudo, técnicas soroldgicas tém suas limitagdes, dentre elas, a

reatividade cruzada com outros flavivirus, tal como dengue (Safronetz et al., 2017).

Outra forma de diagndstico é por parametros laboratoriais (quando ndo ha a
possibilidade de realizacdo de testes moleculares e ELISA) que indicam a infeccdo ser



pelo ZIKV, como a diminuicdo dos leucdcitos (leucopenia), diminuicdo das plaquetas
(trombocitopenia), niveis aumentados no soro de desidrogenase latica (LDH),
Transferase gama-glutamil-1 (GGT), além de marcadores de inflamacédo, incluindo,
proteina C reativa, fibrinogénio e ferritina (Dasti, 2016). Contudo, dentre todas as formas

diagnosticas, essa ultima é a menos realizada devido a sua alta inespecificidade.

1.6. Alteracdes neuroldgicas e oftamoldgicas

Durante o surto na América Latina em 2016, a infeccédo pelo ZIKV foi associada
ao desenvolvimento de diversas anormalidades fetais, que incluem abortos espontaneos,
natimorto, hidrocefalia, microcefalia e insuficiéncia placentaria que pode causar a

restricdo no crescimento intrauterino (Aradjo et al, 2016; Lazear et al., 2016).

No Brasil, as desordens neurolégicas foram associadas a infec¢do pelo ZIKV
devido ao aumento significativo destas a partir de julho de 2015 (Araudjo et al., 2016). A
média de casos de microcefalias era de 163 casos no periodo de 2001 a 2014; no entanto,
no dia 30 de janeiro de 2016 j& eram 4.783 casos de microcefalia e/ou ma formagdo no

sistema nervoso central (Aradjo et al., 2016).

, A infeccdo em mulheres gravidas é extremamente perigosa, pois o virus tem a
capacidade de atravessar a placenta e infectar o feto levando ao desenvolvimento de
desordens neuroldgicas como a microcefalia (Morris et al., 2017). A microcefalia é uma
condicdo rara no qual a circunferéncia da cabeca do bebé é menor ou igual a 32cm,
originando a ma formacdo congénita (Revisado por Rabaan et al., 2016). Quando em
adultos, a infeccdo pelo ZIKV pode levar a alteragfes neuroldgicas, como a sindrome de
Guillain-Barré (SGB). A SGB é uma neuropatia periférica autoimune pés-infec¢do que
pode produzir dor, fraqueza e paralisia. Usualmente essa condicdo é temporaria, porém,
SGB pode induzir a paralisia respiratoria, sendo fatal ao individuo quando néo assistido

adequadamente (Lazear et al., 2016).

No inicio de 2016 foram relatados casos de anomalias oftalmoldgicas em criancas
com microcefalia no Brasil, sendo estas, associadas a infeccdo por ZIKV. Dentre as
alteracbes constatadas estavam, calcificagdo intracerebral com mancha pigmentar

unilateral da macula e baixo reflexo foveal, atrofia macular, macha pigmentar focal da



retina, atrofia corioretinal, anormalidades no nervo otico, subluxacdo do cristalino e

colobomas na iris unilateral (Valentine et al., 2016).

1.7. Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

As citocinas constituem um grupo de proteinas que possuem a capacidade
funcional diversificada e possui uma variagdo em seu tamanho (8-40 kDa). Essas
proteinas sdo sintetizadas por células nucleadas e atuam de forma autdcrina ou paracrina
(Revisado por Cyster, 1999).

Existe um grupo de citocinas com baixo peso molecular (8-12 kDa) chamada de
quimiocinas, essas tém a funcgéo de atrair e ativar leucocitos. Outra forma de classificar as
citocinas € baseada em suas fungdes, de acordo com as funcbes desempenhadas, elas
podem ser chamadas de citocinas pro-inflamatoria ou anti-inflamatéria (revisado por
Zheng et al., 2016). As quimiocinas participam na recirculacdo de leucdcitos entre
tecidos e d6rgdos linfoides e/ou no trafego deles no compartilhamento do linfonodo e timo
(Revisado por Cyster, 1999).

Para ocorrer a eliminacdo de um agente patogénico ap6s uma infeccdo, incluindo
virus, é necessario o recrutamento e ativacdo dos leucécitos para o local infectado
(Melchjorsen et al., 2003). As quimiocinas sdo responsaveis pelo recrutamento dessas
células imune e, posterior, ativacdo no local da infeccdo e/ou inflamacdo (Fahey et al.,
2014; Revisado por kang & Shin, 2011). Essa migracdo ocorre devido a ligacdo de
quimiocinas aos seus receptores especificos acoplados a proteina G, que contém sete
dominios transmembrana e, sdo seletivamente expressos em diferentes células alvos
(Revisado por kang & Shin, 2011). Apoés a interacdo da quimiocina e seu receptor, inicia
a via de sinalizacdo que culminara na polarizacdo, migracdo e extravasamento de

leucdcitos (diapedese) do vaso sanguineo para o tecido (Fahey et al., 2014).

Até o presente momento, sdo conhecidos aproximadamente 50 diferentes
quimiocinas e 20 receptores. As quimiocinas possuem entre 80-120 residuos de
aminoéacidos (Melchjorsen et al., 2003), essas, sdo divididas em quatro subfamilias, CC,
CXC, CX3C e XC, onde X é um aminoacido e C é uma cisteina. Por exemplo, na
subfamilia CXC um aminoacido separa a primeira e terceira cisteina, enguanto na

subfamilia CC os primeiros dois residuos de cisteina sdo adjacentes um ao outro. Cada



subfamilia possui seu préprio receptor e consequentemente fungbes diferenciadas
(Baggiolini et al., 1997).

Muitas quimiocinas exercem fungdes redundantes, a fim de evitar transtornos na
hora da nomeacdo das citocinas, as quimiocinas passaram por uma nomenclatura
sistematica logica. Onde cada receptor é nomeado de acordo com a subfamilia de
quimiocinas no qual representa, por exemplo, as subfamilias CC e CXC, acrescenta-se a
letra R designando ‘receptor’ e um numero (esse nimero ¢ baseado na ordem cronoldgica
da identificacdo). Entdo, os receptores ficaram assim representados CCR e CXCR

respectivamente (Thorpe, 2002).

Desde a descoberta das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, diversos
estudos vem demonstrando suas fungdes sobre diferentes tipos de leucécitos e outros

tipos celulares em resposta a infeccdo (Baggiolini et al., 1997).

Contudo, niveis acentuadamente elevados ou reduzidos dessas citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento em determinadas doencas, estdo associadas a
imuno-patogénese. Como observados em infecgdo pelo virus do Nilo Oeste, onde niveis
elevados de MCP-1, que tem como principal fungdo atrair mondcitos ( Baggiolini et al.,
1997), estdo ligados a danos teciduais (Huang et al., 2011), na infeccdo pelo virus
Dengue em camundongo estd associado a hemorragias intensas, danos hepaticos e
consequentemente morte (Phanthanawiboon et al., 2016). As quimiocinas MIP-1a, MIP-
1B estdo associadas a adesdo e migracdo celular ( mondcitos, linfocitos, células
dendriticas) (Owen-Lynch et al., 2009). E niveis elevados de MIP-1a, MIP-1B na
infeccdo pelo virus Dengue foram associados a imuno-patogénese da doenca, assim como
niveis elevados de TNF-a, IFN-y (Spain-Santana, Marglin and Rothman, 2001;
Rathakrishnan et al., 2012; P6voa et al., 2016; Inyoo et al., 2017). A quimiocina
RANTES possui propriedade quimiotaticas sobre células inflamatérias (Wen et al., 2014)
e niveis elevados desse mediador imune foi associado ao aumento da gravidade da
doenca, na infeccdo pelo virus Zika (Kam et al.,, 2017) e Dengue (plaquetopenia)
(Rathakrishnan et al., 2012).

GM-CSF estd envolvido em proliferacdo celular, diferenciacdo e ativacdo de
monocitos, granulécitos e células dendriticas ( revisado por Rosler & Herold, 2016;

Sadeghi et al., 2016). Assim como FGF que estd envolvida na proliferacdo celular,



crescimento do tecido e diferenciacdo (Suzuki et al., 2016). Niveis reduzidos de GM-CSF
(Rathakrishnan et al., 2012) FGF (Rathakrishnan et al., 2012) foram associados ao

agravamento na infeccdo pelo virus Dengue.

Outros mediadores imunes, tal como VEGF estdo associados a angiogéneses de
células endoteliais tumorais (Zhao et al., 2016), bem como IL-8 no qual sua ativacéo
massiva pode promover a progressao de canceres (Revisado por Long et al., 2015; Zhang
et al., 2016), outros mediadores, PDGF, estdo associados a angiogéneses durante a

formacéo dos ossos (L.i et al., 2016).

Niveis elevados de eotaxina na asma alérgica estdo associados a gravidade da

doenca (revisado por Larose et al., 2017).

A quimiocina G-CSF estimula a medula 6ssea a produzir células tronco
hematopoiéticos e granuldcitos (Wu et al., 2016). Diversos estudos mostram a capacidade
do G-CSF em promover a proliferacdo celular, plasticidade neuronal e desenvolvimento
de habilidade motora (Li et al., 2016), além de aumentar a atividade dos neutrofilos (Lee
et al., 2016). Diversos estudos mostram seus efeitos neuroprotetor através da angiogénese
e neurogénese (Kang & Park, 2015), tem a capacidade acelerar a recuperagéo da medula

Ossea (Barroso-Sousa et al., 2016).

1.8. Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento na infec¢éo pelo ZIKV

Em relacdo ao perfil inflamatdrio na infeccdo pelo ZIKV, existe uma escassez de
informacBes quanto aos aspectos imunoldgicos. Um estudo realizado em 2016 avaliou o
perfil de citocinas no soro de seis pacientes nas fases aguda (periodo inferior a 10 dias de
infeccdo) e de convalescéncia (periodo superior a 10 dias de infeccdo) (Tappe et al.,
2016). Os autores verificaram um aumento das seguintes citocinas na fase aguda: IL-1p,
IL-6, IL-10, IL-13, proteina induzida por interferon y (IP-10), RANTES, MIP-1a, fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), IL-2, IL-4, IL-9 e IL-17. Na fase de
convalescéncia, as citocinas IL-1p, IL-6, IL-10, IL-13, IP-10, RANTES, MIP-1a, VEGF
permaneceram aumentadas, mantendo o mesmo perfil da fase aguda. Porém, nessa fase,
houve um aumento das citocinas IL-8, MIP-1, fator de crescimento fibroblasto (FGF),
fator estimulante de col6nia granulécito-macrofago (GM-CSF) (Maharajan et al., 2016;
Tappe et al., 2016).



Em outro estudo, avaliou-se o crescimento do ZIKV em células pulmonares
(A549), mostrando que o virus conseguiu infecta-las eficientemente, bem como estimular
uma rapida secrecdo de IL-1-B, IL-6, IL-8, MCP-1 e IFN-B, tendo este ultimo,
prolongado o tempo de sobrevida das células infectadas, provavelmente por seu efeito

antiviral exercer potencial protecao contra o virus. (Frumence et al., 2016.)

Um estudo avaliou o crescimento do ZIKV em ceélulas glomerulares (podocitos
glomerular, células endoteliais glomerulares renais e células mesangiais), mostrando que
essas células sdo permissivas a infeccdo pelo virus, bem como estimular a producao de
IL-18, RANTES e IFN-B, tendo esse ultimo prolongado a sobrevida das células
infectadas, tornando o glomérulo como um potencial reservatdrio viral no compartimento
renal (Alcendor, 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Desde 2015, no Brasil, depois de exaustivas evidéncias, observou-se uma associacao
entre a infeccdo pelo virus Zika, microcefalia e sindrome de Guillain-Barré. Doencas
autoimunes, como a sindrome de Guillain-Barré, podem ocorrer quando o sistema imune
responde de forma exacerbada, levando ao desenvolvimento da doenga. Considerando
que estamos diante de uma doenca inédita e com propor¢cbes ainda ndo totalmente
esclarecidas, é necessario estudar os mediadores imunes no contexto da infeccdo pelo
virus Zika em area endémica para o melhor entendimento dos aspectos inflamatorios e
imunes da infeccdo. Uma vez que individuos expostos ao virus Dengue, quando
infectados posteriormente pelo virus Zika, podem montar uma resposta imune mais
rapida e com maior magnitude. Goids apresenta um cenario favoravel para a infeccao
pelo ZIKV, considerando a co-circulacdo do virus Dengue e pela alta cobertura vacinal
contra febre amarela. Segundo a secretaria do estado de salde, a regido metropolitana de
Goiania apresenta uma das taxas mais elevadas de incidéncias de dengue do Brasil,
devido a alta infestacdo de Ae. Aegypti (SES, 2017). Ao longo dos anos, as citocinas ja
ttm sido amplamente estudadas em diversas patologias por atuarem na
ativagdo/recrutamento de leucdcitos e assim, modularem a resposta inflamatoria frente a
antigenos. Com a necessidade de melhor entendimento da imuno-patogénese dessa
infeccdo e a escassez de informacdo relacionada ao perfil de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento associados a infeccdo pelo ZIKV, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o perfil de mediadores imunolégicos durante a infec¢do pelo virus Zika nas fases

aguda e convalescente da infeccdo em area endémica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o perfil de mediadores imunoldgicos durante as fases aguda e convalescente na

infeccdo do virus Zika em area endémica.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Confirmar a infeccdo viral em individuos suspeitos de infeccéo pelo virus Zika;
3.2.2 Descrever as caracteristicas sociodemograficas e clinicas da populagédo estudada;
3.2.3 Caracterizar os perfis plasmaticos de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento nos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda da infeccdo;

3.2.4 Comparar os perfis plasméticos de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
nos individuos infectados pelo virus Zika nas fases aguda e convalescente da infec¢éo;
3.2.5 Investigar possiveis associacdes entre o0s niveis plasmaticos de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento com sintomas e viremia durante a fase aguda da

infeccdo.

12



4 METODOS

4.1 Local e Populagdo de Estudo

O local de estudo foi 0 municipio de Goiania. Esse apresenta clima tropical, que é
propicio para a proliferacdo do mosquito Aedes aegypti, principal vetor do ZIKV no
Brasil.

O presente estudo foi constituido por 176 individuos com suspeita de infeccéo
pelo ZIKV. Os individuos foram recrutados do cais Guanabara, PUC-GO e clinicas
particulares de Goiénia entre 0os meses de janeiro a maio de 2016. Dos 176 individuos
analisados, 36 individuos foram positivos para ZIKV e 6 foram recrutados novamente
apos 20 dias do inicio dos sintomas para outra coleta de sangue para avaliar a fase
convalescente. As amostras sdo de conveniéncia e foram coletadas no Laboratério da
PUC-GO. Todas as amostras foram analisadas pela técnica da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase em Tempo Real (RT-PCR) a fim de investigar a infec¢do pelo ZIKV e excluir
a infeccdo por CHIKV e DENV, pois essas duas infeccBes apresentam sintomatologia
bem semelhante a infec¢do causada pelo ZIKV. O grupo controle foi constituido por 28
individuos saudaveis e as amostras foram obtidas da Central Goiana de Sorologia e
Imunohematologia.

4.2 Consideragdes Eticas

Os individuos dispostos a participar voluntariamente da pesquisa assinaram 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1). Projeto aprovado pelo comité
de ética da PUC-GO, parecer: 46073815.9.0000.00370 (ANEXO 2).

4.3 Critérios de Inclusao

Foram incluidos na pesquisa os individuos que apresentaram quadro clinico
sintomatologico sugestivo de infeccdo pelo ZIKV, como exantema, cefaleia, febre,

mialgia, artralgia, hiperemia conjuntival, edema, nauseas, ganglios infartados, diarreia.
4.4 Critérios de Excluséo

Foram excluidos desta pesquisa individuos que ndo apresentaram quadro
sintomatologico sugestivo de infeccdo pelo ZIKV, mulheres gravidas, os individuos que
estavam fazendo uso de anti-inflamatorios e/ou apresentaram co-infec¢éo, também foram

excluidos da pesquisa individuos positivos para dengue e chikungunya.
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4.5 Ficha de Investigacdo

Os participantes do estudo responderam a uma ficha de investigacdo abordando
aspectos como idade, género, inicio dos sintomas, sintomas, dados clinicos e laboratoriais
(Apéndice I).

4.6 Amostras de Sangue

Tanto para avaliar a fase aguda quanto a convalescente, foram colhidos 50 mL de
sangue de cada paciente através da puncdo venosa. As amostras foram colhidas no
sistema a vacuo (adaptador vacutainer) e o sangue foi coletado no tubo contendo
anticoagulante heparina (40 mL), tubo contendo anticoagulante EDTA (5 mL) e tubo sem
anticoagulante (5 mL). O sangue foi centrifugado por 10 minutos a 2.500 rpm e o
soro/plasma foram coletados. O soro, o plasma EDTA e o plasma heparina foram
aliquotados em tubos do tipo eppendorf de 1, 5 ml e armazenados no freezer — 80 °C. O
plasma EDTA foi utilizado para extracdo do RNA viral e dosagem de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento. O plasma heparina, soro e PBMC (células
mononucleares do sangue periférico) foram armazenados para posteriores experimentos.

Alguns individuos também coletaram urina para a confirmacéao da infec¢do por RT-PCR
4. 7 Quantificacao dos Mediadores pelo Método Luminex

Os niveis das citocinas foram determinados utilizando um imunoensaio com
microesferas do tipo multiplex. Foram adicionados 50 microlitros das amostras de plasma
EDTA para andlise do Fator estimulador de colbnia de granulécito (G-CSF), Fator
estimulador de colénia granuldcito-macréfago (GM-CSF), proteina quimioatrativa de
mondcito (MCP-1), proteina inflamatoria derivada de macréfago - 1a (MIP-1a), proteina
inflamatoria derivada de macrofago - 1B (MIP-1B), Fator de necrose tumoral (TNF-a),
interferon - y (IFN-y), Regulada sob ativacdo, expressa e secretada por células T normais
(RANTES), EOTAXINA, Fator de crescimento de fribroblasto (BASIC FGF), Fator de
crescimento derivado de plaqueta fracdo BB (PDGF-BB), Fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), Proteina 10 induzida por interferon-y (IP-10) e interleucina 8 (IL-8)
usando um kit disponivel comercialmente (kit M500KCAFQOY 27 cytokine plex, BioRad,)
em um analisador Luminex (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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O desenho da placa foi definido segundo o nimero de amostras, controles e padrdes
quantitativos. Logo apos, as microesferas revestidas com anticorpos monoclonais contra
0s 27 alvos diferentes analisados foram adicionados aos pocos. As amostras e padrdes
(variando de 0,13 a 2.000 pg/ml para cada analise) foram pipetados nos po¢os. Os pocos
foram lavados e aspirados, e uma mistura de anticorpos biotinilados secundérios foi
adicionada. Ap6s a incubacdo por 1 hora, estreptavidina conjugada com a proteina
fluorescente, R-ficoeritrina (estreptavidina-RPE) foi adicionada as microesferas e
incubada por 30 minutos. Apds a lavagem para remogdo dos reagentes ndo aderidos, foi
adicionada aos pocos com as microesferas (minimo de 100 por andlise) uma solucao
tampdo sheath fluid (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) para serem analisadas no
analisador de microesferas (Luminex 100™, Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA). As
concentracdes das amostras desconhecidas foram estimadas a partir da curva padréo,
utilizando o Bio-Plex Manager Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Os

niveis das citocinas foram expressos como quantidade total por poco (pg/mL).

Tabela 1 - Limite de deteccéo das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento.

Mediadores Limite de Mediadores Limite de
imunes deteccéo imunes deteccéo
(pg/mL) (pg/mL)
L-8 1,0 MCP-1 11
Eotaxina 25 MIP-1a 1,6
FGF 19 MIP-1 2,4
G-CSF 1,7 PDGF-BB 2,9
GM-CSF 2,2 RANTES 1,8
IFN-y 6,4 TNF-a 6,0
IP-10 6,1 VEGF 3,1

Tabela 1- limite deteccdo das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Limite minimo de

deteccao(cut-off) dos mediadores imunes, segundo o kit do fabricante.
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4.8 Extracdo de RNA viral

O RNA viral total foi isolado no plasma dos pacientes pelo kit QlAamp®Viral
RNA Mini (Qiagen). O kit fundamenta-se em propriedades de ligacdo seletiva do RNA
viral em uma membrana a base de gel-silica sob o0 processo de micro centrifugacdo. No
inicio do procedimento foi realizado o preparo dos reagentes. Em um tubo foi adicionado
310 pL de AVE (agua livre de RNase contendo 0.04% de azida sodica) contendo 310ug
de RNA transportador liofilizado para obter uma solucdo de 1 pg/uL. O reagente AVL
(detergente para auxiliar na desnaturacdo das moléculas de RNase) vem pronto para uso.
Para o preparo do AW1 foi adicionado 19 mL do concentrado de AW1 mais 25 mL de
etanol (96%) no tubo, obtendo um volume final de 44 ml. Para o preparo do AW2, foram
adicionados 13 mL de concentrado de AW2 mais 30 mL de etanol (96%). Todos esses
preparos foram realizados para obter os reagentes estoques. Para realizar a extracdo de
uma Unica amostra foi adicionado 0,56 ml de AVL (inativacdo de RNases) e 5,6 uL de
RNA-AVE (melhora a ligacdo do RNA viral intacto a membrana QlAamp) no tubo de
1,5 ml. Foram adicionados 140 uL de plasma heparinizado nesse tubo e passado no
vortex (pulso) por 15 segundos para homogeneizacdo. Apos esse procedimento, o tubo
ficou em temperatura ambiente (15-25°C) por 10 minutos. Para remover goticulas da
solucdo da tampa, essa amostra foi centrifugada brevemente. Apds esse procedimento,
foram adicionados 560 pL de etanol (96%) no tubo e misturado no Vortex por 15
segundos e brevemente centrifugado para remover goticulas da tampa do tubo. Foram
adicionados 630 pL da solucdo preparada no tubo de 2 ml (tubo de recolha) e
centrifugado por 1 minuto a 6.000g (8.000 rpm). Apds esse procedimento, o tubo foi
colocado na coluna QlAamp e foram adicionados 560 pL de etanol (96%) no tubo e
misturado no Vértex por 15 segundos e brevemente centrifugado para remover goticulas
da tampa do tubo. Foram adicionados 630 pL da solugdo preparada no tubo de 2 mL
(coluna) e centrifugado por 1 minuto a 6.000g (8.000 rpm). Apds esse procedimento, o
tubo de 2 mL foi colocado dentro da coluna QlAamp e adicionado 630 pL da solucéo
preparada no tubo de 2 mL (coluna) e centrifugado por 1 minuto a 6.000g (8.000 rpm).
Realizado essa etapa, foram adicionados 500 mL da solucdo AWL1 no tubo de 2,0 mL e
centrifugado por 1 minuto a 6.000g (8.000 rpm). Apds essa lavagem, o tubo contendo o
filtrado foi descartado. O tubo foi aberto e adicionado 500 puL de AW2 e centrifugado por
3 minutos a 20.000g (14.000 rpm). Por fim, o RNA final foi eluido em 60 puL de tampéo
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AVE (agua livre de RNase que contém azida de sodio, que previne crescimento

microbiano e contaminacdo por RNase) e estava pronto para uso.
4.9 PCR em tempo real para o virus Zika

O kit para deteccdo do RNA viral utilizado foi o Zika Virus PCR (Bioclin®, Bio
gene Zika virus PCR- K-203-6). Esse se baseia na transcri¢do reversa do genoma viral, a
partir do RNA viral, obtendo-se um DNA complementar (cDNA), com posterior PCR em
Tempo Real utilizada para amplificagdo do RNA viral. O kit possui todos os reagentes
necessarios para amplificacdo, primers e uma sonda fluorescente especifica para o ZIKV
(FAM), bem como um controle interno (VIC) e padrao, fornecidos para a validacdo do
teste. A deteccdo do RNA viral e do controle da extracdo nas amostras foram realizadas
pelo termociclador PCR Real Time (Light Cycler® 480 Il, Roche). A curva padrdo foi
validada através do coeficiente de correlacdo (R2), onde a faixa permitida foi considerada
valida somente quando 0,99 < R? < 1,00. Para o controle negativo: Quando FAM e VIC
(fluoréforo — componente molecular que emite luz) séo indeterminados, o resultado foi
considerado negativo e amplificacdo é valida. O resultado foi considerado valido quando
o valor de CT foi menor ou igual a 38. O kit é capaz de detectar de 10 a 1.000.000 de
copias por reacdo. O kit apresenta sensibilidade clinica de 99,9% e especificidade clinica
de 99,9%. O software do termociclador calcula automaticamente a concentracdo das

amostras.

A fim de excluir co-infec¢des, foram realizadas sorologia e RT-PCR para dengue
e CHIKV com kits similares da Biolab por colaboradores do laboratério de Nucleo de
Estudo e Pesquisas Imunoldgicas (NEPY), sob a coordenacdo da Prof2 Dr? Irmtraut Araci
H. Pfrimer, localizado na PUC-GO.

4.10 Andlises Estastisticas

Os dados epidemiologicos dos sujeitos do estudo foram analisados pelo programa
Microsoft Excel. As andlises estatisticas das concentracfes de citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism 5.0
(Graphpad software, San Diego, CA, USA).

As comparag0es entre os niveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

dos pacientes ZIKV positivos com o grupo controle ou entre fase aguda e fase

17



convalescente foram realizadas por teste ndo paramétrico, Mann-Whitney U test, com
Intervalo de Confianca de 95% (IC95). Para investigar possiveis associacdes entre
concentragfes de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento e nimero de sintomas
dos individuos ou valores obtidos de CT no PCR em tempo real para o virus Zika foi
utilizado o teste de correlacdo de Spearman. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p<0,05.

4.10 Desenho experimental
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos Individuos do Estudo

Nesse estudo, foram incluidos 176 individuos com sintomas de fase aguda da
infeccdo pelo ZIKV. Das 176 amostras analisadas por PCR em Tempo Real para o ZIKV,
140 (79,54%) foram negativas e 36 (20,45%) foram positivas. Das 36 amostras positivas,
22,2% (8) eram de pacientes do sexo masculino e 77,8% (28) eram do sexo feminino.
Dos 28 doadores saudaveis, 22 eram do sexo masculino e 06 do sexo feminino, com
média de idades 33,7 e 34 anos para mulheres e homens, respectivamente, como mostra a
Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas demograficas dos pacientes com ZIKV e doadores
saudaveis.

Género Infeccéo por Idade (anos) Doadores saudaveis Idade (anos)
ZIKV (n=36) Média (min-max) (n=28) Média (min-max)
M 8 (22,2 %) 36,3 (18-61) 22 (78,5%) 34 (19-59)
F 28 (77,8 %) 36,9 (23-68) 6 (21,5 %) 33,7 (18-32)
M: masculino F: feminino min: minima max; maxima

Quando os pacientes foram questionados se realizaram algum tipo de viagem nos
ultimos 30 dias antes da infeccdo pelo virus Zika, 14 (38,8%) relataram viagem, 12
(33,3%) ndo se deslocaram de Goiania e 10 (27,9%) ndo informaram. As coletas foram
realizadas principalmente no 2° dia ap06s o inicio dos sintomas. A Tabela 3 resume as

caracteristicas dos individuos participantes do estudo.
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Tabela 3. Caracteristicas dos individuos infectados pelo ZIKV.

N° dos Género Idade Dias de Viagens nos
Individuos (anos) sintomas altimos 30 dias
1 F 34 N/I N/l
2 F 33 N/I N/I
3 M 36 N/I N/l
4 M 55 2 Sim
5 F 32 3 Nao
6 F 40 3 Sim
7 M 61 4 Sim
8 F 60 8 Néo
9 F 68 15 Nao
10 M 18 2 Sim
11 F 33 9 N/I
12 F 28 2 N/I
13 F 22 2 N/I
14 F 56 6 Néo
15 F 68 3 N/I
16 F 38 3 Sim
17 F 53 3 Sim
18 F 34 3 Sim
19 F 36 4 Nao
20 F 47 4 Né&o
21 M 24 3 Sim
22 F 37 2 Nao
23 F 39 2 Nao
24 F 36 8 Néo
25 F 37 N/I Sim
26 M 18 6 N/I
27 F 34 2 Sim
28 F 25 6 N/l
29 F 42 4 N/I
30 F 30 2 Sim
31 F 23 8 Néo
32 M 56 4 Nao
33 F 36 2 Sim
34 F 49 4 Nao
50 F 28 4 Sim
51 M 18 5 Sim

N/I = N&o informado; F = feminino; M = masculino
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As principais manifestacdes clinicas apresentadas pelos individuos infectados
pelo ZIKV estdo listadas na Tabela 4. Entretanto, exantema e cefaleia, foram os

principais sintomas associados aos individuos infectados.

Tabela 4 — Principais manifestaces clinicas apresentadas pelos individuos
infectados pelo ZIKV.

ManifestacGes Clinicas N° de individuos (%0)
Exantema 30(83,3)
Cefaleia 22 (61,1)
Febre 18 (50)
Mialgia 18 (50)
Avrtralgia 18 (50)
Hiperemia Conjuntival 13 (36,1)
Edema 10 (27,7)
Nauseas 8(22,2)
Ganglios Infartados 6 (16,6)
Diarreia 4(11,1)

Tabela 4 — Principais manifestacdes clinicas apresentadas pelos individuos infectados pelo ZIKV. As
principais manifestagdes clinicas observadas nos individuos Zika* foram exantema (83,3%) e cefaleia
(61,1%).

Tabela 5. Valores de CT do PCR em tempo real para ZIKV nos individuos ZIKV+.

Identificacao dos RT-PCR para Identificacao dos RT-PCR para
individuos ZIKV (CT) individuos ZIKV (CT)
1 30,94 19 38,92
2 32,49 20 36,73
3 33,12 21 37,88
4 21,74 22 32,66
5 27,21 23 32,66
6 24,29 24 29,71
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7 24,24 25 29,20

8 27,45 26 32,05
9 33,68 27 33,19
10 33,92 28 27,42
11 29,28 29 31,77
12 27,21 30 31,06
13 31,32 31 33,16
14 34,10 32 31,77
15 29,41 33 35,85
16 33,35 34 35,82
17 27,28 50 35,33
18 31,25 51 38,79

CT —do inglés cycle threshold. Curvas de monitoramento de fluorescéncia que ilustram a amplificagcdo em
tempo real. O nivel de fluorescéncia computado para cada amostra é aquele suficiente para atingir um
limiar de deteccéo igual para cada conjunto de primers/amostras testado e por convencdo denominado de
CT.

5.2. Niveis plasmaticos de citocinas inflamatdrias, IFN-y e TNF-a, durante a fase

aguda da infeccdo pelo ZIKV.

Na fase aguda da infeccdo pelo ZIKV, houve uma elevagdo na concentragdo
plasmética de interferon-y (IFN-y) quando comparados aos doadores saudaveis, como
mostrado na Figura 1A. N&do houve diferenca significativa em relacdo aos niveis

plasmaticos de TNF em relacéo aos controles (Figura 1B).
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Figura 1. Niveis de IFN-y e TNF-a no plasma dos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda
e dos doadores saudaveis. A dosagem dessas citocinas foram realizadas no plasma dos individuos em
fase aguda na infeccdo pelo virus Zika e dos individuos controles (doadores sudaveis, DS) pelo método
multiplex e os resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo nos graficos representa a concentragdo
plasmética da citocina de um individuo. As linhas horizontais representam medianas. Foi utilizado o teste

ndo paramétrico Mann-Whitney. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

5.3. Niveis plasmaticos de quimiocinas durante a fase aguda da infeccédo pelo ZIKV

Na fase aguda da infeccdo pelo ZIKV, houve uma elevacdo na concentracdo
plasméatica do IP-10 (Figura 2A) e RANTES (Figura 2B) quando comparados aos
doadores saudaveis. Observou-se uma tendéncia de aumento dos niveis plasmaticos de
MCP-1 na fase aguda da infec¢do (p=0.0534) em relacdo aos doadores saudaveis (Figura
2C). Néo foram observadas diferencas significativas entre os niveis plasmaticos de
Eotaxina (Figura 2D), MIP-1a (Figura 2E), MIP-1p (Figura 2F) e IL-8 (Figura 2G)
em individuos infectados pelo ZIKV na fase aguda e individuos saudaveis.
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Figura 2. Niveis de MIP-1a, MIP-1B, RANTES, Eotaxina, IP-10, MCP-1 e IL-8 no plasma
dos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda. A dosagem dessas quimiocinas foram
realizadas no plasma dos individuos em fase aguda na infeccdo pelo virus Zika e dos individuos controles
(doadores sudaveis, DS) pelo método multiplex e os resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo
nos graficos representam a concentracdo da quimiocina de um individuo. As linhas horizontais representam
medianas. Foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Foram considerados estatisticamente

significantes valores de p < 0,05.
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5.4. Niveis plasmaticos de fatores de crescimento durante a fase aguda da infecgdo
pelo ZIKV

Quando avaliados os niveis plasmaticos dos fatores de crescimento G-CSF
(Figura 3A) e GM-CSF (Figura 3B), FGF (Figura 3C), PDGF-BB (Figura 3D) e
VEGF (Figura 3E) ndo foram observadas diferencas estatisticas em relacdo aos

individuos saudaveis.
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Figura 3. Niveis de G-CSF, GM-CSF, FGF, PDGF e VEGF no plasma dos individuos infectados pelo
Zika virus na fase aguda e dos doadores saudaveis. A dosagem desses fatores de crescimentos foram
realizadas no plasma dos individuos em fase aguda na infeccéo pelo virus Zika e dos individuos controles
(doadores sudaveis, DS) pelo método multiplex e os resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo
nos gréaficos representa a concentracdo plasmatica desses fatores de crescimento de um individuo. As linhas
horizontais representam medianas. Foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Foram

considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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5.5. Comparacdo dos niveis plasmaticos de citocinas nas fases aguda e de
convalescenca

Quando comparada as fases aguda e convalescente de 6 individuos infectados
pelo ZIKV, ndo se observou diferencas estatisticas nos niveis plasmaticos de TNF-o

(Figura 4A) e IFN-y (Figura 4B) na fase convalescente quando comparado a fase aguda.
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Figura 4. Niveis de TNF-o. e IFN-y no plasma dos individuos infectados pelo Zika virus na fases
aguda e convalescente. A dosagem dessas citocinas foram realizadas no plasma dos individuos nas fases
aguda e convalescente na infeccéo pelo virus ZIKA pelo método multiplex e os resultados foram expressos
em pg/mL. Cada simbolo nos gréaficos representa a concentracdo da citocina de um individuo. As linhas
horizontais representam medianas. Foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Foram

considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

5.6. Comparacdo dos niveis plasmaticos de quimiocinas nas fases aguda e de

convalescenca

Quando comparados os niveis plasmaticos de quimiocinas nas fases aguda e
convalescente de 6 individuos infectados pelo ZIKV, apenas IP-10 (Figura 5A)
apresentou diferencas estatistica. Os niveis plasmaticos das quimiocinas MIP-1a (Figura
5B), MIP-1B (Figura 5C), RANTES (Figura 5D), Eotaxina (Figura 5E), MCP-1 (figura
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5F), IL-8 (Figura 5G) ndo apresentaram diferencas significativas quando comparadas as

fases aguda e convalescente da infeccdo pelo virus Zika.
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Figura 5. Niveis de MIP-1e, MIP-1f, RANTES, Eotaxina, IP-10, MCP-1 e IL-8 no plasma

dos individuos infectados pelo Zika virus nas fases aguda e convalescente. As dosagens dessas

quimiocinas foram realizadas no plasma dos individuos nas fases aguda e convalescente na infec¢do pelo

virus ZIKA pelo método multiplex e os resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo nos graficos

representa a concentracdo da quimiocina de um individuo. As linhas horizontais representam medianas.

Foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney. Foram considerados estatisticamente significantes

valores de p < 0,05.
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5.7. Comparacao dos niveis plasmaticos de fatores de crescimento nas fases aguda e

de convalescenca

Quando comparada as fases aguda e convalescente de 6 individuos, os fatores de
crescimento G-CSF (Figura 6A), GM-CSF (Figura 6B), FGF (Figura 6C), PDGF-BB
(Figura 6D) e VEGF (Figura 6E) ndo apresentaram diferencas significativas na infeccao

pelo virus Zika.
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Figura 6. Niveis de G-CSF, GM-CSF, FGF, PDGF e VEGF no plasma dos individuos infectados pelo
Zika virus nas fase aguda e convalescente. As dosagens desses fatores de crescimento foram realizadas
no plasma dos individuos nas fases aguda e convalescente na infeccdo pelo virus ZIKA pelo método
multiplex e os resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo nos gréficos representa a concentragéo
da quimiocina de um individuo. As linhas horizontais representam medianas. Foi utilizado o teste ndo

paramétrico Mann-Whitney. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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5.8. Associacao entre os niveis plasmaticos de citocinas com o numero de sintomas

Investigamos se 0s niveis plasmaticos das citocinas estavam associados ao
nimero de sintomas dos individuos infectados pelo ZIKV durante a fase aguda da
infeccdo. N&o foram observadas correlacGes entre os niveis das citocinas IFN-y (Figura

7A) e TNF-a (figura 7B) e 0 nimero de sintomas apresentados pelos individuos.
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Figura 7. Associacdo dos niveis de IFN-y e TNF-a no plasma dos individuos infectados pelo virus
Zika na fase aguda e o numero de sintomas. Para avaliar a correlagdo entre citocinas e sintomas foi
utilizado o teste ndo paramétrico Spearman. Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo nos

graficos representa a concentracdo da citocina de um individuo. Foram considerados estatisticamente
significantes valores de p < 0,05.

5.9. Associacdo entre os niveis plasmaticos de quimiocinas com o0 numero de
sintomas

Investigamos se 0s niveis de plasmaticos das quimiocinas estavam associados ao
namero de sintomas dos individuos infectados pelo ZIKV durante a fase aguda da
infeccdo. As quimiocinas MCP-1 (Figura 8A), MIP-1a (Figura 8B), MIP-1p (Figura
8C), RANTES (Figura 8D), Eotaxina (Figura 8E), IP-10 (Figura 8F) e IL-8 (Figura
8G) ndo apresentaram correlacdo com o numero de sintomas.
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Figura 8. Associacdo entre os niveis plasmaticos de MIP-1a, MIP-18, RANTES, Eotaxina, IP-10,

MCP-1 e IL-8 no plasma dos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda. Foi utilizado o teste

ndo paramétrico Spearman para avaliar a correlagdo entre quimiocinas e sintomas. Foram considerados

estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

5.10. Associagdo entre os niveis plasmaticos de fatores de crescimento com o nimero

de sintomas

Investigamos se o0s niveis de plasmaticos dos fatores de crescimento estavam

associados ao numero de sintomas dos individuos infectados pelo ZIKV durante a fase

aguda da infeccdo. Os fatores de crescimento G-CSF (Figura 9A), GM-CSF (Figura
9B), FGF (Figura 9C), PDGF-BB (Figura 9D) e VEGF (Figura 9E) ndo apresentaram

correlagdo com o numero de sintomas.
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Figura 9. Associacdo de niveis plasmaticos de G-CSF, GM-CSF, FGF, PDGF e VEGF no plasma
dos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda e o nimero de sintomas. Foi utilizado o teste
ndo paramétrico Spearman para avaliar a correlacdo entre os fatores de crescimento e sintomas. Os
resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo nos gréaficos representa a concentracdo da citocina de
um individuo. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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5.11. Niveis plasmaticos de quimiocinas em diferentes dias apds surgimento de

sintomas

Investigamos se havia diferencas nos niveis plasmaticos de quimiocinas em
diferentes dias de aparecimento de sintomas dos individuos infectados pelo ZIKV durante
a fase aguda da infec¢do comparada aos niveis de quimiocinas detectados em individuos
controles. Apenas IP-10 apresentou niveis plasmaticos elevados em todos os grupos de
dias comparados.
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Figura 10. Niveis plasmaticos de IP-10 em diferentes dias de aparecimento dos sintomas
nos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda. Foi utilizado o teste ndo paramétrico ANOVA
para comparacao entre as concentragdes plasmaticas de IP-10 (pg/ml) em indviudos infectados agrupados
em intervalos de dias ap6s surgimento de sintomas e indiviudos controles (doadores saudaveis, DS). Os
resultados foram expressos em pg/mL. Cada simbolo no grafico representa a concentracdo da quimiocina

de cada um individuo. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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5.12. Associacao dos niveis plasmaticos de citocinas e carga viral

Investigamos se 0s niveis plasmaticos das citocinas estavam associados a carga
viral dos individuos infectados pelo ZIKV durante a fase aguda da infeccdo. IFN-y ¢ TNF

ndo apresentaram correlacdo com a carga viral.
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Figura 11. Associacdo entre os niveis plasmaticos de TNF-a e IFN-y no plasma dos individuos
infectados pelo virus Zika na fase aguda e a carga viral. Foi utilizado o teste ndo paramétrico Spearman
para avaliar a correlacdo entre citocinas e carga viral. Os resultados foram expressos em pg/mL. Cada
simbolo nos gréficos representa a concentragdo da citocina de um individuo. Foram considerados

estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

5.13. Associacao dos niveis plasmaticos de quimiocinas e carga viral

Investigamos se 0s niveis plasmaticos das quimiocinas estavam associados a
carga viral dos individuos infectados pelo ZIKV durante a fase aguda da infeccdo. O
MCP-1 (Figura 12A), MIP-1a (Figura 12B), MIP-1p (Figura 12C), RANTES (Figura
12D), IP-10 (Figura 12E), Eotaxina (Figura 12F) e IL-8 (Figura 12G) ndo

apresentaram correlacdo com a carga viral.
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Figura 12. Associacdo entre os niveis plasméaticos de MIP-1a, MIP-1B, RANTES, Eotaxina, IP-10,
MCP-1 e IL-8 no plasma dos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda. Foi utilizado o teste
ndo paramétrico Spearman para avaliar a correlagdo entre quimiocinas e carga viral. Os resultados foram
expressos em pg/mL. Cada simbolo nos gréaficos representa a concentracdo da quimiocina de um individuo.

Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

36



5.14. Associacao dos niveis plasmaticos de fatores de crescimento e carga viral

Investigamos se o0s niveis plasmaticos dos fatores de crescimento estavam
associados a carga viral dos individuos infectados pelo ZIKV durante a fase aguda da
infeccdo. Ndo foram encontradas correlacdo entre os niveis plasmaticos de G-CSF
(Figura 13A), GM-CSF (Figura 13B), FGF (Figura 13C), PDGF-BB (Figura 13D) e
VEGF (Figura 13E) e carga viral.
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Figura 13. Associacdo entre os niveis plasmaticos de G-CSF, GM-CSF, FGF, PDGF e VEGF no

plasma dos individuos infectados pelo virus Zika na fase aguda. Foi utilizado o teste ndo

paramétrico Spearman para avaliar a correlacdo entre fatores de crescimento e carga viral. Os resultados

foram expressos em pg/mL. Cada simbolo nos graficos representa a concentracdo do fator de crescimento

de um individuo. Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram investigados os mediadores imunes sistémicos em
pacientes com a infeccdo pelo virus Zika em éareas endémicas. Quantificou-se 14
moléculas (incluindo citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento) no plasma de
individuos infectados pelo virus Zika tanto na fase aguda quanto na fase convalescente, a

fim de avaliar o perfil imunoldgico desses individuos.

Os resultados mostraram aumento significativo apenas nos niveis plasméticos de
IFN-y, RANTES e IP-10 na fase aguda da infeccdo, além do aumento da quimiocina
MCP-1, porém, ndo significativo. Esses resultados demonstram que o0 virus tem a
capacidade de estimular a producdo de mediadores pré-inflamatorios que sdo importantes
para a sua eliminagdo. No entanto, os resultados demonstram também uma baixa
capacidade do virus em estimular a producdo de mediadores imunes, considerando que
apenas 3 dos 14 mediadores avaliados apresentaram em niveis significativamente mais
elevados quando comparados aos de individuos controles. Em um trabalho publicado
recentemente, foi observado a capacidade do ZIKV em ativar células T, tanto as
subpopulacdes CD4+ quanto CD8+ (Cimini et al., 2017). Esse fato associado aos altos
niveis de IFN-y observados no nosso trabalho e também por outros grupos em area
endémica (Kam et al., 2017) indicam que o ZIKV é capaz de ativar os linfocitos T CD4+
do perfil tipo | (Th1), sendo esse, muito importante para a resolucao da infeccdo. N&o foi
observada a capacidade do virus em estimular citocinas imunorreguladoras, como por
exemplo, IL-10 (dados do grupo ndo publicados), que sdo importantes para regular a
sintese e funcdo citolicas de outras citocinas do perfil Thl. Esse favorecimento na
producdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias promove um ambiente
acentuadamente pro-inflamatério, e esse ambiente pode resultar em apoptose e/ou
autofagia de células do hospedeiro, podendo assim, facilitar a disseminacdo do virus
através de efeitos citopaticos como observados em células placentarias e progenitoras

neurais (Liang et al., 2016), contribuindo para um desfecho desfavoravel para o paciente.

O IFN-y parece ndo ser tdo eficaz quanto interferon do tipo I (interferon-a) em
eliminar a infeccdo pelo ZIKV (Hirsche et al., 2016), devido a capacidade da proteina
viral NS5 em ativar simultaneamente as vias de sinalizagdo do IFN-y e da replicacéo

viral, como foi observado em infeccdo por ZIKV in vitro em células de linhagem
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tumorais SF268 e coriocarcinoma JEG3 (Chaudhary et al., 2017). Esses dados sugerem
que niveis plasmaticos elevados de IFN-y observados no presente estudo, podem esta
facilitando a disseminacdo das particulas virais atraves de danos teciduais, uma vez que
ndo ha niveis elevados de mediadores imunorreguladores para equilibrar o processo
inflamatdrio. Contudo, em outro trabalho, o IFN-y foi crucial para restringir a
disseminacdo do ZIKV para outras células que sdo permissivas a infeccdo, tais como
macrofagos, células dendriticas, monacitos, trofoblasto (Schmidt-Chanasit et al, 2016) e
sobrevida de animais infectados pelo ZIKV, como demonstrado no trabalho realizado em
camundongos deficientes de receptores de IFN Il no qual a infeccdo foi letal (Hirsch et
al., 2016), contudo, niveis plasmaticos normais de INF-y parece favorecer uma resposta
robusta contra ZIKV em areas ndo endémicas (Tappe et al., 2016). Os dados envolvendo
IFN-y sdo contraditorios, novos estudos mais aprofundados sdo necessarios para melhor

conclusdo do papel dessa citocina na infeccdo pelo ZIKV.

Os dados mostram niveis elevados da quimiocina IP-10, o que j& era esperado,
uma vez que niveis elevados de IFN-y regula positivamente a producdo de IP-10
(Chaudhary el al., 2017). Dentre as funcbes conhecidas dessa quimiocina, esta a
capacidade de induzir a ativagdo de integrinas e gerar uma migracdo direcionada de
diversos tipos celulares (células T ativadas, mondcitos, células NK) regulando, assim, o
nivel de inflamacdo (Lee et al., 2009). Juntamente com os subprodutos das células T, o
IP-10 atua sinergicamente para a producdo de IFN-y, pois as células T ativadas
aumentam a producdo dessa citocina, que por sua vez, estimula a producdo de novas
moléculas de IP-10, que vai atuar em outras células e especialmente nas células T
ativadas, estimulando e amplificando suas atividades pro-inflamatérias, fendmeno
conhecido como feedback positivo (Fallahi et al., 2016). Tem sido relatado na literatura
niveis elevados de IP-10 em outras infec¢des virais, tais como, virus Dengue (Fallahi and
Elia, 2016), Virus Nilo Oeste (Shirato et al., 2004) e também por doencas autoimunes
(Ruffilli et al., 2014). Contudo, niveis elevados dessa quimiocina tém sido associados
tanto a protecdo quanto a danos teciduais durante a infeccdo viral (Lee et al., 2009;
Shirato et al., 2004). No contexto da infeccdo pelo virus Zika, a quimiocina IP-10 tem
sido associada a um mal progndstico da doenca, pois mulheres gravidas que tiveram
niveis elevados de IP-10, além de outras moléculas imunes, tiveram fetos com alteraces
neuroldgicas, inclusive microcefalia (Kam et al., 2017). O IP-10 além de ndo oferecer

uma protecdo eficaz, ele pode levar a danos neuroldgicos (Ornelas et al., 2017).
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Semelhante aos nossos resultados, em um estudo recente com pacientes de area endémica
no Brasil (Campinas-SP), foram encontrados niveis aumentados de IFN-y e IP-10 em
pacientes durante a fase aguda quando comparados a estudos de areas ndo endémicas
(Kam et al., 2017). Tendo em vista que niveis elevados dessa quimiocina na infecgdo
pelo virus Dengue, Virus do Nilo Oeste e Zika esta associada ao dano, essa quimiocina
poderia ser utilizada como um biomarcador de mal prognostico nas infeccBes por
flavivirus. Além de provavelmente estar participando sinergicamente com IFN-y na
Imuno-patogénese da infeccéo.

Embora os niveis plasmaticos de IP-10 tenham permanecidos aumentados ao
longo de 15 dias ap6s o inicio dos sintomas quando comparado aos doadores saudaveis,
quando comparamos 0s niveis plasmaticos de IP-10 na fase aguda e convalescente,
observaram-se niveis reduzidos dessa quimiocina na fase convalescente. Talvez 0s niveis
dessa quimiocina tenham sido reduzidos devido a baixa viremia nos individuos, uma vez
que o virus estimula a producdo de IFN-y e esse poderia estimular a producdo da
quimiocina IP-10. Como os niveis plasmaticos de IFN-y na fase convalescente estavam
proximos dos niveis fisiologicos, isso poderia ser uma justificativa plausivel para a

reducao dos niveis plasmaticos de IP-10.

Em nossas avaliacdes, 0s niveis plasmaticos de RANTES apresentaram aumento
na fase aguda da infeccdo. O que pode ser um mal prognostico para os individuos
infectados. Pois como ja é bem estabelecido em infeccBes por virus, tal como, Virus do
Nilo Oeste (Shirato et al., 2004), essa quimiocina possui propriedades quimiotaticas
sobre células inflamatérias, além de ser produzida por linfocitos T, ela pode ser
produzida por monacitos e fibroblastos, sendo essas Ultimas permissivas a infec¢do (Wen
et al., 2014). Recente foi publicado um trabalho mostrando a capacidade do virus Zika
em estimular a producéo e secrecdo dessa quimiocina (Alcendor et al, 2017). Contudo, a
producdo exacerbada de RANTES, poderd favorecer o recrutamento de células
inflamatdrias e posteriormente levar a uma inflamacdo cronica, como relatado na
literatura em células da retina (Roach and alcendor, 2017). Nesse contexto, observou-se
que a ativagdo excessiva de células produtoras de RANTES pode ser prejudicial ao
hospedeiro (aumentando a inflamagdo), podendo promover anergia de células T
protetoras (Cimini et al., 2017), com isso facilitando a infeccdo de novas células-alvo e

disseminacéo da infeccéo.
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Tappe e colaboradores avaliaram 6 individuos em areas nao endémicas, e que
realizaram viagens para regifes de circulagdo do virus e observaram aumento nos niveis
plasméticos de VEGF, MIP-1a, RANTES, IP-10, 1L17, IL-13, IL-10, IL-9, IL-6, IL-4,
IL-2, IL-1B em fase aguda da infeccdo e quando avaliou a fase convalescente,
observaram niveis elevados de VEGF, MIP-1a, RANTES, IP-10, GM-CFS, IL-13, FGF,
IL-6, IL-10, IL-1p MIP-1B, ¢ IL-8 (Tappe et al., 2016). Em nosso trabalho, avaliamos 27
citocinas (13 destas ndo mostrada pelo grupo) e observamos niveis elevados de IFN-y,
IP-10 e RANTES na fase aguda e na fase convalescente apenas IP-10 permaneceu
aumentado, contudo, esses individuos foram avaliados em area endémica. Nossos dados
indicam que a infeccdo pelo ZIKV na fase aguda em areas endémicas tem um perfil
imune sisttmico mais discreto quando comparado a areas ndo endémicas, talvez pela
exposicdo constante dos individuos avaliados a fatores ambientais, uma vez que todos o0s
envolvidos nesse estudo moram em uma regido com alta circulacdo do virus Dengue,
somado a isso, a populacdo é massivamente vacinada contra o virus da febre amarela. O
contato direto ou indireto (vacina com virus atenuado) com esses virus estimulam o
organismo a montar uma resposta imune prévia (memdria). Uma vez expostos a outros
flavivirus , quando infectados pelo virus Zika, o sistema imune desses individuos
combatem o virus mais rapidamente, mesmo que por reacdo cruzada, tornando a infec¢éo
pelo ZIKV menos agressivo. Embora, os individuos desse estudo ndo tenham sido
acomponhados posteriormente para verificar complicagdes futuras.

Os niveis plasmaticos da quimiocina MCP-1 estavam aumentados na fase aguda,
porém, ndo de forma significativa (p=0.0534). No contexto da infec¢do por ZIKV, ha um
trabalho mostrando niveis normais de MCP-1 tanto nas fases aguda quanto convalescente
(Tappe et al., 2016). Também foram descritos niveis elevados de MCP-1 na infeccdo
ZIKV com comprometimento ocular (Roach and Alcendor, 2017), com complicagdes
neuroldgicas em fetos de mulheres que tiveram a infec¢cdo durante a gravidez (Kam et al.,
2017) e, em macacos Rhesus, foi associado a disseminacdo viral para varios tecidos,
como linfonodos, musculo e cérebro (Hirsch et al., 2017). Niveis elevados dessa
quimiocina foram observados em outras infecgdes virais, onde o MCP-1 teve o papel
associado a danos teciduais, como observados na infeccdo pelo virus da encefalite
japonesa em cérebros de individuos mortos (Ghoshal et al., 2007; Mishra et al., 2008).
Niveis elevados de MCP-1 tanto no liquido cérebro-espinhal quanto no cérebro de

pacientes acometidos pelo virus da encefalite japonesa foram associados a imuno-
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patogénese da infec¢do (Ghoshal et al., 2007; Mishra et al., 2008), assim como niveis
elevados no plasma de pacientes acometidos pelo virus Dengue (Lum et al., 2012).
Embora essa quimiocina seja importante para a prote¢cdo do hospedeiro, seus niveis
aumentados na infecgdo por flavivirus estdo mais associados & participagdo na
imunopatologia da doenca do que na protecdo, levando o individuo a um desfecho clinico

desfavoravel.

Nas analises das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento na fase aguda da
infeccdo pelo ZIKV, ndo foram observadas diferencas estatisticas em onze (78,5%) das
catorze moléculas avaliadas, sendo elas: eotaxina, MIP-1a, MIP-1p, IL-8, TNF-a, VEGF,
PDGF, GM-CSF, G-CSF e FGF nos pacientes quando comparados ao grupo de doadores
saudaveis. PDGF-BB ¢ responsavel por promover a proliferacdo celular e inibir a
apoptose e, juntamente com FGF e VEGF, sdo responsaveis pela manutencdo da rede
vascular (Cao et al., 2003). O fator de crescimento G-CSF é um importante fator de
crescimento para leucdcitos do sistema imune (Watt et al., 2003). Na infeccdo pelo virus
Dengue (dengue hemorrégica) niveis baixos de PDGF, FGF, VEGF foram associados a
fragilidade vascular e hemorragias devido a baixa quantidade de plaquetas
(trombocitopenia), o que justifica a diminuicdo de quimiocinas circulante na corrente
sanguinea. Nesse mesmo trabalho foram observados niveis baixos da quimiocina G-CSF,

0 que resultou na diminuicdo de leucdcitos circulantes (Rathakrishnan et al., 2012).

Em nosso estudo, ndo foram observadas alteracdes significativas de PDGF, FGF,
VEGF e G-CSF nas fases aguda e convalescente da infeccdo quando comparados aos
doadores saudaveis. O que demonstra ser um ponto positivo na infeccdo por ZIKV, pois
como observado na infeccdo pelo virus Dengue, niveis reduzidos dessas moléculas,
levam a hemorragias e baixa quantidade de leucdcitos circulantes, aumentando a

gravidade da infeccéo.

Outras moléculas imunes avaliadas que ndo tiveram aumento ou diminuicao
consideravel estdo: Eotaxina, MIP-1a, MIP-1B, GM-CSF e IL-8, onde seus niveis
aumentados estdo associados a danos na infecc¢do por flavivirus (Li et al., 2017; Roach
and Alcendor, 2017).

Nesse trabalho, os niveis de TNF-oc ndo sofreram alteracGes tanto na fase aguda

quanto na convalescente. O que foi uma surpresa, tendo em vista a vasta atividade
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bioldgica dessa citocina. O TNF-a € uma citocina pré-inflamatoria com ampla atividade
bioldgica, dentre elas a atuacao em células endoteliais vasculares, promovendo como
resultado final, o aumento da permeabilidade vascular (Inyoo et al., 2017). Em infec¢cOes
por outros arbovirus, os niveis de TNF-oc estdo aumentados (Pang et al., 2007; Martina,
2014). Na infeccédo pelo virus Dengue em modelo animal, niveis elevados de TNF-a foi
associado a maiores danos hepaticos e a supressao dessa citocina, foi capaz de suprimir o
aumento nos niveis de IL-6, MCP1 e IFN-y (Phanthanawiboon et al., 2016). Em modelo
experimental de dengue hemorragica em camundongo, observou-se que niveis elevados
de TNF-« induziu a hemorragia através da morte de células endoteliais (Yen et al.,
2008). Ha estudo na literatura demonstrando que mulheres gravidas que tiveram fetos
com mas formagdes congénitas tiveram niveis elevados de TNF-o (além de outras
moléculas, como: IL-22, MCP-1 e IP-10) (Kam et al., 2017). Os dados sugerem que
niveis aumentados de TNF-a em pacientes imunocompetentes ndo had maiores
gravidades, mas em pacientes imunossuprimidos (gravidas), ele esta correlacionado ao

aumento da gravidade da infecgé&o.

Avaliamos se existia associacdo entre citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento com o numero de sintomas e com a carga viral. Nao foram observadas
correlacdo entre essas moléculas com o namero de sintomas, tampouco foi observada a

relagdo dessas moléculas com a carga viral.
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7 CONCLUSOES

Nesse trabalho, foi confirmada a infec¢do pelo virus Zika em 36 individuos dos
176 individuos avaliados. Os principais sintomas clinicos observados nessa infeccdo

foram exantemas e cefaleia.

O ZIKV induz aumento dos niveis plasmaticos de IFN-y, IP-10 e RANTES, além
da forte tendéncia em aumentar os niveis plasmaticos de MCP-1 durante a fase aguda da
infeccdo. Ndo foram observados associacGes entre 0s niveis plasmaticos aumentados
desses mediadores com viremia e sintomas. Quando comparadas fase aguda e
convalescente da infeccdo, apenas IP-10 apresentou niveis plasmaticos significativamente
diminuidos na fase convalescente. Nossos dados demonstram que a infec¢do pelo ZIKV,
em area endémica, com alta circulacdo do virus Dengue, causa uma ativacdo imune
sistémica discreta, com produgdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias. Esses
dados, somados aos dados da literatura discutidos nesse trabalho, sugerem que esses
mediadores podem nao ser suficientes para eliminar o virus eficientemente, colaborando
para imuno-patogénese da infeccdo e favorecendo a disseminacédo viral. Contudo, outra
possbilidade que ndo deve ser descartada, ¢ o fato da infeccdo prévia com outros
arbovirus pode ter sido causado uma resposta imune mais eficiente e protetora. Assim,
novos estudos sdo necessarios para melhor entendimento da infec¢do aguda pelo virus

Zika em regido endémica.
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ANEXOS

Anexo 1 -TCLE

b
MESTRADO EM CIENCIAS
AMBIENTAIS E SAUDE

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Meu
nome € Irmtraut Araci Hoffmann Pfrimer, sou a pesquisadora responsavel pelo projeto e
minha area de atuacdo é Imunologia de doencas infecciosas. Apds ler com atencao este
documento e ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine em todas as folhas e ao final deste documento, que esta em
duas vias e também sera assinado por mim, pesquisadora, em todas as folhas. Uma delas
¢ sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de duvida sobre a pesquisa, vocé
podera entrar em contato com o pesquisador responsavel, Dra Irmtraut Araci Hoffmann
Pfrimer, no telefone: (62) 3946-1346. Em caso de ddvidas sobre os seus direitos como
participante nesta pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goias pelo telefone (62) 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: “Perfil da expressao génica em amostras de sangue de individuos
infectados pelo virus zika nas fases aguda e de convalescenca’.

O virus Zika (ZIKV) é transmitido principalmente pela picada de mosquitos
Aedes, e somente 20% dos individuos infectados com o virus apresentardo sintomas
da doenca. Além disso, existe apenas um tipo de virus circulante, mas que pode
apresentar alteracfes em sua estrutura de acordo com a regido em que se
desenvolve.

Em geral, os casos que apresentam sintomas exibem um quadro semelhante ao da
Dengue e Chikungunya, com as seguintes sintomatologias: febre, dor de cabeca, dor
articular e muscular, e manchas vermelhas espalhadas pelo corpo.

Nesse projeto pretendemos realizar um estudo capaz de identificar quais as
alteracdes no sistema imune que podem ser ocasionadas pela presenca do Zika Virus e
detectar qual o tipo de virus que o individuo com Zika esta infectado, bem como se
existe alteracdes na estrutura do virus que circula no Brasil.

Assim, nossa hipdtese é que ha a alteracdo no sistema imune de individuos que
estdo infectados com o Zika virus e que o virus circulante no Brasil ndo apresenta muitas
alteracdes em sua estrutura.
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Acreditamos que a identificacdo das alteracdes no sistema imune e da estrutura
viral, serd util para tratar o paciente, estratégias de controle de mosquitos e diferenciar de
outras doencas também causadas pela picada de insetos.

Objetivos da pesquisa: Detectar a infeccdo pelo Virus Zika em individuos com suspeita
da doenca; Quantificar o virus Zika nos individuos infectados; Determinar caracteristicas
do sistema imune em infectados com o ZIKV e estrutura viral do mesmo.

Duracdo do estudo: Esse estudo esta previsto para durar 2 anos. A sua participacao
nessa pesquisa serd o tempo gasto no momento da coleta de sangue e coleta de
informacdes para o preenchimento da ficha de investigacdo, com duracdo de 15 a 20
minutos.

Procedimentos a serem seguidos durante o estudo: Serd preenchida uma ficha de
investigacdo e, se for necessario, seu prontuario médico também podera ser observado,
para que os resultados de todos os exames que vocé ja realizou sejam avaliados pelos
pesquisadores. Serdo colhidos 10 mL de sangue de sua veia para realizacdo de testes que
avaliardo se vocé estd com o Zika Virus, quanto de virus ha em seu organismo, para que
possamos compreender como o virus age e como pode ser combatido.

Desconfortos e riscos potenciais: Esta pesquisa por necessitar da obtencdo de amostras
de sangue, é considerada de risco médio, porque gera desconforto, dor durante a coleta,
formacdo de manchas roxas no local da coleta de sangue e, ainda, tonturas. Para
minimizar tais problemas, sera utilizada nesta pesquisa, sala reservada para entrevista e
coleta de amostra; o profissional que realizara a coleta de sangue é muito experiente e
trabalha somente com coleta de sangue; todo o procedimento antes e ap6s a coleta
seguira os padrdes de seguranca e Boas Préaticas Laboratoriais.

Beneficios que poderdo ser obtidos: VVocé receberd resultados de exames laboratoriais
(PCR para Zika e Chikungunya) sem qualquer custo. Também sera orientado quanto ao
curso e desenvolvimento da doenca, serd aconselhado sobre como proceder ap6s o
recebimento dos resultados. Sua participacdo beneficiara outras pessoas por promover
melhor entendimento de fatores relacionados com a origem, ao curso do Zika Virus e
reacOes no organismo, tratamento e desenvolvimento de vacinas, bem como cuidados
relacionados ao combate do mosquito.

Compensac0es e custos: Todas as consultas, procedimentos e testes laboratoriais feitos
especificamente para este estudo serdo fornecidos a vocé sem nenhum custo. A equipe
pesquisadora se dispde em oferecer a vocé assisténcia integral e gratuita por danos diretos
e indiretos, imediatos ou tardios em funcdo da sua participacdo no estudo, afim de
minimizar os transtornos causados.
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1.1.

Descontinuacdo do Estudo: Vocé poderd deixar de participar deste estudo ou
retirar seu consentimento a qualquer momento que achar necessario sem prejuizos
em seu atendimento hospitalar e sem nenhum dano moral, ético, social, financeiro,
etc.

Esclarecimentos dados sobre garantias do participante da pesquisa:

Vocé terd a garantia, a qualquer tempo de que receberd as informacdes sobre os
procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, inclusive sobre o esclarecimento
de qualquer davida;

Vocé tem liberdade para se recusar a participar ou retirar seu consentimento e descontinuar
sua participacdo a qualquer tempo. A participacdo € voluntaria e a recusa em participar ndo
envolvera nenhuma penalidade ou perda de beneficios. Recusa ou descontinuacdo ndo irdo de
nenhuma forma colocar em risco seu direito de receber tratamento.

Seu médico e os demais investigadores desse estudo tratardo sua identidade com padrdes
profissionais de confidencialidade. Seus registros permanecerdo confidenciais. Nomes de
participantes ou materiais identificando participantes ndo serdo publicados. Os participantes
ndo serdo identificados em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. Uma copia
deste consentimento ficara com esta equipe de pesquisa e uma serd dada a voce.

Todos os procedimentos e consultas deste estudo Ihe serdo fornecidos sem nenhum custo.
Assisténcia médica por danos causados direta e indiretamente relacionados com este estudo
serdo de responsabilidade desta equipe pesquisadora.

Eu, )

RG/ CPF/ n° de prontuario/ n° de matricula , abaixo
assinado, concordo em participar do estudo “Perfil da expressdo génica em amostras de
sangue de individuos infectados pelo virus zika nas fases aguda e de convalescenga”, SOb
a responsabilidade da Dr2. Irmtraut Araci Hoffmann Pfrimer, como sujeito voluntario. Fui
devidamente informado e esclarecido pela pesquisadora Irmtraut Araci Hoffmann
Pfrimer sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Lo

Nome e Assinatura do participante:

AS

cal e data:

sinatura Dactiloscépica:
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Nome e assinatura do Pesquisador Responsavel: N

Ficha de Investigacédo de Zika Virus

DADOS GERAIS

Nome:
Municipio: UF:
Unidade de salde: Data do inicio dos sintomas:
/ /
Telefone: Sexo:l1 M [1FL] Ignorado
Se Gestante:LJ 1° Trim. LJ 2° Trim. [J3° Trim. | Viajem anterior a 30 dias:
Escolaridade: lIda_/ / Volta__/ /  Local:
Nome do Responsavel legal:

Zona de Residéncia: [J Urbana [ Periurbana  [JRural [ Ignorado

DADOS CLINICOS-LABORATORIAIS

Exame para dengue: [ Positivo [ Negativo

Exame para Malaria: [ Positivo [ Negativo

Exame para Mayaro: [ Positivol]l Negativo

Exames adicionais:

Antecedentes prévios de comorbidade: [1 Ndo [ Sim ( )

Apresentacéo clinicdd  Aguda(até 7 dias[] Subaguda (até 3 mlJes)  Cronica (+3
meses)

Hospitalizacdo: L1 Ndo [ Sim (Data Internacdo:  / /  Alta. /| | )

Sinais e sintomas:

L1 Febre [J  Artralgiaintensa 0 Cefaléia [0 Néuseas]  Diarréial]l Vomitos

[J Exantema L1 Mialgia L Zumbidos no ouvidod Tonturas
[J Edema (identificar o local] Md3  Puntid  Joddos  TornlLlelos  Pés
[ Ganglios enfartado{] Hiperemia conjutit-lI Dor nas cudtas ~ Outro (

)

OBS: Marcar na figura abaixo as articulacdes afetadas, de acordo com o seguinte: D: dor;
E: edema; Ar: Derrame articular; V: vermelhiddo (uma mesma articulacdo pode ser
marcada com mais de uma letra).
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Anexo 2 - Parecer do Comité de Etica.

PONTIFICIA UNIVERSIDADE |
| PU& CATOLICA DE GOIAS - w |
GOl PUC/GOIAS ‘

DADOS 0O PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Identificagiio & Genotipagem do Vires Chikungunya em Individuos dos Estados de

Amapd e Goias
Pesquisador: ROSEMARY KOGA
Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 46073615.9.0000.0037
Instituigio Proponente: Pontificia Universidade Catblica de Goids - PUC/Goias
Patrocinador Principal: Financiamenta Prapric

]

DADDS DO PARECER

Mamers do Parecer: 1 3275

Apresentagao do Projeto.

Trata-ze de resposta a pendéncia,

Ohjetive da Pesquisa: -

Trata-se de resposta a pendéncia,

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Trata-sa de resposta a pendéncia,

Comentarios e Consideragies sobre a Pesqulsa:
Trata-se de resposta a pendéncia,

Consideragdes sobre os Termos de apresentago obrigatora:
Trata-se de resposta a pandéncia.

Recomendagoes:

Conclusfes ou Pendénclas e Listade Inadequagbes:
A pendéncia fol sanada,

Projeto de pesquisa aprovado.
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Apéndice — Artigo publicado em versao inglesa
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An early immune response to Zika virus (ZIKV) infection may determine its clinical mani-
festation and outcome, including neurological effects. However, low-grade and tran-
sient viremia limits the prompt diagnosis of acute ZIKV infection. We have investigated
the plasma cytokine, chemokine, and growth factor profiles of 36 individuals from an
endemic area displaying different symptoms such as exanthema, headache, myalgia,
arthralgia, fever, hyperemia, swelling, itching, and nausea during early-phase infection.
These profiles were then associated with symptoms, revealing important aspects of the
immunopathophysiology of ZIKV infection. The levels of some cytokines/chemokines
were significantly higher in acute ZIKV-infected individuals compared to healthy donors,
including interferon (IFN) gamma-induced protein 10 (IP-10), regulated on activation,
normal T cell expressed and secreted (RANTES), IFN-y, interleukin (IL)-9, IL-7, IL-5, and
IL-1ra, including some with predominantly immunoregulatory activity. Of note, we found
that higher levels of IP-10 and IL-5 in ZIKV-infected individuals were strongly associated
with exanthema and headache, respectively. Also, higher levels of IL-1ra were associated
with subjects with arthralgia, whereas those with fever showed lower levels of granulocyte-
colony stimulating factor (G-CSF). No correlation was observed between the number of
symptoms and ZIKV viral load. Interestingly, only IP-10 showed significantly decreased
levels in the recovery phase. In conclusion, our results indicate that acute ZIKV infection
in a larger cohort resident to an endemic area displays a modest systemic immune
activation profile, involving both proinflammatory and immunoregulatory cytokines and
chemokines that could participate of virus control. In addition, we showed that differen-
tial cytokine/chemokine levels are related to specific clinical symptoms, suggesting their
participation in underlying mechanisms.

Keywords: acute Zika virus infection, cytokines, chemokines, symptoms, immune response, low viremia, immuno-
activation
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INTRODUCTION

Zika virus (ZIKV) infection is an emerging endemic disease,
with recent outbreaks in the Americas (1). Approximately 80% of
ZIKV infections are asymptomatic, while symptomatic cases pre-
sent similar clinical features to dengue and chikungunya fevers, and
are characterized mainly by exanthema, fever, headache, arthralgia,
myalgia, and conjunctivitis (2-5). However, in the recent outbreaks,
adult ZIKV infection was associated with Guillain-Barré syn-
drome (6), myelitis, meningoencephalitis (7, 8), and a fetal neuro-
logical syndrome involving microcephaly (9-11). ZIKV has been
detected in fetal brain tissue, suggesting neurotropism (12), and
in body fluids such as blood, urine, saliva, tears, and semen for
>6 months, suggesting viral persistence and dissemination (13).

Due to the absence of symptoms or presence of mild ones, little
is known about the early immune response to ZIKV infection in
humans. In vitro studies have demonstrated that many different
cell types, including glomerular cells (14), retinal endothelial cells
(15, 16), brain microvascular endothelial cells (17), dendritic cells
(18), and monocytes (19, 20) can be infected by ZIKV. Changes
in pro- and anti-inflammatory cytokines have been reported in a
small group of six individuals, who were infected with ZIKV while
visiting endemic areas (21). Considering the small number of
patients in that study, an evaluation of immune mediators in the acute
phase in a larger cohort of patients residing in an endemic area may
shed some light on the immunopathophysiology of ZIKV infection.

In this work, we investigated the levels of a broad array of
cytokines, chemokines, and growth factors during acute ZIKV
infection in an endemic area in Brazil. We examined the levels of
27 immune-active molecules with distinct functions, including
pro- and anti-inflammatory cytokines with Th1, Th2, Th17, Th9,
and Treg cell expression patterns, as well as chemokines, and
growth factors involved in innate and adaptive immune responses.
Only seven cytokines displayed higher levels in acutely infected
patients compared to healthy individuals. We found significantly
higher levels of IL-1ra in ZIKV-infected individuals with arthral-
gia and IL-5 in those with headache. Interestingly, higher levels of
interferon (IFN) gamma-induced protein 10 (IP-10) were associ-
ated with exanthema, whereas lower levels of granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF) were detected in subjects with fever,
suggesting that cytokines can either induce or control the clinical
symptoms of ZIKV infection.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

Ethical approval for this study was obtained from the Institu-
tional Review Board of Pontifical Catholic University of Goias
(CEP—Research Ethics Committee), under the protocol number
46073815.9.0000.00370. All study subjects signed a written infor-
med consent form before the interview, and blood and urine
collection was performed in accordance with the Declaration of
Helsinki.

Study Participants and Sample Collection
Our study cohort included 36 individuals aged 18-68 years
(median 36 years), from Goiania, Goids, Brazil, who developed

acute Zika-like symptoms during the Brazilian ZIKV outbreak in
January-May 2016, and had a ZIKV diagnosis confirmed by real-
time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).
Eight of the 36 ZIKV-infected subjects (22.2%) were males and
28 (77.8%) were females (Table 1). Subjects were eligible to
participate in this study if they were at least 18 years old. Subjects
positive for dengue and chikungunya by RT-PCR were excluded.
As controls, 28 healthy potential blood donors, aged 18-59 years
(median 33 years) and displaying negative blood tests for several
infectious diseases, were recruited from the Center of Serology
and Immunohematology of Goiania, Brazil. All subjects were
invited to participate in the study after being provided an expla-
nation of the research, and all signed a written informed consent
form. ZIKV-infected subjects were interviewed in a private
room and answered a written questionnaire regarding the day of
symptom onset, types of symptoms, and demographic features.
Blood collection from ZIKV-infected subjects was performed at
enrollment, 1-15 days after symptom onset. Urine samples were

TABLE 1 | Characteristics of Zika virus (ZIKV)-infected subjects.

Subject Sex* Age (years) Days (symptom qPCR ZIKV (C.T.)®
code onset to sampling)

1 F 34 NA® 30.94
2 F 33 NA 32.49
3 M 36 NA 33.12
4 M 55 2 21.74
5 F 32 3 27.21
6 F 40 3 24.29
7 M 61 4 24.24
8 F 60 8 27.45
9 F 68 15 33.68
10 M 18 2 33.92
11 F 33 9 29.28
12 F 28 2 27.21
13 F 22 2 31.32
14 F 56 6 34.10
15 F 68 3 29.41
16 F 38 3 33.35
17 F 53 3 27.28
18 F 34 3 31.25
19 F 36 4 38.92
20 F 47 4 36.73
21 M 24 3 37.88
22 F 37 2 32.66
23 F 39 2 32.66
24 F 36 8 29.71
25 F 37 NA 29.20
26 M 18 6 32.05
27 F 34 2 33.19
28 F 25 6 27.42
29 F 42 4 31.77
30 F 30 2 31.06
31 F 23 8 33.16
32 M 56 4 31.77
33 F 36 2 35.85
34 F 49 4 35.82
50 F 28 4 35.33
51 M 18 5 38.79

aSex: M, male; F, female.
bCT, cycle threshold (<39).
°NA, non-available.
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also collected from the ZIKV-infected group. Six ZIKV-infected
subjects underwent a second blood collection 2-3 weeks after the
first sample to evaluate the recovery phase. Blood samples were
collected into ethylenediaminetetraacetic acid-coated Vacutainer
tubes (Becton & Dickinson, USA), and the plasma was separated
and stored at —80°C until analysis. Specimens from indivi-
duals with symptoms of ZIKV infection were handled using
biosafety level 2 precautions, following all the safety criteria
indicated by the precaution standards of the Healthcare Infection
Control Practices Advisory Committee and described in the
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of
Health publication Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories.'

ZIKV Real-Time RT-PCR

Viral RNA was obtained from plasma or urine using a QIAamp
Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according
to the manufacturer’s instructions. Real-time RT-PCR for ZIKV
was performed using a kit (Bioclin®, Bio gene ZIKV PCR-K-203-6),
with the following primers and probes: ZIKV-E, 5'-CCGCTGCC
CAACACAAG-3'; ZIKV-R, 5'-CCACTAACGTTCTTTTGCAG
ACAT-3’; ZIKV-P, 5'-FAM-AGCCTACCTTGACAAGCAGT
CAGACACTCAA-BHQI1-3', developed according to Lanciotti
et al. (22), with modifications. RT-PCR was performed following
the manufacturer’s instructions. RT-PCR was also performed to
detect the viruses causing chikungunya and dengue fevers.

Cytokine, Chemokine, and Growth

Factor Quantification

The quantitative detection of 27 cytokines [interferon (IFN)-y,
tumor necrosis factor (TNF)-a, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9,
IL-10,1L-12 (p70),1L-13,1L-15,1L-17,IL-1f, IL-1 receptor antago-
nist (IL-1ra), chemokines (MCP-1) (CCL2), MIP-1a (CCL3),
MIP-1 (CCL4), RANTES (CCL5), IP-10 (CXCL10), IL-8
(CXCLS), eotaxin] and growth factors (basic FGF, G-CSE, GM-CSE,
PGDF-BB, and VEGEF), in the plasma of patients and healthy con-
trols was performed using a commercial kit (Bio-Plex Pro Human
Cytokine 27-Plex Immunoassay, BioRad) and a Luminex™
Instrumentation System (Bio-Plex Workstation from Bio-Rad
Laboratories). The test was performed using 50 pL of plasma
from all study subjects, according to the manufacturer’s instruc-
tions. Analyte concentrations were calculated using the software
provided by the manufacturer (Bio-Plex Manager Software).

Statistical Analysis

Differences in log2 cytokine levels between ZIKV-infected sub-
jects and healthy controls were assessed using limma (23) with a
significance level of p < 0.05 and a fold-change >2. Additionally,
we used Mann-Whitney non-parametric analysis and rank
product analysis (24) to compare the levels of plasma cytokines
between ZIKV-infected subjects and healthy controls, and Chi-
square tests to compare the detection frequency of each cytokine
in ZIKV-infected subjects and healthy controls. The Spearman
correlation test (p < 0.05 and R > 0.5) was used to identify

'https://www.cdc.gov/zika/laboratories/lab-safetyhtml (Accessed: February 20,
2018).

associations between different cytokines/chemokines. To identify
associations between cytokine levels and symptoms, we used
Student’s t-test (p-value <0.05 and fold-change >2) to compare
infected patients with and without specific symptoms. Random
Forest analysis (25) was utilized to classify the importance of
cytokines in predicting ZIKV infection and clinical symptoms
(R package “randomForest”). The Wilcoxon matched-pair test
was used to compare cytokine plasma levels in the same subjects
in the acute and recovery phases (p-value < 0.05). We used
GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA), R packages “heatmap2,” “corrplot,” and “ggplot” and
Cytoscape? to display the results.

RESULTS

Acute ZIKV Infection Induces Changes
in Only Seven Cytokines/Chemokines

To characterize early immune activation during acute ZIKV
infection, we compared the plasma levels of cytokines,
chemokines, and growth factors between 36 ZIKV-infected
subjects and 28 healthy subjects. IP-10 (p < 0.0001) showed
the highest levels in infected individuals compared to healthy
subjects, followed by RANTES (p < 0.0001), IFN-y (p = 0.02),
IL-9 (p = 0.03), IL-7 (p = 0.005), IL-1ra (p < 0.0001), and IL-5
(p = 0.01; Figures 1A,B and 2A). We also tested the differences
in cytokine plasma levels between infected patients and healthy
subjects by rank product testing (24). Using this approach, the
levels of three cytokines were higher in patients with infection:
IP-10 (p < 0.001), RANTES (p < 0.001), and IFN-y (p < 0.03).
This confirmed the importance of these three cytokines in acute
ZIKV infection.

Only five cytokines were more frequently detected in ZIKV-
infected subjects compared to healthy controls, namely IL-1ra
(p = 0.01), IL-2 (p = 0.03), IL-9 (p = 0.03), IL-15 (p = 0.02), and
IFN-y (p = 0.01). In contrast, PDGF-BB was more frequently
detected in healthy subjects than in ZIKV-infected individuals
(p = 0.02; Figure 2B). A similar pattern was observed when we
calculated the frequencies of cytokine detection based on curve
values, rather than on the detection limit of each cytokine. In this
more stringent analysis, the frequency difference of IFN-y was no
longer significant, whereas IL-5 and IL-7 showed higher frequency
of detection in acute ZIKV infection in relation to the normal
physiological state (Figure 2C). We confirmed the Luminex
assay with enzyme-linked immunosorbent assays for IFN-y and
IL-10 (Figure S1 in Supplementary Material). Finally, we found
no correlations between ZIKV RNAemia levels and cytokine
or chemokine plasma levels (data not shown).

Cytokine and Chemokine Level
Correlations in the Plasma of Acute
ZIKV-Infected Subjects

We next tested whether the plasma levels of individual cytokines in
subjects with acute ZIKV-infection were related. We compared the
levels of all cytokines with each other, and constructed a network

*http://www.cytoscape.org/ (Accessed: November 10, 2017).
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representing these associations (Figure 3). Increased levels of IL-6
were associated with higher levels of IL-15, MIP-1«, IL-9, IL-2,
IFN-y, and PDGEF-BB. IL-2 levels were correlated with the levels
of MCP-1, PDGF-BB, MIP-1a, IL-9, and IL-15. MIP-1a strongly
correlated with IL-9, followed by IL-17A and eotaxin. MIP-1p
correlated with IL-17A. We also observed a direct correlation
between the levels of MIP-1p and PDGF-BB, although the later has
lower levels in infected individuals compared to healthy subjects.
Moreover, TNF-a correlated with VEGE, IL-1p, and IL-4. Eotaxin
levels were correlated with MIP-1a, IL-17A, VEGE and IL-7. These
associations show potential synergic effects of these cytokines,
chemokines, and growth factors during acute ZIKV infection.

Associations Between Cytokine/

Chemokine Levels and Clinical Symptoms
The clinical symptoms of ZIKV-infected subjects during the
acute phase are represented in a heat map in Figure 4A. The most
frequent clinical symptoms observed were exanthema (80.5%),
headache (58.3%), myalgia (50%), arthralgia (47.2%), fever
(47.2%), hyperemia (33.3%), swelling (30.5%), itching (25%), and
nausea (19.4%). All other symptoms were catagorized as “other”
(36.1%). No correlation between the number of symptoms and
ZIKV RNAemia was observed (Figure 4A).

Zika virus-infected subjects who reported headaches showed
higher plasmalevels of TNF-o, IL-17A, IL-2,1L-9,1L-12p70, MIP- 1,

G-CSE, GM-CSE and VEGE and significantly higher levels of
IL-5 (p = 0.0015; Figure 4B) compared to those without headache.
Those with nausea showed higher plasma levels of IL-5, IL-12p70,
IL-8, and PDGF-BB compared to those without nausea. Additionally,
ZIKV-infected subjects with arthralgia showed higher levels of
IL-1ra, whereas those with hyperemia showed lower plasma levels
of IL-6, IL-7, and VEGF (Figure 4B). Finally, the plasma levels of
G-CSF were significantly lower in ZIKV-infected subjects with
fever than in those without fever (p = 0.0497; Figure 4B).

We also used the Random Forest method (25) to assess the
power of plasma cytokine levels to predict Zika symptoms. This
method generates the predictive importance of each cytokine in
classifying patients with or without a specific symptom. Using
a mean decrease of Gini index > 1.5, we constructed a network
showing the associations between cytokine levels and symptoms
(Figure 5). IP-10 was strongly associated with exanthema, swell-
ing, myalgia, arthralgia, and fever. Headache was predicted mainly
by IL-5 and to a lesser extent by MIP-1p, while arthralgia was
predicted by IL-1ra and IL-7. G-CSF predicted fever, and IL-13
and IP-10 and IL-13 and IP-10 also predicted myalgia (Figure 5).

Cytokine Changes in the Acute

and Recovery Phases
To investigate whether cytokine, chemokine, and growth
factor levels were altered during the recovery phase of ZIKV
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FIGURE 3 | Cytokine/chemokine level correlations in Zika virus-infected
subjects. Connections (edges) between two given cytokines represent direct
significant correlations (Spearman p-value <0.05 and R > 0.5). The width of
each edge is directly proportional to the R value. The node colors represent
the fold-changes in cytokine/chemokine levels between infected and healthy
subjects.

infection, we collected blood from six individuals 2-3 weeks after
symptom onset. We then compared the cytokine levels in this
group during acute and recovery phases, as well as with healthy
controls. However, only IP-10 showed significantly lower levels
in the recovery phase compared to the acute phase (p < 0.05,

Figure 6A). Additionally, comparing the cytokine levels during
acute or recovery phases of ZIKV-infected subjects with the levels
in healthy controls, we observed decreases in IP-10, RANTES,
IFN-y, IL-9, IL-7, IL-1ra, and IL-5 in the recovery phase, and
increases in IL-12-p70 and basic FGF (Figure 6B).

DISCUSSION

We aimed to determine the profile of systemic immune activa-
tion during acute ZIKV infection in residents of an endemic area
and determine whether different symptoms were related to dif-
ferential levels of specific cytokines/chemokines. We found that
acute ZIKV infection induces a quite modest systemic immune
activation, involving both proinflammatory and immunoregu-
latory cytokines and chemokines, compared to the healthy
physiological state. It was surprising that out of 27 immune-active
molecules studied, only 7 (26%) showed higher levels or detection
frequencies in acute ZIKV infection, indicating that only a few
of these molecules were dominantly mobilized. Cytokines and
chemokines with higher levels during acute ZIKV infection were
IP-10, RANTES, IFN-y, IL-9, IL-7, IL-1ra, and IL-5, involving
innate and adaptive immune responses. These cytokines have
diverse functional patterns such as Th1 (IFN-y), Th2 (IL-5), and
Th9 (IL-9) cells, suggesting the activation of these T helper lym-
phocyte subsets in acute ZIKV infection. Other possible sources
of chemokines and cytokines involved in early ZIKV infection
are monocytes, dendritic cells, natural killer cells, and innate
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lymphocyte cells. Additionally, the higher levels of homeostatic/
immunoregulatory cytokines, namely IL-7 and IL-1ra, indicate
the simultaneous mobilization of immune molecules controlling
inflammation.

Although the levels of only three dominantly pro-
inflammatory molecules, IFN-y, IP-10, and RANTES, were sig-
nificantly higher in acute ZIKV infection in the endemic area, they
appear to be sufficient for generating an effective antiviral response
(26-28), once the subjects usually present viral clearance, at least
in the peripheral blood and urine (29). These cytokines are closely
related to each other, suggesting common pathways and synergic
effects (30-32). Similar to our results, Kam et al. (33) found higher
plasma levels of IFN-y and IP-10 in acute ZIKV-infected sub-
jects from another endemic area than in non-infected controls,
reinforcing that ZIKV induces the production of these cytokines
that can promote antiviral response and consequently a mild
disease.

As monocytes are a significant source of IP-10 and RANTES in
the peripheral blood, they are likely to be involved in early stage
of infection. Recently, it has been shown in vivo and in vitro that
blood monocytes, especially the CD14+CD16+ (intermediate)
and CD14lowCD16+ (non-classical) subsets, are the primary
ZIKV-infected cells in human blood (19, 20). It is believed
that once activated, infected monocytes produce cytokines and
migrate to different tissues promoting virus dissemination and
most likely establishing virus reservoir.

Interestingly, in our study, the levels of IP-10 decreased in the
recovery phase, time when usually the viremia is undetectable in
plasma and urine (29). It is, therefore, possible that the higher levels
of IP-10 reflect the presence of the virus in the peripheral blood or
even in tissues or hidden reservoirs. However, whether IP-10 only
controls the viral replication or also participates in immunopatho-
genesis of ZIKV infection is not yet known. Further studies are nec-
essary to clarify the role of IP-10 in ZIKV infection. It is noteworthy
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that the excess of inflammatory responses can also play a deleterious
role in clinical manifestations. Accordingly, our data show that
IP-10 was strongly associated with exanthema, which occurs dur-
ing the viremia. Consistently, high levels of IP-10 and IFN-y have
been shown to be involved in non-IgE-mediated hypersensitivity
reactions, such as maculopapular exanthema (34, 35).

Headaches in ZIKV-infected individuals were associated with
the presence of increased plasma TNF-a, IL-17A, IL-2, IL-9,
IL-12p70, MIP-1a, G-CSF, GM-CSE, and VEGE, as well as signifi-
cantly higher levels of IL-5, suggesting that these cytokines can
play a role in the mechanisms underlying headache. Accordingly,
high plasma levels of IL-5 (36), MIP-1a (37), and RANTES (38)
have been reported in migraine sufferers, but their mechanistic
contributions are yet to be investigated. Studies on inflammatory
mediators in the pathophysiology of headache have shown the
main action of IL-5 during migraine episodes (36, 39). Despite
increased levels of IL-5 in ZIKV-infected individuals, we observed
normal levels of eosinophils and IgE (Figure S2 in Supplementary
Material), suggesting that exanthema, the most frequent symptom
of our cohort (80.5%), may not involve eosinophils and IgE. This
may be related to the day of symptom onset and the severity of the
disease. In dengue infection, total IgE serum antibodies showed
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FIGURE 6 | Comparison of plasma cytokine levels during the acute and recovery phases. (A) Cytokine measurements were performed in the plasma of six
individuals in the recovery phase (2-3 weeks after the onset of symptoms) and compared to those performed during the acute phase. The dots on the graphs
represent individuals. The Wilcoxon matched-pair test was used. p-Values are indicated at the top of the graph and were considered significant when p = 0.0312.
(B) The levels of cytokines with fold-changes >2 over healthy control levels in the acute or recovery phases are represented. The node color represents the
fold-change in cytokine levels between infected and healthy subjects.
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increased levels in severe cases starting 7 days after primary
dengue infection (40-42). We cannot exclude the possibility that
IgE levels increase later in the disease course.

Also interesting was the association between arthralgia and
increased production of IL-1ra, a soluble inhibitor of the IL-1
receptor that inhibits the function of IL-1p, a dominantly proin-
flammatory cytokine in inflammatory diseases affecting the joints
(43). Indeed, IL-1ra production has been observed in arthralgia,
probably due to a negative feedback mechanism controlling
inflammation (44, 45). Thus, it is likely that in acute-ZIKV infec-
tion, IL-1ra plays an immunoregulatory role, controlling inflam-
mation. Fever, the third most reported symptom in acute ZIKV
infection, was negatively associated with G-CSE. The mechanism
by which G-CSF controls fever is unclear. However, this growth
factor is commonly used in cancer patient treatment and con-
sequently decreases fever, suggesting an antipyretic effect (46).

It was quite unexpected that many proinflammatory cytokines/
chemokines, such as TNF-a.and IL-6, were not significantly higher
during acute ZIKV infection in an endemic area, in contrast with
other viral infections, such as dengue (47). Our findings also
contrast with a report on acute ZIKV infection in six individuals
who were not from an endemic area, in which a more striking
immunoactivation profile was observed, with higher levels of
various inflammatory cytokines/chemokines, including IL-1p,
IL-6, IL-17, MIP-1a, IP-10, RANTES, IFN-y, and TNF-q, as well
as some immunoregulatory cytokines such as IL-4, IL-10, and
IL-13, and IL-2 and IL-9, which display both immunoregulatory
and inflammatory functions (21). Although, a diverse profile of
cytokines was observed in both studies, this marked difference in
global systemic immune activation profile with acute ZIKV infec-
tion in residents and non-residents of endemic areas suggests that
constant exposure to ZIKV and possibly other environmental
factors may affect the immunological inflammatory impact of
infection. In this context, it is important to point out that the
endemic area of our study has a higher prevalence of arbovi-
ruses and relevant index of Yellow Fever vaccination (48, 49).
Thus, we hypothesize that the mild ZIKV fever observed in the
endemic population may be due to the immune crossreactiv-
ity among the arboviruses such as DENV, YFV, and ZIKV. In
addition, we raise that this less inflammatory immune profile in
our endemic area, though likely to be efficient in systemic virus
clearance, could eventually have an unfavorable impact in con-
texts involving immunoregulatory physiological shift, such as in
pregnancy.

In conclusion, our data indicate that acute ZIKV infection in
a larger cohort resident to an endemic area displays a modest
systemic immune activation profile, involving both proinflam-
matory and immunoregulatory cytokines and chemokines. Even
though these cytokine and chemokines are modestly produced,
they are associated with the mostly frequent symptoms such as
exanthema, headache, arthralgia, and fever. The mild disease
observed in ZIKV-infection can be a result of a balance between
pro- and anti-inflammatory cytokines and chemokines that can
contribute to virus control and clinical symptom association.
Taken together, our results advance the understanding of essential
molecules involved in the immunopathogenesis of acute ZIKV
infection and highlight the occurrence of a differential immuno-
logic profile in ZIKV infection in an endemic area.
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FIGURE S1 | Plasma cytokine concentrations in acute ZIKV-infected individuals
compared to healthy controls. IFN-y (A) and IL-10 (B) levels in the plasma of
acute ZIKV-infected individuals and healthy donors were quantified using ELISA.
The horizontal lines indicate the medians. The dots on the graphs represent
individuals. P-values are indicated at the top of each graph. The non-parametric
Mann-Whitney test was used, and differences were considered statistically
significant when p < 0.05.

FIGURE S2 | Quantification of total plasma IgE in ZIKV-infected individuals and
healthy controls. Plasma IgE levels were measured using ELISA. (A) IgE levels in
ZIKV-infected individuals and healthy controls. The Mann-Whitney test was used
for statistical analysis. (B) Stratification according to the day of symptom onset.
The Kruskal-Wallis test was performed, and p values were not significant

(o < 0.05). OD, optical density.
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