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‘O ser humano vivencia a Si mesmo, seus
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RESUMO

A tese aqui apresentada trata-se do primeiro estudo em nivel mundial que pesquisa
e caracteriza a resposta imune citocinica em infeccbes humanas pelo
Orthobunyavirus Oropuche. Como metodologia para o alcance dos objetivos aqui
apresentados foi utilizado um total de 320 amostras de soros humanos, onde 60
destas foram provenientes de Banco de Sangue (Controle negativo) e 260 foram
obtidas mediante dois surtos do Virus Oropouche nos Estados do Para e Amapa
(Brasil), sendo estas ultimas divididas em oito subgrupos para obtencdo dos dados
com exatiddo. Nas amostras coletadas foram realizadas andlises dos dados
clinicos/sintomatologia através dos prontuarios, dados soroldgicos através da
titulacao de anticorpos por Inibicdo da Hemaglutinacao (IgM/IgG) e deteccgéo do nivel
de citocinas plasmaticas por citometria de fluxo a qual permitiu a descricdo técnica
da dosagem de citocinas possibilitando ainda a analise de frequéncia de baixos e
altos produtores de citocina. Os dados obtidos permitiram observar as variaveis e 0
comportamento das assinaturas de citocinas expressas pelos pacientes mediante a
confirmagé&o soroldgica do virus, bem como o comportamento destes analitos séricos
quando da presenca de sintomas especificos como febre, calafrios, cefaléia e
tontura, permitindo assim que se chegasse a conclusdo que a) existe um padrdao na
sintese de citocinas pro-inflamatorias e reguladoras; b) observa-se um balanco no
perfil da resposta imune entre citocinas pro-inflamatérias (Thl) e moduladoras
(Th17); c) a infeccdo pelo Virus Oropouche altera a producdo das citocinas nos
individuos; d) os resultados mostram também que ao comparar os individuos Nao
respondedores com 0s Respondedores precoces, houve aumento da IL-18 e
diminuicdo da IL-12; N&o respondedores com Respondedores tardios, houve
diminuicdo da IL-8, e aumento da IFN-a, IL-23 e IL-17; N&o respondedores
comparados com Respondedores precoces ocorreram o aumento de IL-4 e IFN-[J;
Ja quando comparado Respondedores precoces e respondedores tardios houve
diminuicdo de IFN-a e IL-6; Respondedores precoces de forma geral apresentaram
diminuicdo da IL-10 e Respondedores tardios apresentaram aumento da IL-5; e) Os
resultados mostram ainda a expressao de IL-5 em pacientes que manifestaram os
sintomas especificos para a infecgcdo pelo Oropouche (febre, calafrios, cefaléia e
tontura), sugerindo este sinal estar associado diretamente a patogénese do virus; f)
h& a necessidade da complementagdo desta pesquisa com mais estudos como
agueles relacionados com a expressao de quimiocinas.

Palavras-chave : Resposta imune. Citocinas. Infecgbes Humanas. Virus Oropouche.



ABSTRAT

This thesis is the first global study that researches and analyzes the immune
response of cytokine in human infections by Orthobunyavirus Oropuche virus. The
study used 320 samples of human serum. Sixty were from the Blood Bank (negative
control) and 260 were obtained from two outbreaks of the Oropouche virus in the
State of Parda and Amapa (Brazil). The latter was divided into 8 subgroups for better
data accuracy. The collected samples were analyzed for clinical data/symptoms with
serologic testing by titration of antibodies by the hemagglutination inhibition (IgM/IgG)
and the detection cytokines plasma levels by flow cytometry. This allowed for the
technical description of cytokine. The data obtained allowed for the observation of the
characteristics and the behavior of the cytokines signatures expressed by patients by
the presence or not of the virus. This also allowed for the observation of changes to
serum through the presence of specific symptoms such as fever, chills, headache
and dizziness. This led to the following conclusions a) there is a pattern in the
synthesis of pro-inflammatory and regulatory cytokines; b) there is a balance in the
profile of the immune response between pro-inflammatory cytokines (Thl) and
modulators (Th17); c) an infection by the Oropouche virus alters the production of
cytokines in individuals; d) the results also show that whem comparing individuals no
responders with early responders, there was an increase of IL-18 and decreased IL-
12; no responders with late responders, there was a decrease of IL-8, and increased
IFN-a, IL-23 and IL-17; No responders occurred early responders compared with the
increase IL-4 and IFN-y; However, when compared early responders and late
responders, decreased IFN-a and IL-6; early responders generally showed a
decrease in IL-10 and late responders showed an increase in IL-5; e) The results
also show the expression of IL-5 in patients who showed symptoms specific for
Oropouche infection (fever, chills, headache and dizziness), suggesting this signal to
be directly associated with pathogenesis of the virus; f) there is a need to
complement this research with more studies such as those related to the expression
of chemokines.

Keywords : Immune response. Cytokines. Human infections. Virus Oropouche.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas causadas por um grupo de virus denominado
arbovirus (TRAVASSOS DA ROSA et al.,1998; PINHEIRO et al., 2004; AZEVEDO et
al., 2007). A distribuicdo geografica dos arbovirus € ampla. Entretanto, observa-se
predominéancia dos arbovirus nas regides tropicais do globo (TRAVASSOS DA ROSA
et al.,1997).

Dentre os arbovirus, os incluidos na familia Bunyaviridae ocupam destacada
posicdo entre os agentes causadores de doencas infecciosas emergentes em centros
urbanos (GUBLER, 1998). Entre os membros dessa familia, destaca-se o Virus
Oropouche (VORO), pertencente ao género Orthobunyavirus (FAUQUET et al.,
2005).

O VORO é um importante patdogeno, que em humanos causa doenca febril
aguda, a chamada febre do Oropouche. Esse virus tem acometido milhares de
pessoas nos ultimos 50 anos (GUBLER, 1998; PINHEIRO et al., 2004;
SCHMALJOHN e HOOPER, 2006; NUNES et al.,, 2007; VASCONCELOS et al.,
2009). No ciclo urbano ou epidémico, o virus é transmitido em maior escala de
pessoa a pessoa pela picada do inseto antropofilico da espécie Culicoides paraensis
informalmente conhecido na Amazonia brasileira como maruim (PINHEIRO et al.,
1982a; LINLEY et al., 1983).

Clinicamente, a febre do Oropouche se manifesta sob a forma de um quadro
febril agudo com temperaturas de até 40°C. A febre costuma vir acompanhada por
dores no corpo, cefaléia, mialgias, artralgias, anorexia, tontura, calafrios e fotofobia.
Alguns pacientes apresentam também nauseas, vOmitos, diarréia, congestado
conjuntival, dor epigastrica, dor retro ocular e outras manifestacbes sistémicas
(PINHEIRO et al., 1981a). Outro fator marcante associado a febre do Oropouche, &
qgue alguns dias ap6s o término do episodio febril inicial, comumente se observa a
recorréncia dos sintomas, porém, em geral com menor intensidade. Entretanto, até o
momento ndo se conseguiu demonstrar a presenca viral nessas crises de recorréncia
(PINHEIRO et al., 1981b; PINHEIRO et al., 1997).

Pouco se conhece a respeito da patogénese do VORO em humanos. Alguns
achados relatados, usando modelos experimentais em animais, como hamsters

dourados (Mesocricetus auratus), mostraram alteracées ultraestruturais como
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necrose de hepatdcitos, em figados de hamsters (ARAUJO et al., 1978). Apresenta
ainda elevada viremia e possui marcante tropismo por figado e cérebro (PINHEIRO et
al., 1982a). Desenvolvem infeccéo sistémica, com deteccdo de altos titulos de virus
no plasma (RODRIGUES, 2004).

N&o existem estudos especificos referentes a resposta imunoldgica citocinica
em humanos ou animais acometidos pelo VORO. Os dados até entdo descritos
referem-se a alguns estudos realizados com outros arbovirus, pertencentes a familia
Flaviviridae, por exemplo, onde se tem demonstrado a participacdo de algumas
citocinas, como o TNF-a nos processos inflamatérios e nos casos graves de algumas
arboviroses como a Febre do Dengue (FD), Febre Hemorragica do Dengue (FHD) e
na Febre Amarela (FA) (QUARESMA et al., 2006; BARROS et al., 2009).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OS ARBOVIRUS

De acordo com a terceira edicdo do “International Catalogue of Arboviruses,
Including Certain Other Viruses of Vertebrates”, os arbovirus constituem o maior
grupo conhecido de virus, sendo registrados 537 tipos diferentes que estdo
distribuidos por quase todos os continentes (KARABATSOS, 1985).

Os arbovirus, termo derivado da expressao inglesa arthropod-borne virus, sdo
agentes virais ecologicamente distintos com uma caracteristica comum que € a
transmissao biolégica por artrépodes hematéfagos. Esses virus apresentam uma
distribuicAo cosmopolita, mas com maior prevaléncia nas regifes tropicais
(PINHEIRO et al., 1997; AZEVEDO et al., 2007).

A Organizacdo Mundial da Saude em 1967 adotou o conceito de que 0s
arbovirus sao virus que se perpetuam em natureza, principalmente por propagacao
entre hospedeiros suscetiveis e artrépodes hematéfagos, ou pela transmissao
transovariana ou venérea em artrépodes. Este grupo inclui virus de diferentes
familias, como Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Reovoridae e
Asfarviridae, responsaveis por algumas das doengas humanas e veterinarias
consideradas mais graves (WHO, 1985; WEAVER, 1997; MURPHY, 1999; BEDIN,
2007).

Esses virus sdo capazes de se multiplicar e produzir viremia nos vertebrados,
de se multiplicar em tecidos de artrépodes e de serem passados a novos hospedeiros
vertebrados suscetiveis, apos um periodo de incubacédo extrinseco (WHO,1985).

A replicagdo viral no animal hospedeiro provoca viremia com titulo e duracéo
suficientes para permitir a infeccdo de outro artrépode, que venha a se alimentar do
mesmo hospedeiro (MORSE, 1993; TIMBURY, 1994; BROOKS et al., 2000; RACZ,
2005). No artropode o virus se replica principalmente no intestino e por ingurgitacao
atinge as glandulas salivares, onde causa uma infecgdo persistente podendo ser
entdo transmitido horizontalmente, que € a forma natural de transmissdo (WEAVER,
1997; WEAVER e BARRETT, 2004).

Outros mecanismos de transmissdo incluem a transmissdo venérea e/ou

vertical (transovariana). Uma vez infectados, os artrépodes permanecem assim por
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toda sua vida (MARCONDES, 2001). Num ciclo de infec¢do natural ndo ocorrem,
aparentemente, efeitos prejudiciais tanto no artropode quanto no hospedeiro
vertebrado. Contudo nos ciclos urbanos dos arbovirus, no qual o homem é o principal
hospedeiro vertebrado, ocorre o desenvolvimento da doenca (GUBLER, 2002).

A regido Amazbnica brasileira €, provavelmente, a mais rica reserva de
arbovirus do mundo, gragas a diversidade de artropodes e vertebrados terrestres e
arboreos, além de uma série de condi¢cdes ecoldgicas favoraveis a sobrevivéncia
deles em natureza (VASCONCELOS et al., 2001).

Durante o periodo de 1954 a 2007, no Brasil, foi possivel isolar pelo menos
210 tipos diferentes de arbovirus, dos quais 196 na Amazbnia. Os virus encontram-se
distribuidos em diversas familias de virus e outros virus sem taxonomia definida.
Desse total, 160 foram isolados pela primeira vez no pais, com pelo menos 100 tipos
novos para 0 mundo (TRAVASSOS DA ROSA et al.,1986; MARTINS et al., 2007;
FIGUEIREDO, 2007). Na Amazobnia, 34 arbovirus ja foram associados com infec¢éo
em humanos, alguns inclusive ocasionando quadros graves que podem levar a morte
(VASCONCELOS et al., 1992; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997; PINHEIRO et al.,
1998; VASCONCELOS et al., 2001).

Os arbovirus provocam doengas conhecidas como arboviroses, que podem
ocorrer de forma endémica ou epidémica e alguns, como por exemplo, o Virus
Oropouche (VORO), Virus da Dengue (VDEN), Virus da Febre Amarela (VFA) e o
Virus Mayaro (VMAY), representam sérios problemas de saude publica, pois, além de
causarem epidemias, sdo responsaveis por consideravel morbidade e/ou letalidade
em seres humanos no Brasil e no exterior (VASCONCELOS et al., 1992).

Segundo dados do Ministério da Saude, atualmente no Brasil a arbovirose de
maior importancia em saude publica € a febre da Dengue. No ano de 2001, quando o
terceiro sorotipo foi isolado no pais, a incidéncia da doenca aumentou drasticamente,
atingindo o recorde de 794 mil casos (BRASIL, 2006). Em 2007, somente no Brasil,
foram registrados 560 mil casos, 2/3 do total de casos de dengue registrado nas
Ameéricas (WHO, 2007). Desde entdo o virus da Dengue continuou se espalhando
pelo pais, e atualmente praticamente todos os Estados da nacgdo ja tiveram registros
da doenca. De acordo com o ultimo balan¢o epidemioldgico realizado pela Secretaria

de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, somente no ano de 2011, até o més
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de outubro, houve um registro de um total de 721.546 casos de dengue no pais
(BRASIL, 2011).

A febre do Oropouche, que € a doenca causada pelo Virus Oropouche,
pertencente a familia Bunyaviridae, causou nas Américas aproximadamente 500 mil
casos (PINHEIRO et al., 2004; AZEVEDO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009).
Segundo dados epidemioldgicos, no Brasil a febre do Oropouche é a segunda
arbovirose com o maior numero de registros, sendo superada apenas pela febre do
Dengue (FIGUEIREDO, 1999; PINHEIRO et al, 2004; FIGUEIREDO, 2007;
VASCONCELOS et al., 2009).

2.2 FAMILIA BUNYAVIRIDAE

A familia Bunyaviridae foi estabelecida no ano de 1975, buscando
compreender uma grande variedade de virus que compartilhavam propriedades
morfolégicas e antigénicas comuns, sendo que atualmente, representa a maior
familia de virus conhecida (ICTV, 2005). Essa familia € formada por cinco géneros
(Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus) e varios outros
virus que nao estao incluidos nesses géneros e que podem constituir no futuro novos
géneros. Os membros dos géneros Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus e
Phlebovirus, infectam animais, jA& os membros do género Tospovirus, infectam
plantas (FAUQUET et al., 2005). Essa familia inclui mais de trezentos virus distintos
(MERTZ, 1997). A maioria dos virus pertencentes a familia Bunyaviridae sao
arbovirus e alguns deles ocupam destacada posi¢éo entre os agentes causadores de
doencas infecciosas emergentes de importancia em saude publica e veterinaria
(GUBLER, 1998; FAUQUET, 2005).

Os virus dessa familia sdo reconhecidos por causarem doengas humanas
graves e frequentemente fatais, com a sintomatologia variando entre casos febris,
encefalites, febres hemorragicas e sindromes respiratorias e renais fatais, o que
ocorre, por exemplo, nas infeccbes pelo Virus da febre do Vale Rift (género
Phlebovirus), pelo Virus da febre hemorragica do Congo e da Criméia (género
Nairovirus) e pelo Virus La Crosse da encefalite da Califérnia (género Bunyavirus)
(MANGIAFICO et al., 1988; MERTZ, 1997). A maioria desses virus é transmitida por

artropodes, primariamente mosquitos, carrapatos, phlebotomineos ou maruins, e
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mantidos em natureza como zoonoses (KARABATSOS, 1985; DEGALLIER et al.,
1989).

Os hospedeiros vertebrados desses virus, representados principalmente por
animais silvestres como mamiferos (roedores, primatas, marsupiais entre outros) e
aves, sao utilizados pelos virus para a sua manutencao e persisténcia em natureza,
sendo que a infeccdo nesses animais € comumente aguda com um breve periodo de
viremia. Em geral, a infeccdo em humanos € acidental e ocorre quando as pessoas
se expdem ao contato com transmissores/vetores infectados pelos virus
(GONZALEZ-SCARANO e NATHASON, 1996; NICHOL et al., 2005; SCHMALJONH
e NICHOL, 2007).

No entanto, existem excecfes a essas caracteristicas, pois 0os hantavirus que
ndo s&o considerados arbovirus, infectam roedores e tém mecanismos de
transmissdo relacionados a inalacdo de aerossodis das excretas destes animais
infectados. Cada hantavirus mantém seu ciclo de vida em uma Unica espécie de
roedor hospedeiro, sendo que nesses animais, 0s hantavirus causam uma infeccao
persistente assintomatica (SCHMALJOHN e HJELLE, 1997; BISHOP e SHOPE,
1979; GONZALEZ-SCARANO e NATHANSON, 1996; NICHOL et al., 2005; ELLIOTT,
2008).

Contudo, existem ainda muitos outros virus da familia Bunyarividae que se
desconhece até o momento associagcdo com doenca ou mesmo infeccdo em
humanos. (GONZALEZ-SCARANO e NATHANSON, 1996; ELLIOTT, 1997;
SCHAMOLJOHN e PATTERSON, 2001; ELLIOTT, 2008).

No Brasil, foram isoladas dezenas de arbovirus da familia Bunyaviridae tendo
alguns associados com infec¢des graves em humanos. Dentre esses, esta o Virus
Oropouche do género Orthobunyavirus, sendo o mais importante deles do ponto de
vista epidemiolégico, por causar epidemias extensas, sobretudo na Regiado
Amazonica acometendo milhares de pessoas (VASCONCELOS et al.,, 1992;
PINHEIRO ET AL., 2004; VASCONCELOS et al., 2011).

2.3 GENERO ORTHOBUNYAVIRUS

O género Orthobunyavirus compreende atualmente o total de 166 virus (tipos e

subtipos), distribuidos em 48 espécies virais. Esse género apresenta trés espécies de
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virus com tentativas de inclusé@o, e 22 virus ainda ndo classificados. Com base em
testes sorologicos, 0s virus pertencentes ao género Orthobunyavirus apresentam
classificagcdo em pelo menos 18 sorogrupos distintos (FAUQUET et al., 2005).

A maioria dos membros desse género é transmitida por mosquitos, tendo uma
minoria que é transmitida por carrapatos e culicéides. Utilizam uma grande variedade
de hospedeiros vertebrados para a realizacdo de seus ciclos de manutengédo na
natureza (BISHOP et al., 1980; DUTARY et al.,, 1989). Em geral, os ciclos de
transmissao dos Orthobunyavirus ndo sao complexos e apresentam uma notavel
estabilidade em sua manutencédo e transmissao, utilizando, em geral, apenas uma
espécie de vetor artropode. A excecdo a essa caracteristica dos Orthobunyavirus é o
gue ocorre com o Virus da febre do Vale Rift, pois 0 mesmo tem sido isolado em mais
de 40 espécies de mosquitos de géneros diferentes, inclusive moscas hematéfagas
como € o caso dos flebotomineos (ELLIOTT, 2009).

A epidemiologia dos Orthobunyavirus € caracterizada para cada sorogrupo
pertencente a esse género. O grupo Simbu, por exemplo, € um dos maiores grupos
sorologicos dentro desse género. Possui mais de 25 virus antigenicamente
relacionados, que tém sido isolados em todos os continentes, exceto na Europa
(CALISHER, 1996, ICTV, 2005). A classificacdo dos virus pertencentes ao sorogrupo
Simbu tem sido realizada com base no relacionamento antigénico mediante aplicacao
de testes de inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo de complemento (FC) e
neutralizacdo (N). O sorogrupo Simbu encontra-se ainda subdividido em cinco
complexos antigénicos denominados: Simbu, Manzanilla, Oropouche, Thimiri e Nola
(KINNEY e CALISHER, 1981).

Alguns desses virus tém sido listados como causadores de doencas em
humanos. Dentre eles o Virus Oropouche (VORO), incluido no complexo Oropouche,
que tem causado importantes epidemias de doenca febril (febre do Oropouche),
acometendo milhares de pessoas ao longo de muitas décadas, principalmente, na
Amazonia brasileira (PINHEIRO et al., 1981b; NUNES et al., 2007); ressalte-se que
tem sido também registradas epidemias fora do Brasil, como no Panama e no Peru
(CHAVEZ et al., 1992; WATTS et al., 1997; AZEVEDO et al., 2007; Pedro F. C.
Vasconcleos - comunicacao pessoal).

Dois outros virus (Virus Akabane (VAKA) e Virus Aino (VAINO)), pertencentes

a esse grupo antigénico, estdo associados com doenca em animais. Esses virus
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causam aborto e ma formacgdo congénita em bovinos, ovinos e caprinos, estando
amplamente distribuidos na Asia (oeste e sudeste) e na Australia, provocando sérios
problemas econdmicos, relacionados com a criacdo desses rebanhos nessas
regides (INABA et al., 1975; SCHMALJONH e NICHOL, 2007).

2.4 O VIRUS OROPOUCHE (VORO)

O VORO é um importante patdogeno, que em humanos causa doenca febril
aguda, a febre do Oropouche (PINHEIRO, 1983; PINHEIRO et al., 1994; GUBLER,
1998; PINHEIRO et al.,, 2004 SCHMALJOHN e HOOPER, 2006). Esse virus tem
acometido milhares de pessoas nos ultimos 50 anos (NUNES et al.,, 2007;
VASCONCELOS et al.,, 2009). Sua principal caracteristica é a capacidade de
provocar surtos e/ou epidemias em centros urbanos em areas tropicais da América
do Sul e América Central, constituindo-se assim numa das arboviroses mais
importantes para saude publica na regido Amazbnica (BORBOREMA et al., 1982;
PINHEIRO et al., 1985; PINHEIRO et al., 2004; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1997;
NUNES et al., 2007).

O VORO é um dos arbovirus que mais freqientemente causa epidemias de
doenca febril na regido Amazodnica brasileira. Segundo registros, depois da dengue, é
a causa mais frequente de arbovirose urbana do pais (CRUZ et al.,, 2009) No
entanto, o verdadeiro impacto do VORO na Amazobnia brasileira deve ser ainda
maior, pois o carater inespecifico da doenca febril pode levar a subestimar a sua real
freqiéncia (PINHEIRO et al., 1997; PINHEIRO et al., 2004). Inquéritos soroldgicos
que foram realizados em periodos nao epidémicos, revelaram soropositividade para o
VORO variando entre 0 e 10,7% em diferentes sub-populacbes amazbnicas
(PINHEIRO et al., 1997).

A febre do Oropouche é destacada como um exemplo de zoonose viral
emergente, cuja frequéncia tem crescido em decorréncia do desmatamento
acelerado e da consequente criagdo de novas fronteiras agropecuarias (MURPHY,
1998).
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2.5 EPIDEMIOLOGIA

O primeiro isolamento do VORO ocorreu em Trinidad e Tobago no ano de
1955, quando o protétipo do virus foi isolado a partir do sangue de um paciente febril
residente no vilarejo denominado Vega del Oropouche (origem do nome dado ao
virus) e de um lote de mosquitos Coquillettidia venezuelensis (ANDERSON et al.,
1961). O VORO foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1960, quando foi isolado
de uma preguica (Bradypus tridactylus) capturada as proximidades de uma area de
floresta durante a construcdo da rodovia Belém-Brasilia, bem como de um lote de
mosquitos Ochlerotatus serratus (atualmente nomeado como Aedes serratus),
capturados proximo da mesma area (PINHEIRO et al., 1962).

Em 1961, o virus foi detectado novamente em Belém do Para, ocasido em que
uma grande epidemia de febre do Oropouche foi registrada, tendo sido estimado que
cerca de 11 mil pessoas foram acometidas pela doenca (PINHEIRO et al., 1962). A
partir desse episodio, 0 VORO demonstrou seu grande potencial epidémico e muitas
outras epidemias, algumas de carater altamente dispersivo, foram registradas em
diferentes centros urbanos dos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhéao,
Pard, Rondbnia e Tocantins (PINHEIRO et al., 1976; LE DUC et al., 1981,
VASCONCELOS et al., 1989; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1996; PINHEIRO et al.,
2004).

Fora do Brasil ha registros de ocorréncias de infec¢cdo por VORO no Panama,
Pert, Suriname e Trinidad (CHAVEZ et al., 1992; WATTS et al., 1997; PINHEIRO,
2004). Evidéncias de imunidade contra o VORO foram detectadas em primatas néo
humanos na Colémbia e Venezuela, sugerindo a presenca deste arbovirus tambéem
naquele pais (KARABATSOS, 1985).

Com raras as excecoOes, as ocorréncias de febre do Oropouche tém sido na
forma de epidemia urbana. De 1961 a 1996, mais de trinta epidemias de febre do
Oropouche foram registradas no Brasil, sendo que Belém, capital do Estado do Para,
foi acometida pelas trés maiores epidemias dos ultimos 20 anos. O municipio de
Santarém, bem como alguns vilarejos proximos, também foram afetados por duas
grandes epidemias ocorridas em 1974 e 1975 (PINHEIRO et al., 1976; DIXON et al.,
1981).
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Aparentemente entre 1969 a 1980, a maioria das ocorréncias do VORO foi
restrita ao Estado do Para, atingindo diversos municipios do Estado, localizados na
regido Metropolitana de Belém; na regido Nordeste; Sudeste; Baixo Amazonas e na
llha do Maraj6, acometendo mais de 20 municipios no total (PINHEIRO et al., 1962;
PINHEIRO et al., 1976; FREITAS et al., 1982; DIXON et al., 1981).

Somente no inicio da década de 80, é que epidemias do VORO foram
registradas fora do Estado do Para, notadamente nas cidades de Manaus e Barcelos,
no Estado do Amazonas, e na cidade de Mazagao, Estado do Amapa (BORBOREMA
et al., 1982; PINHEIRO, 1983). Novas epidemias da febre do Oropouche ocorreram
em 1988, nas cidades de Porto Franco (Estado do Maranhdo) e Tocantinopolis
(Estado do Tocantins) (VASCONCELOS et al., 1989). O Estado de Ronddbnia
somente veio a ser acometido pelo VORO em 1991, nas localidades de Ariquemes e
Ouro Preto D’'Oeste (PINHEIRO et al., 1994).

De 1981 a 1996, independente dos surtos do VORO ocorridos em outros
Estados do pais, surtos epidémicos de febre do Oropouche continuaram ocorrendo
no Estado do Pard, principalmente na mesorregido do Baixo Amazonas e na
mesorregido do Sudeste do Estado (LE DUC et al., 1988; PINHEIRO et al., 1981b;
BORBOREMA et al., 1982; VASCONCELOS et al., 1989; TRAVASSOS DA ROSA et
al., 1996; PINHEIRO et al., 1998) . Em 1994 uma grande epidemia foi registrada em
Serra Pelada (PA), acometendo mais de 6 mil pessoas (TRAVASSOS DA ROSA et
al., 1996).

Desde o surgimento das epidemias do VORO em 1960 até 1996, foi
determinado por diagndstico sorolégico que mais de 357 mil pessoas foram
acometidas por este virus, sendo claramente uma estimativa bastante conservadora,
pois € muito provavel que mais de meio milhdo de pessoas na regido da Amazobnia
brasileira tenham sido infectadas pelo VORO desde 1961 (PINHEIRO et al., 1997).

Em 2001 o VORO foi isolado de uma amostra de figado de um macaco do
género Callithrix spp. no Parque Nacional Grande Sertdo Veredas no Estado de
Minas Gerais, regido Sudeste do pais, sugerindo a disseminacdo do virus para
estados daquela regido brasileira, indicando ainda que sob condigBes ecoldgicas
adequadas, 0 VORO pode atingir grandes aglomerac¢des humanas fora da regido da
Amazonia Legal (NUNES et al., 2005).
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Em 2003 e 2004, novos surtos de febre do Oropouche foram registrados nas
cidades de Parauapebas e Porto de Moz, no Estado do Para (AZEVEDO et al.,
2007). Em 2006 o VORO voltou a causar epidemias no Para, desta vez nos
municipios de Maracand, Igarapé-Acu, Magalhdes Barata e Viseu, regido Nordeste
do Estado (VASCONCELOS et al.,, 2009). Em 2009, houve o reaparecimento do
VORO no Estado do Para, desta vez acometendo os municipios de Santa Barbara,
na regido Metropolitana de Belém e Altamira na regido Sudeste do Estado. Também
ressurgiu no Estado do Amapa no municipio de Mazagdo (VASCONCELOS et al.,
dados néo publicados).

Fora do Brasil as epidemias também ocorreram, tendo sido registradas no
Panama em 1989, no Vilarejo de Benjuco (EVELIA QUIROZ et al., 1989, dados nao
publicados; PINHEIRO et al., 2004), e no Peru em 1992, atingindo a cidade de Iquitos
(CHAVEZ et al., 1992; WATTS et al., 1997), e em 1994 ainda no Peru acometendo
as cidades de Puerto Maldonado e Madre de Dios, na regido amazénica daquele pais
andino (PERU e NAMRID, 1994). Em 2005, testes soroldgicos e moleculares
realizados em amostras coletadas na Argentina, na Provincia de Jujuy, evidenciaram
a circulacdo do VORO naquela regiao (FABBRI, C.; NUNES, M.R.T., 2005, dados
nao publicados).

O VORO segue uma distribuicdo Sazonal, pois as maiores epidemias de febre
do Oropouche ocorreram normalmente no periodo chuvoso da regiao Amazonica
brasileira (janeiro a junho) (PINHEIRO et al., 2004). Essa caracteristica
provavelmente esta associada a maior densidade populacional nesse periodo, do
Culicoides paraensis, principal vetor transmissor do virus para humanos provocado
pelo aumento dos criadouros naturais e artificiais decorrentes das chuvas. Fora
desse periodo os surtos e epidemias se apresentam com menor intensidade
(PINHEIRO et al., 1981a).

2.6 TRANSMISSAO DO VORO

Um estudo detalhado foi publicado pelo grupo de pesquisa do Instituto
Evandro Chagas em 1981, no qual realizaram um levantamento sorolégico em
animais da fauna do Estado do Para, na tentativa de encontrar hospedeiros

selvagens e/ou domeésticos, bem como provaveis vetores para o VORO. Nesse
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trabalho foram realizados varios testes laboratoriais, como inibicdo de
hemaglutinacdo, ensaio de neutralizagcdo in vitro, isolamento viral no soro de
vertebrados, incluindo marsupiais, roedores, aves, primatas, morcegos, cachorros,
gatos, bichos-preguica, répteis, totalizando mais de 3.695 amostras. Também foram
analisados materiais/amostras de mais de 576 espécies de invertebrados.
(PINHEIRO et al., 1981b).

Evidenciou-se com este estudo que o VORO é mantido na natureza por meio
de dois ciclos distintos, sendo um urbano e o outro silvestre. O homem apresenta-se
aparentemente como sendo 0 Unico hospedeiro acidental desse arbovirus no ciclo
urbano. No ciclo silvestre, foi mostrado que o VORO era mantido na natureza por
meio de alguns animais como macacos, bichos-preguica e provavelmente em
passaros. Em relacdo ao vetor responsavel pela manutencdo do VORO no ciclo
selvagem, evidéncias mostraram que o0 Aedes (Ochlerotatus) serratus e o
Coquillettidia venezuelensis, estdo envolvidos nessa transmissao (PINHEIRO et al.,
1981Db).

No ciclo urbano ou epidémico o virus é transmitido de pessoa a pessoa por
meio da picada do inseto antropofitico Culicoides paraensis, pertencente a familia
Ceratopogonidae, conhecido popularmente na Amazénia brasileira como “maruim”, e
em menor escala pelo Culex quinquefasciatus, da familia Culicidae. Insetos do
género Culicoides spp., sdao amplamente distribuidos em areas tropicais e
subtropicais das Américas (LINLEY; HOCH; PINHEIRO, 1983), tem habitos diurno,
atuando especialmente no crepusculo e no final da tarde e apresentam uma grande
avidez por sangue humano. Eles se reproduzem preferencialmente em matéria
organica em decomposi¢cdo, como troncos de bananeiras, cascas de cacau e de
cupuacu, etc. (HOCH; ROBERTS; PINHEIRO, 1986).

O envolvimento do maruim como transmissor do VORO, sustenta-se com base
em estudos experimentais que mostraram a habilidade desse vetor, apdés se
alimentar de sangue de pacientes virémicos, em transmitir o virus para os hamsters
dourados (Mesocricetus auratus), dentro de um intervalo de cinco ou mais dias de
exposicao (PINHEIRO et al., 1982b). Em tentativas de transmissdo do VORO entre
hamsters por meio do mosquito Culex quinquefasciatus, demonstrou-se que a
transmissao do virus somente ocorria quando 0s niveis de viremia eram muito altos,

o0 que dificilmente seriam encontrados em humanos naturalmente infectados
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(PINHEIRO et al.,, 1982b). Curiosamente estudos mostraram que a taxa de
isolamento do virus a partir do Culicoides paraensis durante periodos de epidemias €
de apenas 1:12.500, sugerindo que o maruim, embora seja considerado o principal
vetor, seja um vetor de baixa eficiéncia (LE DUC e PINHEIRO, 1988).

Desse modo, VORO pode ser considerado um agente predominantemente
enzoadtico entre 0s animais silvestres, e o0 elo entre os dois ciclos é o proprio homem
que ap6s a contaminacdo em areas silvestres enzodticas regressa em estado
virémico as cidades onde o virus por meio da ajuda do vetor € capaz de invadir areas
urbanas onde pode causar epidemias de largas propor¢cbes (PINHEIRO, 1981b;
TRAVASSOS DA ROSA, 1998).

N&o se sabe ao certo a duracédo do periodo de incubacdo do VORO, porém
estudos realizados durante algumas epidemias sugerem que ele pode apresentar
uma variacdo de quatro a oito dias. Em um incidente, ocorrido com dois técnicos de
laboratorio, que se infectaram acidentalmente por via respiratoria, 0S mesmos
apresentaram sintomas da arbovirose trés a quatro dias apés a infeccado (PINHEIRO
et al., 1981a).

2.7 INCIDENCIA DO VIRUS OROPOUCHE

As taxas de incidéncia do VORO s&o baseadas, sobretudo em estudos
realizados no Brasil. De modo geral, a estimativa da incidéncia é feita através de
inquéritos soroepidemioldégicos, nos quais grupos familiares sdo selecionados
aleatoriamente; aplica-se um questionario clinico- epidemiolégico aos membros de
cada familia, bem como se obtém amostras de sangue para a deteccdo de
anticorpos neutralizantes, fixadores do complemento, inibidores de aglutinacéo e da
classe de anticorpos IgM contra o VORO. Cabe ressaltar que nos casos febris, para
a realizacdo da tentativa de isolamento viral, sdo realizadas inoculagbes em
camundongos e em células VERO (VASCONCELOS et al., 1989; PINHEIRO et al.,
1997; PINHEIRO et al., 2004).

Sabe-se que quando ocorre uma epidemia de febre do Oropouche, as areas
urbanas dos municipios ndo sao acometidas de forma homogénea, ocorrendo que
alguns bairros apresentam uma incidéncia maior em relacdo a outros. Prova disso

tém-se os inquéritos sorologicos realizados em Belém, em 1961, que mostraram que
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dos 17 bairros estudados, apenas trés foram predominantemente afetados pela
febre do Oropouche (PINHEIRO et al., 1997). Nas epidemias de 1979 e 1980, a taxa
de ataque na populacdo de seis bairros da cidade variou entre 4,8% e 8%, 0 que
permitiu calcular que cerca de 80 mil pessoas haviam sido infectadas pelo VORO
(FREITAS et al., 1982; PINHEIRO, 1983; PINHEIRO, 1986).

Na cidade de Manaus, nos anos de 1980 e 1981 encontrou-se uma taxa de
anticorpos IH de 15% para o VORO no periodo pos-epidémico, 0 que sugere que
aproximadamente 97 mil pessoas foram afetadas pela arbovirose (BORBOREMA et
al., 1982).

Embora em algumas epidemias as taxas de incidéncia nao tenham sido
determinadas, cabe ressaltar que nas diversas epidemias descritas, 0 VORO refere
um elevado numero de pessoas infectadas. Em uma grande epidemia registrada na
regido leste do Estado do Pard, a propor¢cdo de pessoas acometidas e que
desenvolveram quadros febris foi de 63%. Contudo, a taxa de incidéncia média para
esse virus tem sido estimada em 30% (FREITAS et al., 1982).

Com relacdo a incidéncia por sexo, as estimativas de acometimento tém
mostrado algumas variacdes. Nas regides da Zona Bragantina (nordeste do Pard),
atingidas em 1979, houve um ligeiro predominio das taxas em mulheres em relacéo
aos homens, enquanto que em Belém, no mesmo ano, os individuos do sexo
masculino apresentaram maior incidéncia (FREITAS et al., 1982). Ja nas epidemias
ocorridas em Santarém, a infeccéo foi duas vezes mais freqiente nas pessoas do
sexo feminino do que nas do sexo masculino (DIXON et al., 1981). Contudo, cabe
ressaltar que todos os grupos etarios sédo atingidos pela arbovirose, embora em
alguns surtos a incidéncia da febre do Oropouche tenha sido maior em adultos
jovens e criancas (PINHEIRO et al., 2004).

2.8 SINTOMAS CLINICOS E PATOGENESE DA FEBRE DO OROPOUCHE

Com base em observacgdes realizadas ao longo dos anos, durante os surtos e
epidemias causadas pelo VORO, sabe-se que na maioria dos casos humanos de
infec¢do pelo virus, a manifestacao clinica é referida como uma doenca febril aguda
com temperaturas que podem chegar a 40°C, sendo denominada de febre do

Oropouche. A forma febril classica € caracterizada por um aumento abrupto da
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temperatura apés o periodo de incubacdo do virus. De maneira geral a febre é
acompanhada de tontura, cefaléia, mialgias, artralgias, calafrios, vertigem, fotofobia,
podendo também ocorrer dor retro-ocular e congestdo da conjuntiva. Alguns
pacientes podem apresentar nauseas as vezes acompanhadas de vomito e diarréia.
Outros apresentam um severo quadro de anorexia e insbnia. A infeccdo ainda é
caracterizada por mialgia generalizada na nuca, musculatura paravertebral e na
regido sacral, além de artralgia generalizada e prostracdo (PINHEIRO et al., 1981a;
PINHEIRO et al., 1998).

Certos pacientes queixam-se ainda de ardor passageiro em determinadas
partes do corpo, tendo também a ocorréncia de exantema em alguns casos. Alguns
pacientes sofrem vertigens tdo severas que as vezes resultam em queda. Pode haver
também epigastria leve, entretanto sem sinal de ictericia, de esplenomegalia ou de
hepatomegalia. Por outro lado, ocasionalmente pode haver linfadenomegalias nas
regides occipital e submandibulares. Muitas vezes o quadro pode se tornar bastante
incapacitante para o paciente, limitando as atividades do mesmo por vezes em atée
duas semanas, levando em alguns casos a internacao hospitalar (PINHEIRO et al.,
1981a; PINHEIRO et al., 1998).

Geralmente a fase aguda da doenca dura de 2 a 5 dias, podendo perdurar até
uma semana. A mialgia pode permanecer ainda de 2 a 5 dias apdés o
desaparecimento da febre. Em alguns casos o0s pacientes relatam astenia com
duracdo de até um més apdés a melhora dos sintomas gerais. Certos pacientes
gueixam-se ainda que as cefaléias costumam durar algumas semanas. Entretanto,
nenhuma fatalidade ou seqiela permanente foi diretamente atribuida a doenca
(PINHEIRO et al., 1981b; PINHEIRO et al., 1982b; LE DUC e PINHEIRO, 1986).

Nos casos em que 0s pacientes manifestam exantema, o que ocorreu em 5%
dos pacientes na epidemia de Belém de 1980, dentre os casos confirmados
laboratorialmente, este apareceu entre 2 a 3 dias ap6s o aparecimento da febre,
acometendo principalmente o dorso, torax, bracos e pernas, desaparecendo 2 a 3
dias depois (PINHEIRO, 1983; PINHEIRO et al., 1986). Isso também ocorreu na
epidemia de Manaus (1980), onde muitos pacientes apresentaram exantema maculo-
papular, originando-se no dorso e estendendo-se para as extremidades superiores e
inferiores (BORBOREMA et al., 1982).
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Segundo Freitas et al (1982), uma crianca de 4 anos acometida pelo VORO,
apresentou tremor generalizado e sonoléncia, com duracdo de aproximadamente 8
dias, contudo aparentemente a crianga se recuperou totalmente.

N&do se sabe ao certo os efeitos da infeccdo pelo VORO em mulheres
gestantes. Os Unicos dados disponiveis sdo de um estudo realizado durante a
epidemia de Manaus, onde de nove pacientes gravidas duas que estavam no
segundo més de gestacdo sofreram aborto (BORBOREMA et al., 1982). Sabe-se
também que em mulheres que sdo acometidas por infec¢cées causadas pelo VORO
durante o ciclo menstrual, este se apresentou mais intenso e prolongado do que o
habitual (PINHEIRO et al., 1976; PINHEIRO et al., 1981b; TRAVASSOS DA ROSA
et al., 1996).

Indmeros pacientes manifestaram um quadro neurologico tipico de meningite
asséptica, durante o surto de febre do Oropouche no Estado do Pard em 1980, no
entanto os resultados de eletroencefalogramas n&o demonstraram nenhuma
anormalidade em quatro pacientes que realizaram o exame. A incidéncia de
meningite entre os pacientes que procuraram cuidados médicos foi menor que 5%
(PINHEIRO et al., 1982a).

Aproximadamente 60% dos pacientes acometidos pelo virus, apresentam uma
ou mais recidivas da doenca no decorrer de uma ou duas semanas apds O
desaparecimento dos sintomas agudos, no entanto estes se apresentaram mais
brandos. Neste caso, geralmente o0s pacientes referem cefaléia e mialgia,
acompanhadas de febre baixa e por vezes astenia e vertigem (PINHEIRO et al.,
1981b; FREITAS et al., 1982; PINHEIRO, 1983). Em alguns casos, durante as
recidivas, apos dez dias do término dos sintomas agudos, 0s pacientes apresentaram
infeccbes bacterianas no trato orofaringeo e urinario, entretanto o VORO ou outro
agente viral nunca foi isolado das recidivas (PINHEIRO et al., 1981b).

O periodo de incubacéo apds a picada infectante contendo o VORO, em seres
humanos, é de 4 a 8 dias, sendo que esses pacientes tornam-se Vvirémicos ja nos
dois primeiros dias da doenca, o que torna-os possiveis fontes de disseminacdo do
virus. Ressalte-se, no entanto, todas as tentativas de se isolar o VORO durante as
recidivas falharam (PINHEIRO et al., 1981b; PINHEIRO et al., 1998).

Em relacdo a patogenia da febre do Oropouche, poucas informacdes sao

conhecidas. Sabe-se que o0 agente causa uma infeccdo sistémica no ser humano,
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com apresentacao de uma fase virémica (PINHEIRO et al., 1981b). De acordo com
estudos realizados, em torno de 100% dos pacientes, os titulos virais chegaram até
10° a 10°® DLso/0.02 mL nos dois primeiros dias da doenca. De fato, todos o0s
pacientes acometidos pelo VORO desenvolveram viremia maxima até o segundo dia
da doenca, caindo a percentagem no terceiro dia para 72%, sendo no quarto e quinto
dia a positividade de cerca de 44 e 23%, respectivamente (PINHEIRO et al., 1981b).
Também ndo existem informacfes em relacdo a patogénese nas recidivas da
doenca, pois em muitos pacientes ndo ha nem sinais de viremia (PINHEIRO et al.,
1998).

O fato de o VORO ser capaz de causar meningite asséptica em alguns
pacientes sugere que ele tenha a capacidade de ultrapassar as barreiras
hematoencefalicas (PINHEIRO et al., 1982a). Alguns achados laboratoriais mostram
que durante a febre do Oropouche, comumente é encontrado leucopenia associada
com neutropenia, embora em certos casos possa haver leucocitose moderada. A
leucopenia pode ser severa com até 2.000 leucécitos por mm3. Os niveis de
transaminases sdo normais, as vezes podendo apresentar aumento moderado, nao
ultrapassando 135 unidades por mL de soro. A contagem de plaquetas geralmente é
normal, com algumas excec¢des, podendo estar ligeiramente baixas. As taxas de
glicose, uréia e creatinina no sangue sdo normais, bem como os testes sobre
densidade e sedimento da urina (PINHEIRO et al., 1981b).

Como nédo se conhecem fatalidades em decorréncia da infeccao pelo VORO,
nao ha dados publicados de autdpsias sobre possiveis lesGes teciduais causadas em
humanos por esse patdgeno, e, portanto ndo sabe-se ao certo todos 0os 6rgdos em
que o virus se replica em humanos (PINHEIRO et al., 1998).

No entanto, alguns trabalhos, utilizando modelos experimentais em animais,
contribuiram imensamente para elucidar alguns aspectos da patogénese do VORO.
O primeiro estudo, datado de 1978, desenvolvido por pesquisadores do Instituto
Evandro Chagas, a inoculacdo por via intracerebral em hamsters dourados de trés
semanas de idade, demonstrou que seis horas apods a infeccdo pelo virus, foi
possivel detectar lesdes no figado, apresentando importante necrose dos hepatécitos
e consideravel hipertrofia das células de Kupffer, sugerindo assim, que o virus utiliza
uma via hematogénica para o seu transporte do cérebro até o figado (ARAUJO et al.,
1978).
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Esse estudo experimental sugere ainda que o VORO possa ser capturado por
células de Kupffer e ser transferido para hepatdcitos, onde se replica, causando dano
ao tecido. Entretanto, este estudo nao revelou nenhuma particula viral no tecido
hepatico analisado por microscopia eletrdbnica, mesmo que a microscopia tenha
mostrado importantes alteragdes na morfologia celular, tais como hiperplasia do
reticulo endoplasmético rugoso, formacéo de viroplasma no citoplasma e marginacao
da cromatina (ARAUJO et al., 1978).

Estudos realizados utilizando inoculacdo por via subcutanea, também em
hamster dourados, tentando simular uma infeccdo natural, demonstraram que o
VORO causa viremia e gque possui marcante tropismo pelo figado e cérebro,
apresentando altos titulos virais nesses orgados (PINHEIRO et al., 1982a). Outro
estudo realizado também por inoculacdo por via subcutanea (RODRIGUES et al.,
2004), demonstrou que ocorre uma infecgcdo sistémica, com deteccdo de altos titulos
de virus no plasma, alcancando um pico de 10°° TCIDso/mL no terceiro dia ap6s
infeccdo. Andalises histopatoldgicas mostraram ainda lesGes nos tecidos cerebrais e
hepaticos, sendo possivel detectar altos titulos do virus nestes orgaos. O achado
mais importante desse experimento foi a deteccao da presenca do antigeno viral em
neurdnios, por meio da imunohistoquimica. Sabe-se, no entanto que essa pode ser
uma particularidade desse modelo experimental animal, abrindo a possibilidade de
maiores investigacdes sobre a neuroinvasividade e neuroviruléncia do VORO.

Outro estudo sobre a patogénese do VORO com modelo experimental animal,
dessa vez utilizando-se camundongos BALB/c recém nascidos, com inoculagédo do
virus também pela via subcutanea (SANTOS, 2008), mostrou que apareceram sinais
clinicos no quinto dia apds a infec¢cdo, ocorrendo a morte de cerca de 90% dos
animais. O titulo viral nos 6rgdos dos animais também foi verificado apds o sacrificio
dos mesmos. Revelou-se uma alta concentracdo de virus no cérebro, cujas anélises
histopatoldgicas mostraram inflamacdo das meninges, aparentemente sem encefalite,
mas com reac0es astrocitarias importantes, confirmando o neurotropismo do VORO
nesse modelo animal. Por outro lado, a presenca do virus replicante no SNC também
foi comprovada por meio da técnica de hibridizacdo in situ, dirigida contra RNA(+)
virais, que sdo moléculas intermediarias replicativas presentes somente em células

onde esta ocorrendo replicacéo viral.
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2.9 DIAGNOSTICO

2.9.1 Diagnaostico laboratorial

A confirmacdo do diagnostico laboratorial do VORO é usualmente realizada
por meio do isolamento viral apartir do sangue de pacientes infectados até o quinto
ou sexto dia da doenca, quando praticamente 100% dos pacientes apresentam
viremia. O VORO pode ser isolado do soro de pacientes por meio da infec¢ao via
intracerebral de camundongos recém-nascidos (1 a 3 dias de vida), ou de hamsters
dourados jovens (duas a trés semanas de vida). Isolados virais podem ser obtidos
ainda em diferentes culturas de células, tais como HelLa, VERO e BHK. As amostras
de sangue precisam ser obtidas, de preferéncia, nos dois primeiros dias da doenca
onde a viremia alcanca o seu ponto maximo (PINHEIRO et al., 1997).

O diagnéstico laboratorial pode também ser realizado por métodos sorolégicos,
por meio das provas de fixacdo do complemento, neutralizacdo, inibicdo de
hemaglutinacdo e ELISA de captura de anticorpos de classe IgM. O ideal para o
sorodiagndstico para detecgdo de anticorpo € fazer com amostras pareadas, obtidas
durante a fase aguda e de convalescenca da doenca, pois uma analise positiva para
uma unica amostra de soro fornece diagnéstico presuntivo de infeccdo recente pela
deteccdo de anticorpos IgM especificos, sendo necessarios ainda que os dados do
quadro clinico do paciente sejam compativeis com a doenca para confirmacéo da
infeccéo (PINHEIRO et al., 1998).

Entretanto, para a preparacdo dos testes acima, € necessaria a manipulacao
do agente infeccioso, o que segundo as normas de seguranca do CDC (Centers for
Disease Control and Prevention — Atlanta, EUA), somente pode ser feito em
laboratérios de biosseguranca de nivel 3. Sendo assim, em 2001 um estudo realizado
em parceria entre o Instituto Evandro Chagas, o Centro de Medicina Tropical da
Universidade do Texas (EUA), e o Centro de Pesquisa Médica Naval de Lima (Peru),
deu inicio ao uso de uma nova metodologia para detectar anticorpos para o VORO
em soro de pacientes. Realizou-se a clonagem e a expressdao da proteina do
nacleocapsideo do virus em sistema plasmidial-bacteriano, e a proteina
recombinante foi usada como antigeno em ensaio de ELISA. Tal ensaio simplificou o

meétodo, que agora ndo mais depende exclusivamente da preparacdo do antigeno
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diretamente do virus, diminuindo assim os riscos de infeccdo e contaminagdo. O
estudo mostrou também que o método € eficiente em detectar tanto anticopros IgM,
quanto IgG, com alta especificidade de 99,5% e sensibilidade de 95% em
substituicdo do antigeno preparado a partir do virus in vivo (SAEED et al., 2001).

Existem ainda outros métodos para diagndstico laboratorial do VORO, que sao
mais rapidos e mais sensiveis do que o0s testes sorolégicos, sdo o0s testes
moleculares. Além do nested RT-PCR (MORELI et al., 2002), existe 0 método de RT-
PCR em Tempo Real ainda mais sensivel, que apresenta niveis de deteccdo em
torno de 10* a 10’ particulas virais/mL, sendo uma ferramenta muito Gtil para a
deteccdo do virus e a vigilancia da ocorréncia de surtos em areas epidémicas, pois é
possivel detectar o RNA do virus em soro ja no primeiro dia das manifestacfes
clinicas da doenca (WEIDMANN et al., 2003).

Em 2007, foi publicado um novo ensaio, denominado de Modified Shell Vial
Culture Procedure, que aumenta a eficiéncia dos métodos de isolamento e deteccao
de diferentes tipos de arbovirus em soro de pacientes que tenham uma menor carga
viral, 0 que promete aumentar a sensibilidade dos métodos de deteccdo do virus no
sangue. Esse procedimento também foi testado com soros de pacientes acometidos
pelo VORO, e se mostrou bastante eficiente, mostrando que em altas diluicbes
destes soros ainda era possivel detectar o virus, quando comparado com o método
padrdo (CACEDA e KOCHEL, 2007).

2.9.2 Diagnostico diferencial

Rotineiramente, o diagnadstico clinico da febre do Oropouche é dificil devido a
natureza inespecifica dos sintomas, faceis de confundir com outras doencas febris
agudas como, dengue, malaria, mononucleose, etc. Prova disso € que a dengue e a
malaria foram suspeitas inicialmente de serem a causa das epidemias de febre do
Oropouche. Uma avaliacdo clinica minuciosa aliada a elementos epidemioldgicos
detalhados ajudam a estabelecer um diagndstico diferencial, porém a certeza do
diagnostico somente € conseguida mediante a demonstracdo de auséncia do
Plasmodium em amostras de sangue (esfregacos de sangue), bem como de
evidéncias laboratoriais descartando a hipétese de ser infec¢do por dengue. Outras

doencas febris, tanto de origem bacteriana como viral, devem ser consideradas no
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diagnéstico diferencial. Dados clinicos e epidemiolégicos, bem como o0s exames
inespecificos também devem ser levados em consideracao (PINHEIRO et al., 1998).

Nos quadros febris, acompanhadas de exantema deve-se prestar atencao para
que possam ser diferenciados de outros quadros febris exantematicos, por exemplo,
agueles causados pela rubéola, enteroviroses e de alergias medicamentosas. Para
diferenciar casos de meningite asséptica associados com a infeccdo pelo VORO,
daqueles pacientes portadores de meningite asséptica causada por outros agentes
infecciosos, faz-se necessario recorrer ao diagnostico etiologico especifico. No
entanto, somente com 0s exames laboratoriais complementares e especificos para o
VORO, ser& possivel alcancar o diagnéstico correto para a febre do Oropouche
(PINHEIRO et al., 1998).

2.10 TRATAMENTO

N&o existe ainda tratamento especifico para a febre do Oropouche. O
tratamento utilizado € baseado em repouso do paciente até o desaparecimento das
manifestacbes agudas iniciais da doencga, principalmente para evitar a recorréncia
dos sintomas, pois ha suspeitas de que as crises de recorréncia sejam mais
frequentes em pacientes que reassumem suas atividades normais, particularmente
se elas sdo extenuantes. Para o combate da febre sugere-se o uso de acido
acetilsalicilico ou outros antitérmicos, e para o alivio da mialgia, cefaléia e artralgia se
recomendam o0 uso de analgésicos comuns. Por vezes, naqueles pacientes que nao
respondem favoravelmente a esse tratamento, tem-se usado morfina. Recomenda-se
ainda a ingestao de bastante liquido, como sucos de frutas e/ou solu¢des de glicose.
Nos casos em que ocorra desidratacdo intensa, deve-se recorrer a hidratacao
endovenosa (PINHEIRO et al., 1997).

No entanto, alguns estudos mais recentes tém mostrado resultados relevantes
em relacdo aos efeitos, tanto in vivo quanto in vitro da acdo de diferentes drogas
antivirais frente a replicacdo de importantes virus do género Orthobunyavirus, dentre
eles do VORO. As drogas Ribavirina, Acido Micofendlico e Interferon Alfa, foram
testadas sendo que somente a Ultima, usada na dose de 100.000Ul/mL, apresentou
efeito inibitério em relacédo a replicacdo do virus em células Vero, quando analisadas

por meio de ensaio de placas, bem como quando testadas em camundongos suicos
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recém-nascidos. Entretanto, percebeu-se a inibicdo da replicacdo viral apenas 24
horas antes ou 2 horas apos a inoculagédo do virus na cultura, ou um dia antes de
inocular o virus nos animais testados. Quando a droga foi administrada 3 horas apés
a inoculacdo do virus em camundongos, a mesma nao apresentou efeito inibitorio.
Com isso, sugere-se que essa droga seja eficiente apenas na prevencdo e no
tratamento precoce da febre do Oropouche (LIVONESE et al., 2006; LIVONESE et
al., 2007a, 2007b) .

2.11 PROFILAXIA

Para se evitar, reduzir ou interromper as epidemias de febre do Oropouche a
medida mais eficaz consiste no combate ao seu vetor — “maruim” (Culicoides
paraensis). O combate devera ser dirigido contra as formas adultas e larvarias do
vetor. Levando em conta que o maruim é um inseto de hébitos diurnos, a aplicacédo
ambiental de inseticidas, sob a forma de nebulizacdo térmica ou de aerossoéis em
ultrabaixo volume (UBV), podera contribuir para a reducdo da populacédo adulta dos
maruins, mas ndo das larvarias. Como o periodo de maior atividade desta espécie €,
sobretudo ao fim da tarde, a aplicacdo de UBV podera resultar-se a mais apropriada
(ROBERTS et al., 1981).

Contudo, faz-se necessario efetuar estudos bem planejados para avaliar o
meétodo, bem como estabelecer as condi¢cdes adequadas para alcancar o maximo de
efetividade, incluindo-se ai o tipo e a concentracéo do inseticida a ser utilizado, o seu
volume por &rea a ser tratada, frequéncia e intervalo das aplicacbes. Deve-se
também fazer o combate a fase larvaria do maruim, sendo esta uma fase muito
importante. Isto podera ser efetuado mediante a aplicacdo de larvicidas diretamente
nos criadouros ou, promover a eliminagao dos mesmos (HOCH et al., 1986).

Para que haja o sucesso destas medidas serd necesséria a participacao
efetiva da comunidade, dai a importancia de se promover a educacao apropriada da
mesma. A protecdo individual pode ser obtida mediante o uso de inseticidas de
aplicacdo na pele, porém a acdo dos mesmos € temporaria e pode resulta-se
onerosa para as populagdes menos favorecidas. Até o presente momento néo existe
vacina contra a febre por Oropouche para uso das populacdes que residem nas
areas de risco de adquirir a virose (PINHEIRO et al., 1997; PINHEIRO et al., 2004).
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2.12 PROPRIEDADES ESTRUTURAIS E GENOMICAS DO VORO

Em decorréncia da ndo existéncia de casos fatais associados a infeccao
causada pelo VORO nédo existe, no entanto, estudos especificos de microscopia
eletrdnica em tecidos humanos para esse virus. Acredita-se que suas particulas virais
assumam morfologia similar aquelas observadas para os demais membros do género
Orthobunyavirus. Os virus desse género sao esféricos, medindo de 80 a 120 nm de
diametro, exibem glicoproteinas de superficie de 5 a 10 nm de projecdo, as quais
estdo inseridas em uma bicamada de lipidios de 5 a 7 nm de espessura, formando o
envelope do virus. Estudos bioquimicos e de microscopia eletrbnica do
Orthobunyavirus La Crosse, sugerem que existem 270 a 1400 espiculas de
glicoproteinas por particula viral. Essas espiculas séo constituidas de heterodimeros
das glicoproteinas de superficie Gn e G¢ (NICHOL, 2001).

O VORO, como os demais membros dessa familia possui RNA tri-segmentado
de polaridade negativa, com excecdo dos Phebovirus e Tospovirus, que tem um dos
segmentos de RNA ambisenso (NICHOL, 2001). Os segmentos sdao nomeados de
acordo com o seu tamanho: segmento Grande (Large — LRNA), Médio (Medium —
MRNA) e Pequeno (Small — SRNA) (SCHMALJOHN e PATTERSON, 2001). Ha
significante semelhanca entre os Orthobunyavirus em relacdo ao tamanho dos
segmentos de RNA, que por sua vez sao diferentes daqueles observados para
membros de outros géneros da familia Bunyaviridae (USHIJIMA et al., 1980).

O genoma do VORO também varia de tamanho conforme o segmento
gendmico. O segmento PRNA é constituido por 754 nucleotideos (nt), enquanto que
0 segmento M possui 4.385 (nt) e o L possui 6.846 (nt), (SAEED et al., 2000;
AQUINO et al., 2003; AQUINO e FIGUEIREDO, 2004). Os segmentos de RNA
gendmicos do VORO apresentam-se ao longo de suas extremidades 3 e 5’
ancoradas em regides nao codificantes (RNC), com onze nucleotideos conservados e
complementares, o que proporciona circularizacdo dos segmentos e a conformacao
helicoidal das moléculas de RNA, gerando um melhor acomodamento espacial no
interior da particula viral (CLERX-VAN HAASTER et al.,, 1982a; CLERX-VAN
HAASTER et al., 1982b; RAJU e KOLAKOFSKY, 1989).

No VORO, o segmento GRNA codifica em uma Unica cadeia aberta de leitura

(CAL), a proteina L, a maior proteina dos Orthobunyavirus, uma possivel RNA
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polimerase-dependente de RNA com massa molecular de 244,6 kDa e que se
encontra associada aos trés segmentos de RNA viral (AQUINO e FIGUEIREDO,
2004). Em relacdo ao segmento MRNA, o mesmo codifica em uma unica CAL, uma
grande poliproteina, que apos clivagem origina trés proteinas virais, sendo duas
glicoproteinas estruturais de superficie denominadas Gn e Gc e uma proteina nao
estrutural denominada NSm (AQUINO e FIGUEIREDO, 2004). Ja o segmento PRNA
codifica ao longo de duas CALs superpostas, uma proteina estrutural de
nucleocapsideo (N) que circunda cada um dos segmentos de RNA gendmicos, e uma
proteina ndo estrutural denominada NSs (SAEED et al.,, 2000). Essas proteinas
virais estdo implicadas em importantes propriedades biologicas dos Ortobunyavirus,
tais como: antigenicidade - processo que estimula a producdo de anticorpos
neutralizantes, fixadores de complemento e inibidores da hemaglutinacao; viruléncia -
grau de severidade da doenca e a infectividade em vertebrados e invertebrados -
interacdo virus-célula hospedeira (GONZALEZ-SCARANO e NATHANSON, 1996;
BOULOQY, 1991; BUCHEN-OSMOND, 2003).

2.13 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Com base em estudos genéticos do VORO, foi possivel demonstrar que o
virus pertence a um grupo monofilético abrangendo pelo menos quatro linhagens
genéticas distintas circulantes nas Ameéricas, denominadas de gendétipos I, Il, Il e IV
(SAEED et al.,, 2000; VASCONCELOS et al., 2011). Baseando-se nos achados
referentes ao seqienciamento nucleotidico do gene N (PRNA) de 27 cepas do VORO
isoladas de diferentes hospedeiros, obtidas ao longo de 42 anos de estudo,
abrangendo uma area significativa da América do Sul, foi possivel demonstrar que o
genotipo | inclui a cepa protétipo inicialmente isolada em Trinidad & Tobago em 1954.
Ao gendtipo Il, pertencem os isolados do Peru, obtidos entre 1992 e 1998, bem como
mais duas amostras isoladas no Brasil em 1991. E no gendtipo Il foram incluidos
quatro isolados do Panama obtidos no ano de 1989. No Brasil dois (I e Il) dos trés
genotipos foram detectados, sendo que a maioria dos isolados do Brasil sdo do
gendtipo |, mais frequentemente encontrado no Leste da Amazénia, e o gendtipo Il

em menor quantidade, encontrado no Oeste Amazonico (SAEED et al., 2000).
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No ano de 2000, uma nova cepa do Virus Oropouche foi isolada de um novo
hospedeiro vertebrado (Callithrix sp), no Estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil.
sendo esta cepa classificada como gendtipo lll, encontrada até aquele momento
somente no Panama, sugerindo com isso um possivel potencial de dispersao do
VORO para regides populosas e altamente susceptiveis (NUNES et al., 2005b).
Outras analises moleculares de cepas adicionais, isoladas durante epidemias
ocorridas entre 2003 e 2006 regidao Bragantina, mais precisamente nos municipios de
Igarapé Acu, Maracand, Magalhdes Barata e Viseu, demonstraram a co-circulagcao
dos gendtipos | e 1l e sua associacdo aos casos de Febre do Oropouche na regiao
(AZEVEDO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009), bem como a detec¢do de um
quarto gendtipo (genotipo 1V) de amosotras do VORO isoladas em Manaus
(VASCONCELOS et al., 2011).

2.14 CICLO REPLICATIVO

A interacao virus-célula ocorre pela unido de proteinas do envoltério do virus
com receptores na membrana celular do hospedeiro (SCHMALJOHN e HOOPER,
2001). Ainda ndo se sabe muita coisa sobre o ciclo replicativo especificamente do
VORO. Alguns estudos feitos com membros da familia Bunyaviridae, tais como o
Virus La Crosse, Virus Punta Toro, Virus Hantaan e o Virus Uukuniemi, tém
mostrado que o ciclo replicativo comeca com o reconhecimento pelo virus do receptor
especifico da membrana plasmatica, seguindo-se de endocitose (SANTOS, 2003).

Ainda néo foram identificados receptores celulares especificos para a maioria
dos virus dessa familia, entretanto, as integrinas 3, que sdo proteinas de superficie
encontradas em células endoteliais, foram identificadas como facilitadoras da entrada
de alguns hantavirus em células em cultura (GAVRILOVSKAYA et al., 1999).

A interacdo com o receptor celular é provavelmente mediada pelas
glicoproteinas de superficie Gn e Gc, as quais estdo intimamente envolvidas com o
ciclo replicativo do virus nas células hospedeiras. Em estudos realizados com o Virus
La Crosse, sugeriu-se que a proteina Gc se liga ao receptor das células de
mamiferos e Gn se liga as células do inseto vetor (LUDWIG et al., 1991). Entretanto,
ainda néo foi determinado se ambas as proteinas do envelope sdo necessarias para

a entrada do virus nas células eucaridticas. No entanto, sabe-se que para o género
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Orthobunyavirus, a proteina Gc do envelope provavelmente também esta relacionada
com o processo de fusdo de membranas o que possibilitaria a saida do virus do
endossomo e por consequéncia a liberacdo do mesmo no citoplasma da célula do
hospedeiro (SCHMALJOHN e HOOPER, 2006).

Estudos especificos para o VORO, mostraram que a entrada do virus, tanto
em célula HeLa quanto em C6/36, é mediada por endocitose dependente de claritina
e ocorre entre 15 a 20 minutos ap6s adsorcdo. E que em células HelLa | o
desnudamento do VORO é dependente de acidificacdo do endossomo (SANTOS,
2003; SANTOS et al., 2008). No endossomo ha a fusdo da membrana celular com o
envelope viral, e consequentemente, ocorre a liberacdo do ribonucleocapsideo no
citoplasma, o que permite a transcricdo primaria das fitas de RNA, a qual é realizada
pela RNA-polimerase RNA-dependente que vem com o virus, permitindo a producao
de fitas de RNA positivas (MRNA), que serdo usadas na traducdo de proteinas virais
e servirdo de molde (cCRNA) para a transcricdo do RNA viral (VRNA) (SCHMALJOHN
e HOOPER, 2006).

A saida da célula hospedeira, dos virus da familia Bunyaviridae, ocorre através
da membrana do complexo de Golgi, com excecdo de alguns membros, tais como o0s
hantavirus Sin Nombre e Black Creek Canal, que brotam da membrana plasmatica
(SMITH e PIFAT, 1982; RAVCOV et al., 1997; SCHMALJOHN e HOOPER, 2006).

Estudos realizados com o VORO em culturas de célula HeLa, mostraram que
esse virus possui um ciclo replicativo que dura em média de 22 a 28 horas,
apresentando um eficiéncia replicativa de cerca de 1000 particulas de progénie para
cada particula inicial (SANTOS, 2003). Outro trabalho realizado por Santos (2008),
também com células HelLa, mostrou que 10 horas apés a inoculacdo do VORO ja
ocorre a liberacdo da progénie, com pico maximo em torno de 24 horas. Outros
estudos mostram ainda que virus da familia Bunyaviridae, em sua maioria, saem da
célula hospedeira por exocitose (SCHMALJOHN e HOOPER, 2006).

Contudo, apesar de o VORO ser de grande importancia em saude publica,
pouco se sabe sobre a patogénese a nivel molecular, bem como em relacdo aos
aspectos de interacdo virus-célula. A maioria dos achados sobre a patogénese a
nivel molecular dos virus do género Orthobunyavirus, advém de experimentos
realizados com o Virus La Crosse — protétipo dos virus do sorogrupo California.

Sabe-se também que o tropismo tissular entre os membros dessa familia é variavel, e
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isso se deve em parte a distribuicdo dos receptores de membrana celular, o que pode
dar uma caracteristica propria a cada membro dessa familia em relagdo ao seu ciclo
replicativo (SCHMALJOHN e HOOPER, 2006).

2.15 RESPOSTA IMUNOLOGICA AS INFECCOES VIRAIS

Primeiramente € importante compreender que o sistema imunoldgico ou
sistema imune é de grande eficiéncia no combate a micro organismos invasores. Mas
nao é so isso; ele também é responsavel pela “limpeza”’ do organismo, ou seja, a
retirada de células mortas, a renovagdo de determinadas estruturas, rejeicdo de
enxertos, e memoria imunoldgica. Também € ativo contra células alteradas, que
diariamente surgem no nosso corpo, como resultado de mitoses anormais. Essas
células, se ndo forem destruidas, podem dar origem a tumores (ABBAS et al., 2007).

O gque acontece de fato € que todas as pessoas nascem com imunidade inata.
Os componentes do sistema imunitario que participam na imunidade inata
(macroéfagos, neutrdfilos e sistema do complemento) reagem de forma semelhante
perante todas as substancias estranhas, e o reconhecimento dos antigenos néo varia
de pessoa para pessoa (PEREIRA, 2011).

Porém, o corpo ndo combate todos os invasores da mesma forma, por
exemplo, os que permanecem fora das células do corpo (organismos extracelulares)
sao relativamente faceis de combater; o sistema imunitario mobiliza defesas para
facilitar a sua ingestao pelos macréfagos e outras células. Além disso, a maneira de o
sistema imunitario levar a cabo esse procedimento depende de o0s invasores serem
capsulados (terem uma capsula espessa a sua volta) ou ndo. Os invasores que
chegam ao interior das células (organismos intracelulares) e permanecem viaveis
(vivos) e funcionais sdo combatidos de maneira completamente diferente (PEREIRA,
2011).

E nesse aspecto que os linfocitos T fazem parte do sistema imunitario de
vigilancia, pois contribuem para identificar antigenos, que séo substancias estranhas
ao corpo, porém, para ser reconhecido por um linfécito T, um antigeno deve ser
processado e apresentado ao linfocito de forma tal que este o possa identificar, como
destaca Pereira (2011 p. 43) a seguir:
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1. Um antigeno que circula pelo corpo tem uma estrutura que um
linfocito T ndo pode reconhecer.

2. Uma célula processadora de antigenos, como um macréfago, rodeia
e ingere o antigeno.

3. As enzimas da célula processadora de antigenos partem o referido
antigeno até o reduzir a fragmentos.

4, Alguns fragmentos de antigeno ligam-se a moléculas do complexo
maior de histocompatibilidade e sdo lancados para a superficie da
membrana celular.

5. Um receptor de células T, localizado na superficie de um linfocito T,
reconhece o fragmento de antigeno ligado a uma molécula do complexo
maior de histocompatibilidade e adere a ele.

As células do sistema imune sdo altamente organizadas, atuando cada uma
segundo sua funcdo. Entre as células que integram este sistema podemos encontrar
os leucdcitos ou glébulos brancos, que sédo divididos em diferentes tipos, com
funcbes imunologicas distintas. S&o eles: linfocitos, neutrofilos polimorfonucleares,
eosindfilos, baséfilos e mondcitos (GUYTON, 2004). Por sua vez, os linfocitos séo

classificados em dois tipos: os linfocitos T e linfocitos B.

Os linfocitos T, segundo Filho (1985), sdo responsaveis pela imunidade
celular, podendo ser linfécitos T4 — conhecidos também como células CD4 — ou
auxiliadoras, sendo o elemento vigilante que alerta o sistema imune para a
necessidade de Ilutar contra o “visitante indesejado” através da sintese de
substancias quimicas — citocinas e os linfocitos T8 — ou células CD8 citotoxicas —

gue sao aquelas que destroem as células que se encontram infectadas.

A resposta imune é de fundamental importancia na defesa contra agentes
infecciosos e se constitui no principal impedimento para a ocorréncia de infecgdes
disseminadas, habitualmente associadas com alto indice de mortalidade. E também
conhecido o fato de que, para a quase-totalidade das doencas infecciosas, 0 nimero
de individuos expostos a infeccdo € bem superior ao dos que apresentam doenca,
indicando que a maioria das pessoas tem condi¢des, via sistema imune, de destruir
esses micro organismos e impedir a progressao da infeccdo (MACHADO et al.,
2004).

Em contraste, as deficiéncias imunoldgicas, seja da imunidade inata
(disfuncbes de células fagociticas e deficiéncia de complemento) ou da imunidade
adaptativa (deficiéncia de producdo de anticorpos ou deficiéncia da funcdo de
células T), sao fortemente associadas com aumento de susceptibilidade a infec¢des
(JANEWAY C.A JR, 2001).
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Mesmo sabendo que a resposta imune seja fundamental para a defesa contra
a maioria de agentes infectantes, tém sido acumuladas nos ultimos anos evidéncias
de que em muitas doencas infecciosas 0s principais aspectos patolégicos ndo estéo
relacionados com uma acéo direta do agente agressor, mas sim com uma resposta
imune anormal (STITES et al., 2000). Em muitas dessas situacfes existe uma
reacdo de hipersensibilidade com resposta imune exagerada e ndo modulada que
tem como consequéncia dano tecidual. Em outros casos, agentes infecciosos, seja
por mimetizar antigenos proprios, por induzir proliferacéo de células auto-reativas ou
por aumentar nas células infectadas a expressao de moléculas de MHC e moléculas
coestimulatorias, podem desencadear doencas auto-imunes (COOKE et al., 2004).

Atualmente as doencas virais ndo s0 Sdo comuns, como representam uma
das mais importantes doencas infecciosas associadas com a mortalidade da
populacdo em todo o mundo. Como todos os patdgenos os virus compartilham a
qualidade de serem imundgenos complexos, capazes de replicacdo, que estimulam
no hospedeiro, variadas respostas imunoldgicas, tanto celulares quanto humorais.
(MACHADO et al., 2004; TRISTRAM et al., 2004).

Em decorréncia dos multiplos mecanismos de defesa imunolédgica contra os
virus, grande parte das infec¢bes virais é assintomatica ou tem uma apresentacao
subclinica com manifesta¢des inespecificas, como febre e rash cutaneo. Todavia,
varias infec¢cdes virais progridem, e dano tecidual importante pode ocorrer. A
patologia associada a infeccéo viral pode estar relacionada com um efeito citopatico
do virus, reacdo de hipersensibilidade e fendmenos auto-imunes. Em muitas
infecgbes virais a destruicdo de célula acontece por mais de um desses
mecanismos. Por exemplo, na infeccdo pelo Virus da Imunodeficiencia Humana
(HIV) e nas infec¢des pelo virus B e virus C da hepatite, a destruicdo da célula
infectada é mediada tanto pelo efeito citopatico do virus como através de
citotoxicidade por células natural killer (NK) e células CD8. Algumas infeccdes virais
exemplificam bem a ampla dimensdo dos mecanismos de agressao tecidual que
ocorrem no curso dessas infec¢coes (JANEWAY, 2001; COOKE et al., 2004).

Quando um hospedeiro vertebrado é infectado por um virus, o sistema
imunoldgico deste hospedeiro monta um numero variado de respostas. Muitas
destas envolvem a producéo de anticorpos especificos contra antigenos expressos

pelo patdgeno via sistema imune adaptativo, com envolvimento de células T CD4,
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CD8 e linfécitos B (SCHMALJOHN e HOOPER, 2006). Contudo, o hospedeiro
também desenvolve uma resposta ndo especifica, rapida e bastante eficiente, que é
de suma importancia no inicio da invasdo. Tal resposta constitui a primeira linha de
defesa do organismo e € marcada pela producéo das citocinas (ABBAS et al., 2007).

Essa resposta imune primaria envolve citocinas como os IFN-a e IFN-B
(interferons) e o TNF (tumor necrosis factor). O sistema complemento e as células
especializadas em fagocitose, tais como macrofagos e células NK também estéo
envolvidas nessa reacdo imune. Essa resposta genérica a diferentes patdégenos,
denominada de resposta imune inata, ao contrario do sistema imune adaptativo
mencionado anteriormente, ndo confere uma protecdo duradoura ao hospedeiro,
mas sim uma protecéo imediata e inicial extremamente importante contra a infeccao
(EVERETT e MCFADDEN, 1999; CHADHA et al., 2004).

2.16 CITOCINAS

As citocinas sdo pequenas proteinas ou peptideos secretados pelas células
da imunidade tanto inata quanto adaptativa, que formam um extenso grupo de
moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células, medeando o
desencadeamento das respostas imunes. Elas sdo produzidas em resposta a micro
organismos e outros antigenos, e diferentes citocinas estimulam respostas diversas
das células envolvidas na imunidade e na inflamacé&o (ABBAS et al., 2007). Essas
moléculas sdo importantes mediadores envolvidos na manutencdo do processo
inflamatorio, podendo estimular ou inibir a resposta imune do hospedeiro frente a
uma infeccdo (SHER et al., 1992). S&o também proteinas extremamente potentes,
iniciam sua acéo através da ligacdo a receptores especificos, provocando alteracao
da sintese do RNA e de proteinas de diferentes células do organismo. A maioria das
citocinas exerce efeitos paracrinos (a¢do sobre células presentes nas proximidades
das células produtoras da citocina) ou efeitos autdcrinos (acéo sobre o tipo celular
que a produz). Aléem disso, algumas citocinas exercem efeitos enddcrinos, séo
secretadas para a circulagdo, agindo sobre células presentes em outros locais que
ndo os da célula produtora daquela citocina, ou seja, com efeitos de sua acdo a
distancia (SHEERAN e HALL, 1997).
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Embora diversos tipos celulares possam secretar citocinas, células T,
macrofagos e células dendriticas sdo as principais fontes produtoras de citocinas.
Entre as atividades fisiologicas das citocinas, se destacam a ativacado da resposta
imune celular e humoral, regulacdo da hematopoiese e controle da proliferacédo e
diferenciacao celular (Quadro 1). Durante a resposta imune celular adaptativa ocorre
intensa producédo de citocinas, porém vale ressaltar que a producao de citocinas nao
depende do antigeno, ou seja, ndo € antigeno-especifica, portanto, as citocinas
agem sobre qualquer tipo celular que tenha o receptor apropriado (ROSSI e
ZLOTNIK, 2000).

Quadro 1 - Principais citocinas, suas células produtoras e pri ncipais alvos celulares
e efeitos biolégicos.
Citocina | Células produtoras | Alvos e efeitos biologivos

1 - Citocinas Pro-inflamatorias (Thl)

Células endoteliais: ativagdo (inflamacao,
coagulacao)
Macrofagos, células | Neutrdfilos: ativagédo

TNF-a dendriticas, células | Hipotalamo: febre
endoteliais e células | Figado: sintese de proteinas de fase aguda
T Musculo, gordura: catabolismo (caquexia)

Muitos tipos celulares: apoptose

Macrofagos, células | Células endoteliais: ativacdo (inflamacdo,
IL-18 endoteliais, algumas | coagulacéo)

células epiteliais Hipotalamo: febre

Figado: sintese de proteinas de fase aguda

Macrofagos, células | Células T: diferenciacéo de Thl

IL-12 dendriticas Células NK e células T: sintese de IFN-y,
atividade citolitica aumentada
IFNs do tipo | | IFN-a: macréfagos Todas as células: estado antiviral,
(IFN-a, IFN- | IFN-B: fibroblastos expressao de MHC de classe | aumentada
B) Células NK: ativacdo
Macrofagos: ativacédo (funcdes microbicidas
aumentadas)

Células B: troca de isotipo para subclasses
Células T (Thil, | delgG

IFN-y células T  CDB8+, | Celulas T: diferenciacéo de Thl
células NK Expressdao aumentada de moléculas MHC
de classe | e |IlI, processamento e
apresentacdo de antigenos para células T
aumentados

Macrofagos, células | Figado: sintese de proteinas de fase aguda
IL-6 endoteliais, células T | Células B: proliferacdo de células
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produtoras de anticorpo
Induz proliferacéo de células T e B ativacéo

IL-2 Células T de células NK e pode promover morte
induzida por ativacao-apoptose
Mondacitos, Promove o recrutamento de neutrdfilos,
IL-8 (CXCL8) | Macréfagos, células T e basdfilos (potente agente
Fibloblastos e | quimitatico)

Células endoteliais

2 - Citocinas reguladoras (Th2)

IL-10 Macrofagos, ceélulas | Macréfagos, células dendriticas: inibicdo da
T produgéo da IL-12 e expressao de co-
estimuladores e moléculas de MHC da

classe I

Inibicdo da proliferacdo de células Thl
Células T: diferenciacdo de células Th2,
Células T CD4+, | proliferacédo

IL-4 mastocitos Células B: Troca de isotipo para IgE
Macroéfagos: Inibicdo da ativagdo mediada
po IFN-y
Mastaocitos: proliferacdo (in vitro)

IL-5 Células T CD4+ Eosindfilos: ativagdo, producdo aumentada

Células B: proliferacéo, producao de IgA

3 - Citocinas moduladoras (Th17)

IL-23 Macréfagos Promove a diferenciacdo de células Th17

Células T CD4+, | Promove inflamacao induzindo a producao
IL-17 neutroéfilos de citocinas inflamatérias como IL-6, IL-1 e
TNF-a em células endoteliais

IL, Interleucina; IFN, interferon; TNF, Fator de Necrose Tumoral; TGF, Fator de Crescimento e Transformacéo; Thl, células T
auxiliar tipo 1; Th2, células T auxiliar tipo 2, Th17, células T auxiliar produtoras de IL-17, Treg, células T reguladoras; Adaptada
de Abass 2007. Imunologia Celular e Molecular. Rio de Janeiro: Elsevier, 2007. 580 p. 6a Edi¢&o.

As citocinas apresentam um importante papel na polarizacdo da resposta
imune e na manutencao e diferenciacdo das ceélulas. Citocinas como IFN-y, IFN-q,
IL-6, IL-12, IL-18 e linfotoxinas estdo envolvidas na polarizacdo de resposta Thl
(pré-inflamatoria), promovendo a imunidade mediada por células contra patdgenos
intracelulares. Por outro lado, citocinas como IL-4, IL-5 e IL-13 estdo envolvidas na
polarizacdo de resposta Th2 (regulatéria), predominante em reacfes alérgicas e
também em respostas humoral e celular contra helmintos, parasitas e patdégenos
extracelulares (ABBAS et al., 1996).

Atualmente, outras subpopulacdes de linfécitos T foram descritas de acordo

com a sua atividade e padrdo de producdo de citocinas: linfécitos Th3,
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caracterizados pela producdo de TGF-B, associados a um perfil modulador da
resposta imune; linfécitos T CD4+ CD25+ produtores de TGF-B e IL-10, também
chamados de células T reguladoras (Treg), devido a sua capacidade de supresséo
da resposta imune; e células Thl7, caracterizadas pela producdo de IL-17 e
associadas a um perfil modulador (ANSEL, LEE e RAO, 2003; RONCAROLO et
al., 2006). Tendo ainda citocinas como IL-2, IL-7 e IL-15, as quais sdo importantes
no desenvolvimento e manutencdo de células T de memdria (SCHLUNS e
LEFRANCOIS, 2003).

Outros fatores também estdo envolvidos nessa diferenciacdo e indugcédo da
respostas Thl, Th2 e Th3, tais como: fatores genéticos, sinais co-estimulatérios e a
natureza do estimulo antigénico. Entretanto cabe ressaltar que o fator que mais
influencia a resposta inflamatoria é o tipo de mediador inflamatorio, como citocinas e
qguimiocinas, presentes no microambiente das celulas T durante a apresentacéo do
antigeno e do inicio da reposta mediada por células (D’AMBROSIO e SINIGAGLIA,
2000).

Devido ao grande papel das citocinas na polarizacdo e manutencao de
respostas imunes, elas estdo diretamente associadas com as patologias resultantes
de infec¢des por microorganismos como 0s virus por exemplo (ABBAS et al., 2007).

2.17 RESPOSTA IMUNE CITOCINICA A INFECCOES POR ARBOVIRUS

N&o existem estudos especificos referentes a resposta imunoldgica mediada
por citocinas em humanos ou animais acometidos pelo Virus Oropouche, contudo
estudos especificos tém sido realizados buscando investigar a resposta imune
imediata (citocinica) em modelos experimentais, culturas celulares, bem como em
soros de pacientes acometidos por outros arbovirus, principalmente aqueles
pertencentes a familia Flaviviridae, como por exemplo, o Virus da dengue (VDEN),
Virus da febre amarela (VFA), Virus bussuquara (VBSQ), Virus rocio (VROC) e o
Virus encefalite Saint Louis (VESL) (QUARESMA et al., 2006; BARROS et al, 2009;
BARROS et al, 2011). Muitos desses trabalhos buscam investigar/conhecer
especificamente o papel das citocinas e quimiocinas na resposta imune dos

pacientes acometidos por essas arboviroses.
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No caso da Dengue, observacdes feitas por varios grupos de pesquisa
forneceram indicios do papel patoldgico de componentes da resposta imunoldgica
ao virus. O VDEN infecta mondcitos, macréfagos e células dendriticas, que sao
células apresentadoras de antigenos e podem produzir diferentes citocinas quando
infectadas. Dentre as citocinas pro-inflamatérias (perfil Thl) encontradas in vivo e in
vitro, pode-se destacar o TNF-a, onde altos niveis dessa citocina em soro de
pacientes com febre do Dengue (FD) e febre hemorragica do Dengue (FHD)
sugerem o seu papel fundamental no choque séptico (VITARANA et al.,, 1991;
HOBER et al., 1993; BRAGA et al., 2001; NGUYEN et al., 2004; CHAKRAVARTI e
KUMARIA, 2006).

Desde entéo varios estudos encontraram elevados niveis de TNF-a em soro
de pacientes com FD e FHD, demonstrando a grande expressao desta citocina em
pacientes acometidos pelo Virus da dengue (HOBER et al., 1993; KRAKAUER et
al., 1995; PINTO et al., 1999; NGUYEN et al; 2004; CHAKRAVARTI e KUMARIA,
2006; REIS et al; 2007); altos niveis dessa citocina também estdo diretamente
correlacionados com as manifestaces hemorragicas dessa doenca (BRAGA et al.,
2001).

Elevados niveis de IL-6, tém sido encontrados em soros de pacientes com
FHD/SCD, e vérios autores correlacionam a presenca elevada dessa citocina com a
gravidade da doenca (JUFFRIE et al., 2001; AVILA-AGUERO et al., 2004; CHEN et
al., 2006). Niveis significativamente elevados de IL-6 foram encontrados em recém
nascidos com infec¢éo fatal, sendo também esta citocina fortemente associada com
a ativagdo da via extrinseca de coagulagdo nos casos de FHD e Sindrome do
choque do dengue (SCD) (NIGUYEN et al., 2004)

Altos niveis de IL-10 e IFN-y, tém sido relatados em pacientes com FD e
FHD, propondo-se que a geracdo de citocinas reguladoras (perfil Th2), também
estara ocorrendo na tentativa de balancear/controlar a inflamacdo (NGUYEN et al.,
2004; AZEREDO et al., 2001).

Altas concentragcdes de IFN-a, tanto em pacientes com FD quanto com FHD,
também j& foram descritas, porém seu papel na gravidade ou controle da doenca
ainda nao foi totalmente elucidado (KURANE, 1993). Sabe-se que o IFN-a é uma
citocina que pode induz resisténcia aos virus por ativar vias intracelulares nao

citoliticas, que atenuam a infeccdo por meio da limitacdo da dispersédo viral
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(GRANDVAUX et al., 2002). Estudos demonstraram que os IFNs a e B protegem
as células contra o VDEN em infeccbes experimentais in vitro por que tem a
capacidade de inibir a infeccdo pelo virus, por prejudicar significativamente a
producdo ou a estabilidade do RNA viral, do antigeno viral intracelular, e dos virus
secretados para o sobrenadante da cultura célular (DIAMOND et al., 2000), e que o
IFN-a limita a replicacdo do VDEN no sistema nervoso central de camundongos (in
vivo) (SHRESTA et al., 2004). Entretanto, contrariando as hipéteses do papel
protetor do IFN-a em infec¢des pelo VDEN, pesquisadores demonstraram que esse
virus tem a capacidade de escapar do sistema imunoldgico através da inibicdo da
via de expresséo do IFN-a e que outros flavivirus utilizam o mesmo mecanismo de
escape (LIN et al., 2004; FOY et al., 2005).

Nos casos graves de febre amarela, o dano endotelial, a microtrombose, a
coagulacao intravascular disseminada (CID), a anoxia tissular e o choque, também
parecem estar associados a altos teores de TNF-a e de outras citocinas pro-
inflamatorias produzidas por macrofagos (FIGUEIREDO, 2006). Outros trabalhos
realizados por Quaresma et al (2005), mostram também que em casos de febre
amarela fatal em humanos o TNF-a foi mais intensamente expresso no lébulo na
regido médio-zonal, seguidos pelas zonas 1 e 3, com imuno-expressao extracelular
e em células de Kupffer. Nos espacos-porta essa citocina foi encontrada
principalmente em células com morfologia de macréfagos. O IFN-y também foi
detectado, no entanto esta citocina apresentou uma predilecdo pela zona 2. Sua
localizacdo foi tanto extracelular como em linfocitos. Nos espacos-porta, a
expressao celular foi mais discreta que no I6bulo hepatico.

Outros estudos, também sobre casos fatais em humanos ocasionados pelo
VFA, mostraramo escasso fendmeno inflamatorio associado a necrose medio-zonal
e presenca dos corpusculos de Councilman — Rocha Lima em hepatdcitos, é
sugerido pela presenca de altos teores de TGF-f3, citocina indutora de apoptose, no
tecido hepatico, seguida também por TNF-a e IFN-y que aparecem juntos em
alteracOes vasculares (especialmente o baixo-fluxo de sangue). Esses dados
demosntram que essas citocinas parecem ser responsaveis pelo “jogo” de
alteracdes histopatologicas observadas em casos fatais de Febre Amarela
(QUARESMA et al., 2006a; QUARESMA et al., 2006b). Estes dados também
reafirmam o papel do TGF-B como regulador de outras citocinas pré-inflamatérias e
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corroboram a idéia de que, mesmo que vindo de uma mesma familia, os virus
podem agir de maneira diferente sobre o sistema imune do hospedeiro,
expressando ou regulando difrentes citocinas (BARROS et al., 2009).

Uma pesquisa de anticorpos contra arbovirus, incluindo o VFA, na forma
vacinal (17D), em uma amostra da populacdo de Rio Branco, durante 6 meses,
sendo 3 meses antes e 3 meses ap0s a aplicacdo da vacina, evidenciou que as
respostas sorologicas foram do tipo primaria, exceto em 21,7% (23/106) dos 17D-
positivos (agosto de 1999) e que foi secundaria para dois ou mais flavivirus.
Comprovou-se ainda que 3 meses apds a aplicacdo da vacina esse percentual
subiu para 89,7%, porém 0S 0S soropositivos tiveram 0s mesmos resultados
sorologicos anteriores. No mesmo estudo, detendo-se ao resultado de anticorpos
contra os arbovirus, incluindo VORO, foi inferior a 6%. Observando ainda que apés
a vacina a soroconversao para o VORO foi de 1.1 (TAVARES-NETO et al., 2004).

Silva et al (2010), investigaram a eficicia da vacina 17D com foco em febre
amarela, com amostra de sangue total in vitro, 0 qual obtiveram na andlise do
padrdo de citocinas intracitoplasmaticas, o aumento dos niveis de IFN-a, TNF-q,
IL-4 e das células NK. Por outro lado, na presenca do estimulo antigénico da
vacina 17D, a analise de células T CD8 revelou aumento dos niveis de IL-4 e IL-5.
Para as citocinas de células B, o perfil demonstrado foi do aumento dos niveis de
TNF- q, IL-4 e IL-10.

Ainda no mesmo estudo Silva et al (2010), detectaram a presenca de
linfocitos T CD4 dos pacientes, apresentando percentuais de aumento
da IL-12 e IL-5. A analise dos linfocitos T CD8, revelaram aumento dos niveis de IL-
12 e TNF-a, aléem de um aumento nos niveis de IL-4 e IL-5 como ja citado. Assim,
foi evidenciado que pacientes, apos a vacina 17D, apresentam padrao de citocinas
exacerbado com uma frequéncia maior para citocinas de células positivas,
principalmente observadas no interior das células NK, Células T CD8, e linfocitos B,
independentemente das condi¢cdes experimentais em que foram avaliados (sob o
controle negativo ou com o estimulo da vacina 17D).

Estudos realizados por Barros et al (2009), onde infectaram macréfagos de
camundongos com alguns flavivirus, tais como VFA, VBSQ), VROC e o VESL,
mostraram que na infeccdo por VBSQ, VFA e VESL, o IFN-a teve sua producao

aumentada 24 horas apés a infeccdo (p.i), enquanto que o VROC provocou o
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aumento de IFN-a, somente 48 horas p.i., quando comparado com células nao
infectadas. Por outro lado nenhum dos virus testados alterou, por si s6 a producéo
das citocinas IL-1B, TNF-a e TGF-B nas culturas de macréfagos. IFN-a e B sao
conhecidos como IFNs do tipo | e estdo associados como mediadores da resposta
imune inata inicial a varias infec¢Bes virais. Eles apresentam propriedades
biolégicas diversas, incluindo efeitos antivirais e imunomoduladores (PLATANIAS et
al., 1996; STARK et al., 1998). A importante contribuicdo de IFN-a e -B para a
modulacdo da infec¢cdo por flavivirus tem sido demonstrado in vitro e in vivo
(VITHANOMSAT et al.,, 1984; HASEGAWA et al., 1990; PINTO et al., 1990;
HOOFNAGLE, 1994). Assim, o importante papel de regulador do virus realizado
pelo IFN-a pode explicar o porque que a infeccdo de macréfagos pelo VDEN, em
culturas celulares, sé ocorre quando essas células sdo submetidas a grandes doses
de virus (BARROS et al., 2009).

O TGF-B, sendo uma citocina de acao reguladora, tem um papel importante
como inibidor de véarios efeitos induzidos por outras citocinas, como IL-1 e TNF-a.
Ela é considerada uma citocina essencial para o balanco da resposta imune (WAHL
et al., 1989; DINARELLO, 1994). Ainda de acordo com os achados de Barros et al
(2009), os macrofagos infectados com os flavivirus e ndo ativados/estimulados, ndo
apresentaram alteragbes na producdo de TGF-B. No entanto, quando o0s
macrofagos foram infectados com VFA, VROC e VESL e estimulados com
lipolissacarideos (LPS), uma significativa inibicdo na sintese do TGF-B foi
observada 48 horas apés a infeccdo. Apenas a infecgédo pelo VBSQ foi incapaz de
reduzir a sintese de TGF-B por macréfagos estimulados por LPS.

Todos esses estudos realizados e seus respectivos resultados obtidos,
mostram o quao importantes sdo estudos dessa natureza, para contribuir para a
elucidacdo das respostas imunes em pacientes acometidos por arboviroses. No
entanto, cabe ressaltar que sdo desconhecidas pesquisas similares ja realizadas,
buscando investigar as reacdes/respostas imunoldgicas citocinicas em pacientes

acometidos especificamente pelo VORO.
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3 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, tem aumentado muito o interesse pelo entendimento de
doencas com quadros febris agudos, em virtude de sua alta taxa de acometimento e
pouco conhecimento dos seus mecanismos imunofisiopatolégicos (QUARESMA,
2003; QUARESMA et al., 2005). Dentre elas, destacam-se aquelas cujos agentes
biologicamente agrupados como arbovirus podem induzir doengcas em humanos com
quadro clinico grave (ISHAK et al., 1982).

A febre do Oropouche, doenca febril aguda, causada pelo Virus Oropouche
(VORO) é frequentemente destacada como um exemplo de arbovirose emergente,
cuja frequéncia de casos tem crescido consideravelmente, principalmente no Brasil, e
em especial na Regido Amazoénica (GIBBONS, 1993; NUNES et al., 2005; AZEVEDO
et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2011).

Segundo registros, é a segunda causa mais frequente de arbovirose urbana do
pais, depois da dengue (CRUZ et al., 2009). No entanto, o verdadeiro impacto do
VORO na Amazonia brasileira deve ser ainda maior, pois o carater inespecifico da
doenca febril pode levar a subestimar a sua real frequéncia (PINHEIRO et al., 1997;
PINHEIRO et al., 2004).

As constantes migragfes humanas entre areas endémicas e ndo endémicas, o
desmatamento de grandes areas de florestas e a proliferacdo de vetores artropodes
potenciais nos centros urbanos tem contribuido para a ocorréncia de surtos e
epidemias do VORO nessa regido do pais (VASCONCELOS et al., 2001).

Considerando esses aspectos, em associacdo com o pouco conhecimento da
imunopatogenia da febre do Oropouche, bem como das particularidades de seu
quadro clinico, demonstra-se a necessidade de novos estudos sobre o VORO,
principalmente em relacdo as reacOes/respostas imunolégicas em humanos
mediadas por citocinas, que sao praticamente desconhecidas. Diante dessa situacao
€ que se justificou a realizagdo da presente pesquisa, buscando
descrever/caracterizar o perfil da resposta imune citocinica em humanos acometidos
pelo VORO, contribuindo assim, para o melhor entendimento da evolucdo da
infeccdo, bem como abrindo novas perspectivas para futuras intervengdes

terapéuticas que possam minimizar o quadro clinico da doenca.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil da resposta imune citocinica em infeccdo humana

associadas ao Virus Oropouche.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar a expressao de citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 (CXCLS8),
IL-12, TNF-q, IFN-a e IFN-y), reguladoras (IL-4, IL-5, IL-10) e moduladoras (IL-17A,

IL-23), no soro de pacientes com infec¢cao confirmada pelo VORO;

- Caracterizar o perfil pro-inflamatorio, regulador e/ou modulador da resposta imune

apresentada pelos pacientes com febre do Oropouche;

- Associar o perfil de resposta imune citocinica encontrada (pré-inflamatoria,
reguladora e moduladora) com a sintomatologia apresentada ou relatada pelos

pacientes com febre do Oropouche;
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5 MATERIAL E METODO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS ESTUDADAS

Este projeto de pesquisa foi realizado utilizando um total de 320 amostras de

soros humanos, sendo que essas amostras foram assim caracterizadas:

1° Grupo: Grupo controle (Controle negativo): Um total de 60 amostras de Banco de
Sangue, fornecidas pela Fundacdo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para
(HEMOPA) sob oficio n° 080/2011 — GAPRE/HEMOPA, em anexo. Sendo essas
amostras isentas de qualquer tipo de infeccdo, de acordo com os testes/parametros
realizados pelo HEMOPA, sendo totalmente aptas para doacdo de sangue e
colhidas mediante consentimento/aceite do TCLE (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido), por parte dos pacientes doadores.

Cabe destacar que estas amostras serviram para a montagem do perfil
panoramico de citocinas de cada individuo e a construgdo da curva ascendente da
assinatura de citocinas, revelando as freqiiéncias de altos produtores de citocinas do
Grupo Controle, que serviu sempre como referencial para a analise dos demais

grupos envolvidos neste estudo.

2° Grupo: Composto por 260 amostras provenientes de pacientes acometidos por
surtos do virus Oropouche, ocorridos nos municipios de Magalhdes Barata (PA) em
2006 e Mazagéo (AP) em 2009. As aliquotas desse material, gentilmente cedido pelo
Instituto Evandro Chagas/SVS/MS, se encontravam armazenadas na soroteca da
Secdao de Arbovirologia e Febres Hemorragicas desse Instituto, conservadas a -80°C,
e assim permaneceram até o0 momento da sua analise via experimento.

Os individuos incluidos neste segundo grupo foram selecionados dentre as
amotras viaveis, colhidas durante os surtos seguindo alguns critérios de inclusao, tais
como: tempo de doenca; apresentacdo ou nao de sintomas especificos para a
infeccdo pelo VORO; amostras pareadas, ou seja, coletadas em dois periodos
distintos com média de uma semana de intervalo entre as coletas, dentre outras.
Posteriormente essas 260 amostras foram classificadas/subdivididas em oito
subgrupos, com base nas caracteristicas clinicas e/ou laboratoriais apresentadas por

estes pacientes, CcoOmo vemos a seguir:
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1. Nao respondedores - pacientes que tiveram diagnostico negativo (soro-
negativos pelo teste de IH) na primeria coleta do sangue em campo. Grupo

composto por 81 individuos/amostras.

2. Nao Respondedores Assintomaticos — individuos que tiveram diagndstico
negativo na primeria coleta (soro-negativos pelo teste de IH), e que nao
apresentavam sintomas clinicos da doenca. Esse grupo foi composto por 33

individuos/amostras (Subdivisdo do grupo dos Nao respondedores).

3. Nao Respondedores Sintomaticos - pacientes que tiveram diagndéstico negativo
(soro-negativos pelo teste de IH) na primeria coleta. No entanto apresentavam
sintomas clinicos, especificos para o VORO, sendo neste estudo considerado os
qguatro sintomas mais apresentados pelos pacientes (febre, calafrios, cefaléia e
tontura). Esse grupo foi composto por 48 individuos/amostras (Subdivisdo do

grupo dos N&o respondedores).

4. Respondedores precoces - pacientes que tiveram diagndstico positivo para o
VORO ja na primeira coleta do sangue em campo (Soro-positivos precoces). Esse

grupo foi composto por 99 individuos/amostras.

5. Respondedores tardios — pacientes que tiveram diagndéstico positivo somente
na segunda coleta de sangue e que eram negativos quando da primeira coleta do
material bioldgico em campo (soro-positivos tardios). Esse grupo foi composto por

30 individuos/amostras.

6. Respondedores precoces prolongados - individuos que tiveram diagndstico
positivo tanto na primeira quanto na segunda coleta de sangue em campo. Esse
grupo foi composto por 50 individuos/amostras.

7. Respondedores baixos produtores de anticorpos - Grupo com
sorologia/titulagdo confirmada para o VORO, sendo aqueles individuos que
apresentaram titulacdo de anticorpo inibidores da hemaglutinacdo para <320
(valor decorrente da diluicdo seriada do soro 1: 320, no teste de IH, o que
caracteriza o Titulo de anticorpos na amostra) (Subdivisdo do grupo dos

respondedores precoces).
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8. Respondedores altos produtores de anticorpos - representados por individuos
que apresentam titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo para =640
(Titulo de anticorpos — diluicdo 1: 640) (Subdivisdo do grupo dos respondedores
precoces).

As 260 amostras, obtidas decorrentes dos surtos do VORO, tiveram seu
diagnostico confirmado, para a infeccdo viral, por meio de testes laboratoriais de:
Sorologia - Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH) e MAC Elisa — deteccdo de anticorpos
IgM e IgG; Isolamento Viral e Transcricdo Reversa-Reacédo de Cadeia de Polimerase
(RT-PCR), acrescidos do diagnostico clinico, realizados pela Sec¢do de Arbovirologia
e Febres Hemorragicas do Instituto Evandro Chagas/SVS/MS.

5.2 OBTENCAO DOS DADOS CLINICOS

Mediante revisdo de prontuarios clinicos dos pacientes, foram obtidos dados
sobre as seguintes variaveis: idade, sexo, tempo de duracdo da doenca, principais
manifestacdes clinicas, dentre outras, apresentadas/relatadas pelos pacientes.

Dos 260 pacientes/amostras com febre do Oropouche, optamos por
investigar os sintomas clinicos especificos de febre do Oropouche dos 99
individuos pertencentes ao grupo dos respondedores precoces (subgrupo 4). Cabe
ressaltar que optamos por padronizar esse grupo tanto para obtencdo dos dados de
sintomatologia como para os dados sorolégicos (que serdo apresentados em
seguida), por este grupo ser bem representativo em namero de individuos, bem
como ter sido formado por pacientes que tiveram diagndstico positivo ja na primeira
coleta do sangue e que apresentaram a sintomatologia caracteristica para a
infeccéo pelo VORO.

Dentre a sintomatologia apresentada foi analisada a frequencia (%) dos

sintomas, conforme descritos no Quadro 2, a seguir:
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Quadro 02: Frequéncia dos sintomas/sinais clinicos especificos apresentados pelo
grupo dos respondedores precoces diante a infec¢do pelo VORO.

SINTOMAS/SINAIS CLINICOS FREQUENCIA (%)
Febre 87
Calafrios 72
Cefaléia 61
Tontura 54
Mialgia 48
Fotofobia 39
Nauseas 34
Vomitos 33
Artrite 18
Epigastria 8
Exantema 4
Diarréia 0
Cong. Conjuntival 0

5.3 DADOS SOROLOGICOS

Os dados sorologicos foram obtidos por meio da revisdo dos testes de
sorologia para deteccdo de anticorpos IgM e IgG, realizados nas amostras do
grupo dos respondedores precoces (subgrupo 4 padronizado conforme descrito
anteriormente). Dessa forma foi possivel a quantificacdo desses dados sorolégicos,
mediante a positividade para os anticorpos pesquisados, variando sua titulacdo em

relacdo ao numero de individuos conforme descritos na Quadro 3.
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Quadro 03: Dados sorologicos/titulacdo de anticorpos inibidores de hemaglutinacao,
apresentados pelo grupo dos respondedores precoces diante a infeccdo pelo
VORO.

TITULAGAO SOROLOGICA NUMERO DE INDIVIDUOS
20 2
80 3
160 10
320 25
640 32
>1.280 27

*Altos produtores (640 - 21.280), Baixos produtores (20 - 320).

Em seguida os individuos que apresentaram titulacdo viral positiva para o
VORO foram divididos em Baixos produtores — sendo aqueles que apresentaram
titulacdo de anticorpo <320, e Altos produtores — individuos que apresentam titulos
de anticorpos =640.

A obtencdo dos dados clinicos (Tabela 02) e dos dados de dosagem
soroldgica antigeno especifica (IgM e IgG) (Tabela 03), foi de suma importancia
para fazer as correlagdes necessarias para o esclarecimento da interagdo entre as
respostas imunes observadas pela dosagem da expresséo das citocinas (painel de
citocinas estudadas), com a sintomatologia clinica especifica e com os dados

sorologicos apresentados pelos pacientes que fizeram parte deste estudo.

5.4 DETECCAO DO NIVEL DE CITOCINAS PLASMATICAS POR CITOMETRIA
DE FLUXO

Para a realizacdo dessa etapa da pesquisa contou-se com a parceria
instituida entre o Instituto Evandro Chagas/SVS/MS, Ananindeua — Para e o Centro
de Pesquisa René Rachou (CPgRR) da Fundacdo Oswaldo Cruz/SVS/MS, Belo
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Horizonte - Minas Gerais, onde foram realizadas as dosagens de citocinas nos
soros do sangue dos pacientes/amostras utilizadas no presente estudo. Tal parceria
foi de suma importancia para a elaboracdo dessa etapa, uma vez que o CPgRR
apresenta uma das melhores infra-estruturas e conhecimento/apoio especializado
do pais em relacdo a essa técnica de dosagem de citocinas plasmaticas por
citometria de fluxo, adotada em nossa pesquisa.

5.5 DOSAGEM DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

Os niveis plasmaticos das citocinas (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8
(CXCL8), IL-10, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-a, IFN-y e TNF-a), dos soros dos pacientes
selecionados para essa pesquisa, foram dosados/quantificados utilizando-se o
kit/sistema Cytometric Bead Array (CBA) (BD, Pharmingen, EUA), com metodologia
adaptada de TARNOK (2003), que emprega uma mistura de esferas de
poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e distintas e recobertas com
anticorpos especificos para as citocinas e quimiocinas humanas, que Sao
detectadas no canal FL3 ou FL4. Essa metodologia permite a avaliagdo simultanea
de vérias citocinas no mesmo ensaio, empregando-se pequenos volumes de
amostra (25 pl).

Aliguotas de soros ou plasmas e aliquotas dos padrdes de citocinas
humanas foram submetidas a diluicdo seriada com tampéo diluente G (reagente
especifico do kit CBA). Apés a preparacdo das amostras e padroes, essas aliquotas
(25 ul) foram transferidas para tubos de poliestireno de 5 mL (Falcon N° 2052). A
cada tubo foi adicionado 15uL da mistura de esferas de captura, conjugadas com
anticorpos monoclonais anticitocinas especificas anti-IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-a e
IFN-y (Human Th1/Th2 Cytokine CBA Kit) ou anti-IL-1f3, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-
17A, IL-23 e TNF-a (Human Inflammation CBA Kit), que foram reincubados por 90
minutos, a temperatura ambiente (T.A.), ao abrigo da luz. Apés a incubacéo, as
esferas de captura foram lavadas com 500puL da solucao F (“Wash buffer”, reagente
presente no kit CBA), centrifugadas a 600 x g por 7 minutos a 18°C e, o
sobrenadante cuidadosamente descartado. As esferas foram, entéo, re-incubadas
na presenca 20puL do reagente B, que corresponde a um coquetel de anticorpos

monoclonais anticitocinas humanas conjugados com ficoeritrina (PE) por 90
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minutos a T.A., ao abrigo da luz. Apds a incubacgédo, as esferas de captura foram
novamente lavadas com 500uL da solucédo F tampé&o de lavagem, centrifugadas a
600 x g por 7 minutos a 18° C e o sobrenadante cuidadosamente aspirado e
descartado. Apos centrifugacdo, as esferas foram ressuspendidas em 250uL de
reagente F e os dados imediatamente adquiridos e analisados no citdmetro de fluxo
(FACSalibur®, BD, EUA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

5.6 AQUISICAO E ANALISE DOS DADOS DE AVALIACAO DOS NiVEIS
PLASMATICOS DE CITOCINAS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A aquisicdo dos dados obtidos foi realizada no citbmetro de fluxo
FACSCalibur® (BD, EUA). Embora as esferas fluorescentes presentes no kit CBA
sejam projetadas para serem excitadas com o laser de argdnio (488nm), com
emissdo em comprimento de onda correspondente ao parametro Fluorescéncia 3 —
FL-3, elas também podem ser excitadas pelo “red diodo laser”, com emissédo de
fluorescéncia detectadas no canal FL-4. Esta possibilidade de leitura pode ser obtida
durante o processo de aquisicdo através da utilizacdo do “Dual Laser CBA
Template”, que simplifica os ajustes do equipamento, reduzindo a necessidade de
compensacdes da interferéncia que a fluorescéncia emitida pelas esferas possa
exercer sobre a fluorescéncia inerente aos anticorpos monoclonais anti-citocinas
humanas, conjugados com o fluorocromo PE (FL-2). ApOs as etapas de marcacao,
um total de 1.800 eventos/regido (R1) foram obtidos com base em gréaficos de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Fig. 1A). Para a analise dos dados,
inicialmente as microesferas conjugadas com anticorpos monoclonais de captura
correspondentes a cada citocina, foram segregadas em graficos de distribuicédo
puntual FL-4 x FL-2, onde as seis esferas com intensidades de fluorescéncia
distintas ocuparam posicdes especificas ao longo do eixo Y (FL-4). A analise do
deslocamento das esferas ao longo do eixo X (FL-2) foi empregada como variavel
proporcional a concentracdo de cada citocina presente na amostra (Fig. 1D). Para a
obtencado dos resultados da analise quantitativa de citocinas plasmaticas, uma curva
padrdo foi construida utilizando os dados dos padrbes de citocinas em
concentracdes conhecidas (20pg/mL — 5000pg/mL) e empregada para determinar as

concentracdes de cada citocina no plasma teste. Um modelo de ajustamento atravées
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da curva do 4° parametro logistico, que permite o ajuste da melhor curva nao linear
para dados detectaveis, foi utilizado. Dessa forma, foi possivel extrapolar valores de
intensidades de fluorescéncia de amostras que ndo caiam dentro dos limites da

curva padréao.
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Figura 1: Figura adaptada de Pascoal (2005). Plataf orma de esferas no sistema CBA.

Na figura 1 acima (A) demonstra a determinacédo da regido da populagéao de
microesferas através de graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC); (B) discriminacdo das microesferas conjugadas com
anticorpos monoclonais de captura de citocinas, projetadas com diferentes
intensidades de fluorescéncia, posicionadas em regiées especificas ao longo do eixo
Y (FL-4) em graficos de distribuicdo puntual FL-2 versus FL-4; (C e D) deslocamento
das microesferas, ao longo do eixo X (FL-2) em graficos de distribuicdo puntual FL-2
versus FL-4, esquematicamente, proporcional a concentracdo de cada citocina

presente nos padrdes e no plasma teste, respectivamente.
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5.7 ANALISE DE FREQUENCIA DE BAIXOS E ALTOS PRODUTORES DE
CITOCINAS
Para segregar os grupos em baixos e altos produtores de citocinas, para
poder posteriormente fazer as comparacdes entre os grupos, foi realizada a analise
da frequéncia de baixos e altos produtores de citocinas. Para cada um dos grupos
estudados foi empregado uma estratégia de analise que consiste de 5 etapas:

12- Célculo da mediana global: para cada citocina foi considerado todo o conjunto de

valores obtidos para os grupos inseridos no estudo.

2%- Categorizacdo de baixos e altos produtores de citocinas: para cada grupo a

mediana global das citocinas foi utilizada como o ponto de corte para identificar
individuos baixos (= mediana global) e altos (>mediana global) produtores de

citocinas;

32- Compilacdo dos dados em diagramas: os dados referentes as categorias
supracitadas foram compilados em diagramas, empregando cores especificas para
designar baixos (0), e altos (®) produtores de citocinas pro-inflamatdrias; baixos (O)
e altos (©) produtores para as citocinas moduladoras e baixos (O) e altos (O)

produtores de citocinas reguladoras cada grupo avaliado;

43- Calculo do balanco de citocinas para cada grupo estudado: os dados obtidos nos

diagramas da etapa anterior foram empregados para definir o balanco de citocinas
para cada grupo em estudo, definindo trés categorias de acordo com o predominio
de baixos produtores e altos produtores de citocinas pré-inflamatorias, altos e baixos
produtores de citocinas moduladoras e altos e baixos produtores de citocinas
reguladoras e que representa situacées de equivaléncia entre altos produtores de

citocinas pro-inflamatorias, moduladoras e reguladoras;

5% Estabelecimento do panorama de citocinas dos grupos: foi calculado para a

populacao total dos grupos, o perfil global de citocinas representado pelo balanco de
citocinas predominantes, compilando os perfis individuais inflamatérios, moduladores

e reguladores.
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Andlise da Freqiiéncia de Altos Produtores de Citocinas
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Figura 2: Calculo do ponto de corte para segregar baixos e al tos produtores de
citocinas, empregando a mediana global dos valores de citocinas calculados por
pg/mL. A) Calculo do ponto de corte da citocina pro-inflamatéria TNF-a, para segregar
baixos (O) e altosprodutores (®) de TNF-a; B) Calculo do ponto de corte da citocina
moduladora IL-17A, para segregar baixos (O) e altos produtores (©) de IL-17A; C) Calculo
do ponto de corte da citocina reguladora IL-4, para segregar baixos (O) e altos produtores
(©) de IL-4.

Posteriormente todos os dados obtidos (clinicos, sorolégicos e citocinicos),
foram transformados em graficos para uma correta andlise, apresentacdo e

discussao dos mesmos.
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5.8 ANALISES ESTATISTICAS

O perfil de citocinas dos diferentes subgrupos de pacientes, incluidos no 2°
Grupo, foi comparado a assinatura de citocinas do 1° Grupo — Grupo Controle
(Voluntérios do HEMOPA).

Separadamente, as frequéncias dos altos produtores de cada citocina para
cada subgrupo, foram comparadas as frequéncias dos altos produtores do Grupo
Controle. Neste tipo de estratégia de analise, considera-se que houve diferenca da
expressao de citocinas quando se observa mudancga de percentil (quadrante). Neste
sentido, mesmo que a frequéncia de altos produtores de uma determinada citocina
seja maior (visualmente) do que a frequéncia dessa mesma citocina no Grupo
Controle, e, no entanto ambas estiverem no mesmo percentil (quadrante), ndo foi
considerado diferenca entre grupo investigado e o Grupo Controle. Ou seja, para ser
considerada uma alteragéo na expressao de uma determinada citocina, esta deve ter

mudado de percentil (quadrante) nos subgrupos em relacéo ao Grupo Controle.
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6 ASPECTOS ETICOS

O estudo proposto neste projeto de tese foi autorizado pela Direcdo do Instituto
Evandro Chagas (IEC), sob registro do Parecer de Aprovacdo numero 0027/2010
(documento datado de 22 de setembro de 2010, que se encontra em anexo), e que
foi submetido e autorizado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do IEC,

protocolado sob o niumero 0007/10.
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7 FINANCIAMENTO DO ESTUDO

Para o desenvolvimento do presente estudo contou-se com financiamento do
Instituto Evandro Chagas através da Secédo de Arbovirologia e Febres Hemorrégicas,
do CNPqg (processo 301641/2010-2), do Programa de Pdés-graduacdo em Medicina
Tropical da Universidade Federal do Para/NMT, por meio da concesséo de bolsa de
estudo. Também contamos com o apoio estrutural e profissional especializado da
Fundacédo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Para (HEMOPA) e do Centro de
Pesquisa René Rachou (CPgRR) da Fundacdo Oswaldo Cruz/SVS/MS, Belo

Horizonte - Minas Gerais.
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8 RESULTADOS

Neste introito vale ressaltar que os dados apresentados sao correspondentes
a trés grupos de citocinas especificos: a) Pré-inflamatérias (IFN-y, IFN-a, IL-2, IL-8,
TNF-q, IL-18, IL-6, e IL-12); b) Moduladoras (IL-23 e IL-17A) e c¢) as Reguladoras (IL-
4, IL-5 e IL-10).

Nesse grupo controle entdo é observado que as citocinas reguladoras Th2 (IL-
4 e IL-5) encontram-se abaixo da linha do percentil, ou seja, no quadrante inferior da
figura, enquanto que a IL-10 encontra-se bem acima da linha reguladora quase a
margem do quadrante superior.

Por outro lado, o grafico do Grupo Controle demonstra ainda que as citocinas
associadas a modulacao via Th17 encontram-se abaixo da linha reguladora.

As demais citocinas, ou seja, as pro-inflamatérias (Thl) encontraram-se em

sua maioria no segundo quadrante.
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Determinagao da assinatura de citocinas do grupo controle, como curva de
referéncia para analise comparativa entre grupos.
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Figura 3: Montagem do perfil panorédmico de citocinas de cada individuo e a curva

ascendente da assinatura de citocinas, revelando as frequéncias de altos produtores

de citocinas do Grupo Controle.  A) Montagem do perfil panoramico de citocinas de cada
individuo do Grupo Controle (n=60 voluntarios do HEMOPA) no qual, destacam-se os baixos
produtores de citocinas ("), os altos produtores de citocinas pro-inflamatérias (mm), os altos
produtores de citocinas moduladoras (=) e os altos produtores de citocinas reguladoras (77);
B) Curva ascendente das assinaturas de citocinas (Thl, Th2 e Th17), revelando as

frequéncias de altos produtores do Grupo Controle.

A figura 4 subdividida em 4A e 4B traz em seu contexto dois graficos que

demonstram o resultado da quantidade de citocina no grupo nomeado como nao



67

respondedores e respondedores precoces respectivamente, realizada na primeira
coleta.

Nesta etapa pode-se observar que as assinaturas citocinas séricas diferem
entre individuos nao respondedores e respondedores precoces, observando entéo
gue o grupo de individuos nao respondedores apresenta um aumento na capacidade
produtora de interferons (IFN-a e INF-y), bem como das citocinas moduladoras IL-23
e IL-17A e reguladora IL-4. No entanto, apresentam um déficit na producédo de
muitas citocinas pro-inflamatorias, responséveis pela eliminagédo do virus, como IL-8,
IL-1B e IL-12 (Fig. 4B).

Apresenta-se ainda que para a figura do grupo dos nao respondentes em
relacdo ao grupo controle as, IL-4, IFN-a, IFN-y, IL-23 e IL-17A, saltaram
acentuadamente do primeiro quadrante para o segundo quadrante.

J& as citocinas IL-5 e IL-2, apesar de demonstrarem uma pequena elevacao
em comparacdo ao grupo dos nao respondedores e respondedores precoces,
mantiveram-se no primeiro quadrante.

A IL-8 no grupo controle é apresentada no segundo quadrante, porém, na
comparacao entre 0s grupos néo respondentes e respondentes, pode-se considerar
que ela apresentou uma reducdo em sua expressdo no grupo dos nao
respondedores, apresentando-se no quadrante inferior.

A TNF-a é apresentada no grupo controle no segundo quadrante, no entanto
mostra-se com variagao entre 0s grupos analisados nessa figura, apresentando-se
no segundo quadrante no grupo dos nao respondedores e no primeiro quadrante no
grupo dos respondedores precoces, mostrando alteracao nesse ultimo grupo.

A IL-1B, apesar de também ser apresentada no segundo quadrante no grupo
controle, passa a se apresentar no primeiro quadrante tanto no grupo dos nao
respondedores como no grupo dos respondedores precoces.

Ja na IL-10 que é apresentada no grupo dos nao respondedores no segundo
quadrante (de acordo com o grupo controle), apresenta-se no primeiro quadrante

bem abaixo da linha de medida no grupo dos respondedores precoces.
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As assinaturas de citocinas séricas diferem entre individuos
respondedores e ndao respondedores na 12 coleta
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Figura 4: Andlise comparativa da assinatura de citocinas do G rupo Controle e a
frequéncia de altos produtores de citocinas dos gru pos N&ao respondedores (A) e
Respondedores precoces (B).

E observado ainda que os individuos respondedores precoces a infec¢éo pelo

Virus Oroupoche apresentam aumento na sintese de IL-4 e IFN-y. Porém,
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apresentam déficit na producéo das citocinas pro-inflamatoérias, TNF-a, IL-1[3, IL-6 e
IL-12, bem como déficit de IL-10 (Fig. 4B).

Os dados apresentados na figura 5, também dividida em 5A e 5B,
demonstram que nos respondedores precoces a taxa de IL-4 aparece acima da linha
de medida, demosntrando alteracdo (enquanto o0s respondedores tardios
mantiveram essa citocina abaixo da linha de medida). Ja o IFN-a apresenta uma
elevacdo consideravel entre o0s grupos dos respondedores precoces e
respondedores tardios, encontrando-se bem alterada (no segundo quadrante) nos
respondedores tardios, enquanto se manteve de acordo com 0 grupo controle nos
respondedores precoces.

Esta figura demonstra também um aumento de IFN-y, IL-23, IL-17A e IL-5 em
individuos respondedores tardios (Fig. 5B). Em contrapartida, foram identificados
déficits na sintese de IL-8, TNF-a, IL-1[3, IL-6 e IL-12, bem como de IL-10.

Ainda nesta figura se pode observar que a soroconversao precoce induz um
perfil de citocinas séricas diferente do perfil observado na soroconversdo tardia,
apesar de ambos terem lacunas na producdo de citocinas pro-inflamatorias,
evidencia-se a divergéncia das assinaturas séricas entre individuos respondedores

precoces e respondedores tardios.
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As assinaturas de citocinas séricas diferem entre individuos
respondedores precoces e tadios
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Figura 5: Andlise comparativa da assinatura de citocinas do G rupo Controle e a
frequéncia de altos produtores de citocinas dos gru pos Respondedores precoces (A)
e Respondedores tardios (B).
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A figura 6 a seguir, também subdividida em 6A e 6B, demosntra que o
fenbmeno da soroconversdo estd diretamente associado a alteragbes nas
assinaturas de citocinas séricas.

Desta feita, foi demonstrado, conforme se pode averiguar que o fendmeno da
soroconversao no grupo de individuos respondedores tardios (22 coleta), difere do
perfil apresentado por eles mesmos quando eram néo respondedores (12 coleta).

Assim os dados extraidos do estudo demonstraram que o grupo de individuos
nao respondedores na 12 coleta (Fig. 6A) e, mesmo o grupo de individuos,
respondedores tardios (Fig. 6B), apresentam um aumento na capacidade produtora
do IFN-a e das citocinas moduladoras via Th17 (IL-23 e IL-17A). Ambos 0s grupos
apresentam um déficit na producao de citocinas pro-inflamatorias IL-8, IL-1(3 e IL-12,
bem como déficit na sintese de IL-10. Ademais, os respondedores tardios
apresentam déficit de TNF-a, IL-4 e IL-6, 0 que n&o ocorre com 0S nhao

respondedores.
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O fenébmeno da soroconversao estd associado a alteragdes nas
assinaturas de citocinas séricas
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Figura 6: A soroconversdo esta associada a alteracdes nas ass  inaturas de citocinas.

Detalhando a apresentacao deste resultado é observado que as citocinas IL-4
e IL-5 também sofreram variacbes entre o grupo de ndo respondedores e
respondedores tardios, ambas passando do primeiro quadrante para o segundo

quadrante em relacédo ao grupo controle. No entanto IL-4 sofreu alteracdo no grupo
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dos nao respondedores (Fig. 6A), enquanto a IL-5 no grupo dos respondedores
tardios (Fig. 6B). Também sofreram variacdes IFN-y, TNF-qa, IL-6, as quais passaram
do segundo quadrante do grupo néo respondedores para 0 primeiro quadrante no
grupo dos respondentes tardios.

A IFN-a também apresentou alteracdes, estando nos dois grupos no segundo
quadrante, juntamente com IL-23 e IL-17A.

Por outro lado, em ambos os grupos, alteraram-se para o primeiro quadrante,
apresentando déficits, as citocinas IL-8, IL-1p3, IL-12.

A figura 7 mostra que o grupo de individuos nao respondedores que
apresentavam sintomas na 12 coleta, € caracterizado pelo aumento de varias
citocinas, pro-inflamatorias (IFN-y e IFN-a), reguladora (IL-4) e moduladoras (IL-23 e
IL-17A). Estes aumentos foram acompanhados de déficits na sintese de IL-8, IL-13 e
IL-12 (Fig. 7A).

As diferencas entre as assinaturas séricas de individuos n&o respondedores
sintomaticos e ndo respondentes assintomaticos demonstram a néo variagdo da IL-4
nos dois grupos, se mantendo sempre no segundo quadrante, assim como IFN-q,
IFN-y, IL-23, IL-17A e TNF-a. No entanto, cabe ressalar que todas essas citocinas
apresentam-se alteradas, com maior expressdo em ambos 0S grupos, quando
comparados com o Grupo Controle.

Houve déficit da expressdo da IL-10 e IL-6 nos ndo respondedores
assintomaticos. Também foi identificada uma pequena variacdo da IL-5 em ambos
0S grupos, no entanto considera-se que essa citocina ainda se manteve de acordo
com o0 grupo controle. Manteve-se também no primeiro quadrante, ou seja, sem

variacbes em ambos o0s grupos, a IL-2.
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Diferencas entre as assinaturas citocinas séricas de individuos nao
respondedores sintomaticos e assintomaticos na 12 coleta
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Figura 7: Assinaturas citocinas séricas de individuos N&o res pondedores
sintométicos (A) e assintométicos (B) na 12 coleta.

A figura 8 corresponde ao impacto do amadurecimento na assinatura de
citocinas séricas nos grupos de respondedores precoces € no grupo chamado

respondedores precoces prolongados, também dividida em figura 8A e 8B,
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evidenciando nesta andlise que o grupo de individuos que soroconverteram na 12
coleta (Fig. 8A) e mantiveram titulos de anticorpos na 22 coleta (Fig. 8B),
apresentaram a manutencdo da elevada expressdo da IL-4, bem como
apresentaram o aumento de IL-5. Logo, a persisténcia da soroconversdo induz a
uma tendéncia reguladora da infeccéo.

Quanto as alteracdes constatadas nesta etapa, observamos apenas uma
alteracdo, sendo ela apenas a alteracdo da IL-5 (como ja citado anteriormente),
passando do primeiro para o segundo quadrante no grupo dos respondedores
precoces prolongados. J4 as demais citocinas mantiveram-se com o mesmo perfil de

expressao para ambos 0s grupos.



Impacto do amadurecimento na assinatura de citocinas séricas
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Figura 8: Impacto do amadurecimento na assinatura de citocina s séricas
Respondedores precoces (A) e Respondedores precoces prolongados (B).
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A figura 9 demonstra a associacdo entre o perfil de citocinas séricas em
individuos respondedores precoces e os titulos de anticorpos, diferenciando
individuos respondendores que sao baixos produtores de anticorpos e altos

produtores de anticorpos (Fig. 9A).

Associacao entre o perfil de citocinas séricas individuos
respondedores precoces e os titulos de anticorpos

A
4| Titulos de Anticorpos Séricos |—
1500
o
(o) OO
w
§- 1200
o]
g 8o o°
4 o
g 900 o @@
) og
S ap
%) @ © oo @o
o 600 o G0
=
=
i oy SRR
4 06 ©
300 @mm
cxo_6o o]
0 ngo @
Respondedores — baixos Respondedores — altos
produtores de anticorpos produtores de anticorpos
B
100
mm Citocinas Proé-inflamatoérias = Citocinas Moduladoras = Citocinas Reguladoras
—— Baixos produtores de anticorpos Altos produtores de anticorpos

50---

Frequéncia de Voluntarios
Alto Produtores de Citocinas

0_
NFTsgva®n <M YNNG NFUSNLaAan <YYo
TZzZzdLd T LSS SL A T zZzd LTINS L4 A
Lz - T 2 - w2 - - 4 I T T T
==t = = = =F = =

Figura 9: Associacao entre o perfil de citocinas sé ricas de individuos Respondedores
precoces e os titulos de anticorpos.
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Na figura 9B, podem ser evidenciadas alteragbes nas citocinas proé-
inflamatorias (Thl), moduladoras (Th17) e reguladoras (Th2), sendo estas alteracdes
expressadas da seguinte forma:

Houve alteracdo das citocinas pro-inflamatérias IFN-a, IL-6 e IL-8, que
passaram do segundo quadrante no grupo dos baixos produtoes para o primeiro
qguadrante no grupo dos altos produtores, jA no grupo dos altos produres, a IL-18
passou do primeiro quadrante, nos baixos produtores, para o segundo quadrante
nos altos produtores de anticorpos.

Nas citocinas moduladoras houve apenas uma pequena variacao na IL-17A,
passando da linha de medida do segundo quadrante nos baixos produtores de
anticorpos para o primeiro quadrante no grupo dos altos produtores de anticorpos, ja
a citocina moduladora IL-23 manteve-se no segundo quadrante nos dois grupos.

Com relacdo as citocinas reguladoras pode ser observada a estabilidade da
IL-4 nos dois grupos, uma pequena variagao da IL-5 do segundo quadrante, no
grupo dos baixos produtores de anticorpos, para o primeiro quadrante nos altos
produtores de anticorpos. De forma contraria ocorre com a IL-10 que passou do
primeiro quadrante, no grupo dos baixos produtores, para o segundo quadrante no
grupo dos altos produtores.

A figura 10 a seguir, apresenta a associa¢ao entre o perfil de citocinas séricas
de individuos respondedores precoces com ou sem a presenca de febre. E
demonstrado que as citocinas proé-inflamatérias em individuos sem febre se
apresentam num certo padrédo, encontrando-se em sua maioria no quadrante inferior
(IFN-a TNF-a, IL-2, IL-6, IL-1B, IL-8), e somente a IL-12 e IFN-y, encontram-se no
segundo quadrante.

No entanto, quando o grupo apresenta quadro febril, essas citocinas passam
a ter um comportamento quase que totalmente contrario, apresentando-se em sua
maioria (IFN-a, IL-6, IL-1B3, IL-8) no quadrante superior, sendo observada maior
elevacdo na IFN-a que passa do seu nivel do extremo do primeiro quadrante (sem
febre) para o extremo do segundo quadrante (com febre). Ainda nas citocinas pro-
inflamatorias é observado que a IL-12 tem uma queda do segundo para o primeiro
guadrante, quando o individuo apresentava quadro febril e as TNF-a, IL-2, apesar de
haver elevacéo, continuam no primeiro quadrante, 0 que nos sugere ser nao

consideravel tal elevacéo.
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As citocinas moduladoras (IL-17A e IL-23) apresentam consideraveis
expressdes, onde nos individuos sem febre apresentam-se na margem do primeiro
quadrante saltando consideravelmente para margem do segundo quadrante nos
individuos com febre, assim como observado na pré-inflamatoéria IFN-a.

Observando o comportamento das citocinas reguladoras IL-4, IL-5 e IL-10,
nota-se que duas mantiveram-se no mesmo quadrante em ambos os casos (IL-4 no
quadrante superior e IL-10 no quadrante inferior) e apenas a IL-5 passou do primeiro

quadrante (sem febre) para o segundo quadrante (com febre).

Associacao entre o perfil de citocinas séricas individuos
respondedores precoces e a presenca de febre
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Figura 10: Associacdo entre o perfil de citocinas s  éricas de individuos
Respondedores precoces e a presenca de febre.

A figura 11 mostra os resultados da associacdo entre o perfi de citocinas
séricas em individuos respondedores precoces com e sem a presenca de calafrios.

O primeiro fato a chamar a atencdo é que a citocina pro- inflamatoria IFN-a
assim como em individuos com febre e sem febre, também apresenta 0 mesmo

comportamento, passando do primeiro quadrante sem a presenca de calafrios para o
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extremo do segundo quadrante com a presenca de calafrios, outras elevagdes
também s&o observadas neste contexto.

Além da IFN-a, as citocinas IFN-y, IL-6, IL-1B e IL-8, passam do primeiro
quadrante sem a presenca de calafrios, para o segundo quadrante quando s&o
sujeitas a presenca de calafrios, mantendo-se do mesmo primeiro quadrante apenas
a TNF-qa, IL-12 e IL-2.

As citocinas moduladoras IL-17A e IL-23 com a presencga de calafrios também
passam para o segundo quadrante. Ja as citocinas reguladoras IL-4, IL-5 e IL-10
apresentam variacdes sem a presenca de calafrios e com a presenca de calafrios,
tais variacdes ficam mais evidentes da alteracdo da IL-5 do primeiro quadrante (sem
calafrios), para o segundo quadrante (com calafrios), e a queda da IL-4 do segundo
guadrante (sem calafrios), para o primeiro quadrante (com calafrios), j4 a IL-10

manteve-se no primeiro quadrante nos dois grupos.

Associacao entre o perfil de citocinas séricas individuos respondedores
precoces e a presenca de Calafrios
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Figura 11: Associacdo entre o perfil de citocinas s  éricas de individuos
Respondedores precoces e a presenga de calafrios.
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A figura 12 apresenta a associacdo entre o perfil de citocinas séricas em
respondedores precoces que apresentam a presenca ou ndo de cefaléia. Ainda é
observado que assim como na presenca de febre, e a presenca de calafrios, a IFN-a
apresentou-se variavel do extremo inferior do primeiro quadrante no caso dos
individuos respondedores precoces sem cefaléia, para o extremo superior do
segundo quadrante nos individuos respondedores precoces que apresentaram
cefaléia em seu quadro clinico.

Além da IFN-q, as citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-1p e IL-8, apresentaram
alteracdo do primeiro quadrante em individuos sem cefaléia para o segundo
quadrante em individuos que apresentam cefaléia. Ao contrario a citocina pro-
inflamatoria IL-12 apresenta-se no segundo quadrante em individuos sem cefaléia e
caiu para o primeiro quadrante em individuos com cefaléia.

A IFN-y manteve-se no segundo quadrante, tanto em individuos respondentes
precoces sem cefaléia e com cefaléia. Ja a TNF-a e IL-2, mantiveram-se no
primeiro quadrante.

As citocinas moduladoras IL-17A e IL-23 apresentaram notavel elevacéo entre
os individuos sem cefaléia apresentando-se no primeiro quadrante, e os individuos
com cefaléia, segundo quadrante. Ja4 as citocinas reguladoras IL-4 e IL-10
mantiveram-se no mesmo quadrante tanto nos individuos sem cefaléia, quanto em
individuos com cefaléia. Alterando-se apenas a IL-5 para o segundo quadrante

quando os individuos apresentaram cefaléia.
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Associagdo entre o perfil de citocinas séricas individuos
respondedores precoces e a presenca de cefaléia
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Figura 12: Associacdo entre o perfii de citocinas s  éricas de individuos
Respondedores precoces e a presenca de cefaléia.

A figura 13 apresenta a associacdo entre o perfil de citocinas séricas em
individuos respondedores precoces e a presenca de tontura, onde mais uma vez &
destacada a elevagdo da citocina pré inflamatéria IFN-a, a qual se apresenta no
primeiro quadrante entre os individuos sem tontura e eleva-se para o extremo do
segundo quadrante nos individuos con tontura. Ao contrario dos demais resultados
as citocinas pro-inflamatorias apresentam uma consideravel estabilidade mantendo-
se no primeiro quadrante: IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-13, passando para o
segundo quadrante apenas a IL-8 e a IFN-a como ja citado anteriormente.

Nas citocinas moduladoras, o resultado também foi comparado aos demais,
cujas ambas apresentaram consideraveis variagcbes do primeiro quadrante nos
individuos sem tontura para o segundo quadrante em individuos com tontura. As
citocinas reguladoras apresentaram apenas a modificacdo do primeiro para o
segundo quadrante da IL-5, as demais IL-4 e IL-10, mativeram-se no mesmo

quadrante nos dois grupos.
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Associacdo entre o perfil de citocinas séricas individuos
respondedores precoces e a presenca de tontura
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Figura 13: Associacdo entre o perfii de citocinas s  éricas de individuos
Respondedores precoces e a presenca de tontura.

A figura 14 apresenta a associacdo entre o perfil de citocinas séricas em
individuos respondedores precoces e a presenca de febre, calafrios, cefaléia e
tontura simultaneamente.

Cabe ressaltar que para a correta analise dos grupos presentes nessa figura
avaliou-se 0s grupos de individuos com ou sem cada sintoma expecifico
separadamente (Fig. 10, 11, 12 e 13), em seguida foi realizada uma analise conjunta
de todos os individuos que apresentavam 0s quatro sintomas, sempre comparando
com aqueles do grupo dos respondedores precoces.

Para os quatro sintomas investigados (febre, calafrios, cefaléia e tontura) em
relacdo ao perfil de citocinas séricas, o0s individuos que apresentaram
separadamente os quatro sintomas, também apresentaram quando analisados em
conjunto, alta producdo das citocinas pro-inflamatérias INF-a, IL-6, IL-1B e IL-8 e
citocinas moduladoras IL-17A e IL-23, com excec¢do dos individuos que queixaram
de tontura, que apresentaram o mesmo perfil exacerbado, exceto para as citocinas
IL-6 e IL-1B.
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Assim, como nos demais casos para a citocina pro-inflamatéria IFN-a e as
citocinas moduladoras IL-17A e IL-23, ha uma elevagdo extrema do primeiro
quadrante para o segundo quadrante.

Mantiveram-se no mesmo quadrante dos individuos sem 0s quatro sintomas e
com 0s quatro sintomas, as citocinas pro-inflamatorias IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-2 e as
citocinas reguladoras IL-4 e IL-10.

Além das citocinas IFN-q, IL-17A e IL-23 também passaram do primeiro para
0 segundo quadrante as citocinas IL-6, IL-1[, IL-8 e IL-5. Cabe resaltar que a IL-5
sofreu alterecbes em sua expressdao em todos os sintomas investigados (febre,
calafrios, cefaléia e tontura), tanto quando estes foram avaliados separadamente
quando em conjunto, passando esta do primeiro para o segundo quadrante no

momento em que os individuos apresentavam esses sintomas.

Associa¢ao entre o perfil de citocinas séricas individuos respondedores
precoces e a presenca de febre, frio, cefaléia e tontura simultaneamente
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Figura 14: Associacdo entre o perfil de citocinas s  éricas de individuos
Respondedores precoces e a presenca de febre, calaf rios, cefaléia e tontura
simultaneamente.
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9 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo realizado mundialmente que evidencia a
caracterizacdo da resposta imune citocinica em infeccbes humanas pelo Virus
Oropouche, sendo assim, foram evidenciados dados relevantes ndo apenas para o
estudo aqui apresentado, mas também, como base para estudos posteriores como
sera melhor exposto da conclusdo desta tese.

Ainda por esse motivo, a discussao realizada néo terd comparacoes diretas
com outros estudos que relacionem especificamente a resposta imune citocinica
pelo virus aqui estudado, mas sim, fara um comparativo dos resultados, sempre que
possivel, com estudos realizados com outros arbovirus e demais agentes
infecciosos, que se apresentem com aspectos relevantes para a conclusao deste.

Para melhor e mais completo esclarecimento € importante que se observe a
diferenca entre as citocinas pré-inflamatérias (Thl) e as citocinas reguladoras (Th2),
dando énfase ao fato de que também é relevante conhecer o papel das citocinas de
modulacdo via Thl7, para que entdo ocorra a interpretacdo correta dos dados
obtidos nesse estudo. Como anteriormente, essa caracterizagdo destacada através
das revisdes bibliograficas, torna-se importante um resumo sobre o fato, para que se
possa entao observar 0s principais pontos nesse contexto de analise.

Ressalta-se ainda que a resposta Th2 produz citocinas como IL-4, IL-5 e IL-
10, que sado importantes na formacao de anticorpos, ja a resposta linfocitaria do tipo
Thl induz citotoxicidade e resposta inflamatéria decorrente da producgéo de IL-2, IL-
8, IFN-y, IFN-a e TNF-a.

Assim, comparando o perfil da assinatura de citocinas do grupo controle aos
perfis observados nas primeiras analises, que apresentam a variacdo de varias
citocinas pré-infamatorias de acordo com a presenca do virus, 0s nossos resultados
estdo de acordo com o estudo de Martins et al (2007), que demonstraram as
caracteristicas fenotipicas da imunidade inata, relatando que a IL-8 se correlaciona
com a desgranulacdo de neutrdfilos, interagindo CD23 com a cadeia alfa da familia
B2, liberando posteriormente mediadores pro-inflamatérios (citocinas), que nos
nossos resultados podem ser destacados principalmente o IFN-a e IFN-y.

Embora os estudos nessa area tenham avancado bastante, a regulacdo dos
perfis Th1/Th2 ainda é pouco conhecida. O papel da IL-4, por exemplo, pode ser
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contraditorio: in vitro, a IL-4 acrescentada depois de estimulacédo celular diminui a
producdo de IFN-y e, portanto do perfil Thl, agindo como Th2. Em compensacéao,
acrescentada as células antes da estimulacdo, a IL-4 produz aumento do IFN-y,
tendo, portanto, uma agéo a favor do perfil Th1 (DESREUMAUX, 2010).

A IL-10 também tem papel fundamental em atividades de regulagéo, ativando
neutrofilos pelos lipolissacarideos (LPS) promovendo assim, um forte aumento
desta, a qual pode desenpenhar um papel importante do balanceamento entre as
atividades benéficas e prejudiciais nos locais de inflamacdo (MARTINS et al., 2007).

Como demonstrado em nossos resultados (Fig. 5), os individuos
respondedores precoces a infecgdo por Oroupoche, apresentaram aumento na
sintese de IL-4 (Th2) e IFN-y (Thl). Porém, apresentam déficit na producdo das
citocinas pré-inflamatérias, TNF-y, IL-18, IL-6 e IL-12, bem como déficit da
reguladora IL-10 (Fig. 5A). Isso pode demonstrar em nosso estudo a interacdo das
citocinas inflamatdrias (Th1l) e reguladoras (Th2), no processo de inflamacéo.

Libraty et al (2002) demonstraram que pacientes que montam uma resposta
de células T auxiliares, com padréo Thl no inicio da infec¢é@o e a sustentam ao longo
do processo parecem ter uma menor tendéncia ao desenvolvimento de formas
graves da doenca, diferente dos que desenvolvem uma resposta de células T
auxiliares com padréo Th2, ou que mudam de Thl para Th2 ao longo da infecgéo, os
quais apresentam maior risco de evoluirem para as formas graves (FHD/SCD).

A auséncia de sintomas (Fig. 7B) € caracterizada também por todas as
observacdes feitas na figura 5, em relacdo aos perfis Thl e Th2. No entanto, os
individuos ndo respondedores assintomaticos apresentam ainda um aumento da
sintese de IL-5, seguida de uma elevada producao de IL-1[3, seguido de déficit de IL-
6 e IL-10. O que pode representar novamente o balanco entre os dois perfis sendo
medeado dessa vez por outras citocinas.

A IL-6 apresenta um papel importante no desenvolvimento de auto-anticorpos
contra plaquetas e células endoteliais, contribuindo para a trombocitopenia e o
extravasamento de plasma dos vasos sanguineos observados nos casos graves de
arbovirus como a Dengue (RACHMAN e RINALDI, 2006).

Para Zago (2010) a IL-6 é uma citocina que atua tanto na imunidade inata

quanto na adaptativa. Ela € sintetizada por fagécitos mononucleares, células do
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endotélio vascular, fibroblastos e outras células, em resposta a microorganismos
invasores.

Os dados encontrados no presente estudo, até este momento, podem ser
corroborados com trabalho realizado por Almeida et al (2011), onde estudando
pacientes com o Virus da hepatite C (HCV), demosntraram que 0s niveis séricos de
citocinas detectados através de ensaio imunoenzimatico, estavam relacionados com
o nivel de sonoléncia do individuo. O estudo demonstrou que o aumento na
concentracdo sérica de IL-6 e IL-12, juntamente com niveis baixos de IL-8 e IL-10 é
marca registrada da hepatite C, estando este perfil relacionado diretamente com
individuos mais sonolentos e menos sonolentos.

Almeida et al (2011) conclui ainda, apés analise mais detalhada de cada
analito sérico nas curvas de assinatura de citocinas, que a menor frequéncia de IL-
10 foi observada em pacientes HCV positivos que apresentaram excesso de
sonoléncia, enquanto o aumento de IL-6 foi encontrado em pacientes HCV
classificados com insonia.

Por outro lado, em relacédo a resposta da imunidade inata, Silva et al (2010)
demonstraram em seu estudo que a revacinagao contra o VFA, acompanhada por
niveis protetores de anticorpos neutralizantes, modificam o0s niveis de citocinas e a
resposta da imunidade inata para a sintese aumentada de IL-12 e TNF-a por
neutrofilos comparados aos grupos nao vacinados e primovacinados que
soroconverteram. Nota-se ainda o fato do estudo com esse arbovirus exibir um
suposto padréo pré-inflamatério na imunidade adaptativa, com aumento na producéo
de TNF-a por células B e de produgcdo mais baixa de IL-4 por células T CD4
comparado aos nao vacinados, juntamente com sintese basal de IL-10 por células T
CDs.

Como ja se conhece, geralmente as citocinas com perfil Thl, tais como a IL-2,
TNF-4, IFN-a e IFN-y, se opbe a resposta Th2 representada por citocinas como a IL-
4, IL-5 e IL-10. Bozza et al (2008) em estudos realizados com Dengue,
demonstraram que o IFN-y € um fator preditivo para a severidade da infeccao;
geralmente essa citocina inibe as representacées dependentes de citocinas de perfil
Th2, como a IL-10, por exemplo.

Novamente esses dados supra citados se correlacionan com os resultados

encontrados na presente pesquisa, onde pode ser percebido em muitos dos grupos
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estudados que quando havia aumento de IFN-a e IFN-y (Thl) simultaneamente
ocorria diminuicdo da expressao de IL-10 (Th2).

Algo que se pode perceber nessa primeira analise € o fato de ndo haver
equilibrio entre as citocinas pro-inflamatdrias e as citocinas reguladoras.

Neste contexto, alerta-se também ao fato de que o papel da IL-10,
considerada como uma citocina reguladora € bastante complexo, pois outros
estudos como o de Desreumaux (2010), destacam que esta promove a diminuigdo
de IL-1B, IL-8 e de TNF-aq, citocinas que, por sua vez, possuem acao positiva sobre a
sintese de IL-10. Desreumaux (2010) considera também que essa auto-regulacéo
negativa aumenta a producédo do antagonista para o receptor de IL-2 e diminui os
perfis Thl, mas também os perfis Th2 (em baixas doses), dando énfase ao fato de
gue deve ser considerado o uso em doses elevadas (superiores a 20mg/kg), sendo
gue neste caso o efeito de IL-10 é pro-inflamatorio.

Outros estudos com arbovirus podem ser citados ainda como, por exemplo, o
estudo de Silva et al (2011) no qual foi identificado a presenca e a frequéncia das
citocinas IL-12, IFN-a, TNF-q, IL-4, IL-5 e IL-10 em individuos amarilicos, sendo
estas observadas incidindo sobre os neutrofilos circulantes, mondcitos, células NK,
células T CD41, CD81 células T e células B, sendo determinado a curto prazo in
vitro (incubacéo de todas as amostras de sangue) que a vacinacao foi capaz de
aumentar a sintese de IL-12 por neutrofilos .

Barros et al (2009) ao estudar alguns flavivirus brasileiros em modelos
experimentais de camundongo, observaram que a modulacdo pela producédo de
citocinas bem como as células estudadas podem ter uma importante atividade
antiviral sintetizando reativos radicais livres como o 6xido nitrico (NO), que pode ter
um efeito microbicida como mediador da inflamacéo, contribuindo para a eliminacao
do virus.

J& as citocinas com perfil Th17, sdo citocinas mais complexas, recentemente
descobertas, a qual exprime IL-17A, IL-23, e TNF-a, mas n&o IFN-y e IL-4, podendo,
portanto, ser considerada uma nova populacdo, como mostra Desreumax (2010).

Geralmente se considera que as citocinas Thl7 vao para a periferia e
interagem com os neutréfilos ativando-os para que estes possam ter a sua a¢ao pro-
inflamatoria e € neste contexto que as células ativadas vao tentar eliminar o antigeno

do organismo seja ele virus, bactéria, transplante ou alergénico.
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O gue realmente ocorre nesse grupo € que a citocina IL-17A (IL-17) é uma
citocina pleiotropica homodimérica que define o linfécito T auxiliar 17 na linhagem
celular. Ja a IL-17A e IL-17F sao dois membros da familia da citocina 17 secretadas
pelos linfocitos T auxiliar 17 e dividem os mesmos receptores, IL-17RA e IL-17RC,
0S quais sdo expressos conjuntamente em diversas células como ceratindcitos,
macréfagos, fibroblastos, osteoblastos, células epitelias, endoteliais e células
dendriticas, 0 que mostra a natureza pleiotrépica da IL-17A (AMARAL, 2011).

Nesta situacdo, a ativacdo da célula pela IL-17A, pode causar a liberacao de
uma série de citocinas pro-inflamatérias e mediadores da destrui¢cdo tecidual, uma
vez que a IL-17A é produzida ndo s6 por células com perfil Th17, mas também por
macrofago, células de Langerhans, mastocitos e astrécitos (AMARAL, 2011)

Neste aspecto, a IL-17A contribui para a patogénese de uma série de
doencas auto-imunes dirigidas por células Thl. Alguns estudos como de Amaral
(2011) realizados recentemente, mostram que a importancia biolégica Th17/IL-17A
na patogénese dessas doencas sao tdo importantes quanto a acéo pro-inflamatoria
de perfil Thl e, ainda demonstram que individuos com polimorfismos no receptor de
IL-23 (IL-23R) estéo relacionados com maior probabilidade de desenvolver doengas
auto-imunes. Sendo assim, sugere-se que a IL-17A seja um possivel alvo
terapéutico no tratamento de doencas auto-imunes/inflamatérias mediadas por
células T.

O que nessa primeira analise se observa em nosso estudo com o Virus
Oropouche o papel relevante de modulacéo das citocinas de perfil Th17, visto que os
grupos dos nao respondedores e dos respondedores tardios possuem maior
presenca de IL-17A e IL-23 em relagdo aos outros grupos.

Assim, tal fato pode dar-se devido a estas citocinas com perfil Th17 estarem
modulando a infeccdo para um quadro inflamatério, e por isso, estes pacientes
apresentaram tal elevacgéo, juntamente com niveis elevados das citocinas com perfil
Th1, principalmente IFN-a e IFN-y.

Lazarevic et al (2011) demonstraram que a deficiéncia T-bet in vitro promove
a producédo da IL-17A, promovendo assim a diferenciacdo das céulas T; foi
demonstrado ainda que as células produzidas in vitro podem ser estimuladas através
da regulacédo e transcricdo de citocinas IL-17A em ThO-Thl e células com peffil

Thl7. Por sua vez, Huber et al (2011) questionam que ainda ndo se conseguiu
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identificar e criar com total efetividade mecanismos que controlem diretamente a
patogenia em citocinas Th17; de acordo com o estudo dos autores, as células Th17
sejam controladas atraveés da IL-10.

O aumento da IL-17A, bem como a IL-23 conforme demonstrado nos
resultados obtidos do estudo com o Virus Oropouche esta de acordo com trabalho
realizado por Lazaravec et al (2011) que sugere que a expressao de citocinas com
perfil Th1l7 seja uma reacdo a inflamacdo que esta sendo medeada por citocinas
com perfil Thl.

Em adicdo de acordo com Martins et al (2007), em estudo sobre a
ativacdo da rede de citocinas em arbovirus, demonstraram um aumento nos niveis
de citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas, tais como IL-6, TNF-a, e IL-8 (CXCLS8),
determinando um perfil tendencioso para Thl, apresentando assim desfavoraveis
resultados em pacientes com infeccdes mais severas por arbovirus.

Bozza et al (2009) que também realizaram estudos relacionados aos
arbovirus, demonstraram que niveis elevados de IL-1&, IL-6, IFN-y, IL-4 (Thl)
inclusive de IL-17 (Th17), sdo produzidos em casos graves de dengue, quando
comparados com pacientes que apresentaram formas mais brandas da doenca, os
quais produziam niveis mais modestos dessas citocinas. Além disso, esses autores
mostraram que niveis elevados de TNF-4, IL-8, IL-14 (Thl), em detrimento de
citocinas do perfil Th2, sdo encontrados no soro de pacientes que apresentaram
sintomas graves de dengue e estdo associadas com trombocitopenia e hipotenséao.

Desta forma, deve-se recordar que as células com perfil Thl facilitam a
resposta imune celular ou citotoxica mediante a producéo das citocinas IL-2, IFN-y e
TNF-a, enquanto as células com perfil Th2 secretam, principalmente, IL-4, IL-5 e IL-
10, que auxiliam os linfocitos B a produzirem anticorpos, facilitando a resposta imune
humoral dirigida contra agentes infecciosos (MITELMAN et al., 2009).

Como visto em nosso estudo, os individuos respondedores a infecgcdo por
Oroupoche, desde a 12 coleta (respondedores precoces), apresentaram aumento na
sintese de IL-4 e IFN-y. Porém, apresentam déficit na producao das citocinas pro-
inflamatoérias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-12 (Thl), bem como déficit de IL-10, que é
produzida por linfécitos com perfil Th2 e tem funcao inibitéria sobre a producédo de

IFN-y e IL-2, regulando negativamente a imunidade celular via resposta Thl.
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Neste caso, a soroconversdo precoce induz um perfil de citocinas séricas
diferente do perfil observado na soroconversao tardia, apesar de ambos terem
lacunas na producao de citocinas proé-inflamatorias.

A IL-5 é produzida pela subpopulacdo Th2 de linfécitos T CD4+ e por
mastocitos ativados. Essa citocina é um ativador de eosindfilos e serve como a
ligacdo entre a ativacdo dos linfocitos T e a inflamacédo eosinofilica na tentativa de
regular a inflamacao. Por isso, 0s niveis elevados de IL-5 encontrados neste estudo,
expressos nos pacientes respondedores tardios e respondedores precoces
prolongados a infeccao pelo Virus Oropouche, reforcam a importancia desta citocina
na sintese de IgA, cujos niveis séricos elevados demonstraram maior suscetibilidade
a doencas infecciosas, como por exemplo as causadas por arbovirus (MITELMAN et
al., 2009).

A IL-5 pode estar relacionada também com o fendmeno da soroconversao
(Fig. 6), esse achado pode sugerir que a soroconversdo esteja relacionada a
incapacidade de producdo de citocinas Thl, como o IFN-ye a IL-6, porém com a
capacidade de aumentar a sintese de IL-5 (Th2) (Figura 5B).

Na figura 9, do estudo com o Virus Oropouche, se observa a relagédo entre o
perfil de citocinas séricas de individuos respondedores precoces e os titulos de
anticorpos, e se demonstra de modo geral que os individuos que soroconverteram
na 12 coleta e que apresentam titulos de anticorpos IH com titulos inferiores ou
iguais a 320, apresentaram lacunas de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-6).

Quanto a sintomatologia investigada, febre, calafrios, cefaléia e tontura, que
sao os sinais e sintomas mais apresentados/relatados por pacientes infectados com
o Virus Oropouche, o estudo aqui apresentado demonstrou que as manifestacdes
clinicas sdo parecidas com as manifestacbes causadas por outros arbovirus,
inclusive com vacinas como € o caso dos estudos provenientes da vacina da febre
amarela (SILVA et al., 2010).

Observa-se também que a presenca desses sintomas especificos, quando
analisados separadamente e posteriormente em conjunto, também esteja
relacionada ao aumento da producédo de IL-5 (Fig. 10, 11, 12, 13 e 14), destacando
que em todos os casos quando da manifestacdo dos sintomas, essa citocina
apareceu alterada. Ressalta-se que essa constatagdo € um achado e merece ser

melhor estudado, uma vez que como ja citado anteriormente, existem indicios dessa
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citocina estar relacionada com infec¢cdes provocadas por virus, inclusive por
arbovirus.

De forma geral, no presente estudo com o Virus Oropouche, com excecdo
das citocinas IL-6 e IL-1B8, nos individuos com tontura, a analise dos quatro
sintomasm (febre, calafrios, cefaléia e tontura) simultaneamente demonstrou o
mesmo perfil descrito quando esses sintomas/sinais analisados separadamente.

Percebe-se também que em geral, os individuos que apresentaram esses
sintomas tiveram uma expressdo aumentada de citocinas do perfil Thl, quando
comparado aos que nao apresentaram os sintomas o que confirma a manutencéo de
um padrdo aumentado na expressao desses analitos séricos em soros humanos
guando da infeccao pelo Orthobunyavius Oropouche.

Este estudo demonstrou ainda que na maioria dos grupos estudados, existe
um aumento consideravel do IFN-a, bem como das citocinas moduladoras IL-17A e
IL-23, e principalmente da reguladora IL-4, perante a existéncia da infeccdo pelo
Virus Oropouche, trazendo em evidéncia uma relacdo direta com as infecc¢des virais
e a resposta imune do individuo. Silva et al (2011) ao realizar um estudo com a
vacina da febre amarela, concluiram que a resposta imune predominante do tipo
balanceada com sintese de citocinas pro-inflamatorias e reguladoras, que envolvam
tanto células da imunidade inata quanto da imunidade adaptativa, parece ser
essencial para a inducado de uma resposta imune efetiva e segura apos a vacinagao
antiamarilica.

Os IFNs estéo associados como mediadores da resposta imune inata inicial a
vérias infeccdes virais. Eles apresentam propriedades biologicas diversas, incluindo
efeitos antivirais e imunomoduladores (PLATANIAS et al., 1996; STARK et al.,
1998).

Segundo Grandvaux et al (2002) os IFNs, de modo geral estdo diretamente
associados na inducdo da resisténcia as infeccbes virais por ativar vias
intracelulares nao citoliticas, que atenuam a infeccdo por meio da limitacdo da
dispersao viral. Outros estudos demonstraram também que os IFNs a e 3 protegem
as células contra o Virus Dengue em infeccbes experimentais in vitro porque tem a
capacidade de inibir a infeccdo pelo virus, por prejudicar significativamente a
producdo ou a estabilidade do RNA viral, do antigeno viral intracelular, e dos virus

secretados para o sobrenadante da cultura célular (DIAMOND et al., 2000), e que o
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IFN-a tem ainda a capacidade de limitar a replicacdo do Virus Dengue no sistema
nervoso central de camundongos (in vivo) (SHRESTA et al., 2004).

Barros et al (2009) durante seus estudos com outros flavivirus obtiveram
resultados semelhantes, tendo sido demonstrado pelos autores que diferentemente
de outras citocinas, o IFN-a produzido pelos macréfagos teve sua producdo
consideravelmente aumentada apds 24 h de infecgéo pelos VBSQ, FA e VESL, em
comparacao com as células ndo-infectadas.

Esses dados supra citados talvez possam explicar no presente estudo com o
Virus Oropouche, o fato de os grupos dos nao respondedores e dos respondedores
tardios, apresentarem consideraveis elevac¢des nos niveis de expressao de IFN-a e
IFN-y mediante a infeccéo por esse virus.

Por outro lado, os resultados da presente pesquisa com o Virus Oropouche
podem ser corroborados ainda, por etudos realizados por Zarife et al (2011) que
identificaram as citocinas presentes em doadores de sangue soropositivos para o
HCV, identificando-os como baixos, médios e altos produtores de citocinas; esses
autores observaram que ha também uma relacdo particular entre 0s niveis de
citocinas pro-inflamatorias e reguladoras e a presenca deste virus.

Os dados obtidos nesta tese proporcionaram um melhor entendimento em
relacdo a resposta imune citocinica em infec¢cdes humanas pelo Virus Oropouche,
permitindo-nos evidenciar que ocorreram alteracbes na expressao das citocinas
séricas quando os individuos foram infectados, e que 0s mesmos apresentaram
ainda variacdes nos perfis dessas citocinas.

Contudo h& a necessidade de se investigar também as variacfes da resposta
imunoldgica separando detalhadamente o perfil da amostra de acordo com sexo e
faixa etaria para se estabelecer em detalhes as variagcfes citocinicas, bem como a
analise da resposta imune por inducéo inata ou adaptativa.

Ressalta-se ainda que esta pesquisa serve como base para estudos futuros
gue possam contribuir para elucidar o mecanismos que envolvem a patogénese
desse virus em humanos, processo esse de grande importancia para se estudar
novas abordagens para o tratamento da infeccdo e desenvolvimento de novas

drogas e medidas terapeuticas especificas.
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10 CONCLUSOES

1. Existe na resposta imune do individuo infectado pelo VORO um padrao de
sintese de citocinas pro-inflamatorias, moduladoras e reguladoras, de carater

misto, com predominio de eventos pro-inflamatoérios (Thl).

2. De acordo com os resultados obtidos pode ser observado que 0s eventos pro-
inflamatorios com perfil de resposta imune Thl, foram possivelmente

modulados por citocinas de perfil Th17.

3. Foi demosntrado que a infeccdo pelo VORO altera a producdo de citocinas
nos individuos analisados com énfase especial a citocinas pro-inflamatorias
IFN-a e IFN-y e as moduladoras IL-17A e IL-23, que alteraram

consideravelmente e consecutivamente mediante a presenga do virus.

4. Demonstra-se 0 aumento na expressao da citocina reguladora IL-5 em
pacientes que manifestaram os sintomas especificos para a infeccdo pelo
Virus Oropouche (febre, calafrios, cefaléia e tontura), sugerindo este sinal

estar associado diretamente a patogénese do virus.

5. Os individuos infectados pelo Virus Oropouche que apresentaram qualquer
sintoma da Febre do Oropouche devem ser melhor estudados, tendo a
necessidade de investigar em especial os perfis de quimiocinas expressas por

esses pacientes.
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ANEXO A — Copia do Parecer de aprovacao do Comité d
com Humanos
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e Etica em Pesquisa

MS - SECRETARIA DE VIGILANCIAEM SAUDE
—
sy, INSTITUTO

Parecer de Aprovacio n® 0027/2010
Protocolo CEP/IEC - N° 0007/10
CAAE: 0008.0.072.000-10

Projeto:
por febre do oropouche”
Pesquisador Responsével: EuzEBIO DE OLIVEIRA

documentos pertinentes ao projeto.

Satide/Ministério da Saude.

(sessenta) dias, apos a finalizagfio da pesquisa.

Atenciosamente,

)

ANOEL DO CARMO PEREIRA SOARES
Coordenador do CEP/IEC

266-4669

Bitp: v e pa o br

Ananindeua/PA, 22 de setembro de 2010.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM HUMANOS

“Caracterizag¢io da resposta imune citocinica em infecg¢des humanas

Conforme decisdo do Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Evandro
Chagas/SVS/MS, cientificamos que o projeto em epigrafe foi considerado aprovade.
Recomendamos a coordenagdo que mantenha atualizados todos os

Este CEP se incumbird dos procedimentos de acompanhamento preconizados
pela Resolugdo 196/96 e suas complementares, do Conselho

Devera ser encaminhado relatdrio anual e, ao final, elaborade um relatério
consolidado, incluindo os resultados finais da pesquisa, em um prazo maximo de 60

/ ."//; -‘7 i
Jicarelf & g/ K

AV, ALMIRANTE BARROS0, 492 — BAIRRD: MARCO — CEP: 66020-000 — BELEM-PA — C.N.P.J: 26,969, 350V04B5-09 FONE: (0191) 246-6422 — FAX: (091)

RODOVIA BR 316 — KM 07, SN°- BAIRRO - LEVILANDIA — CEP: 67.030-000 — ANANINDELA-PA — FONE: {091) 214-2000

MNacional de
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ANEXO B - Copia do Parecer de Autorizagdo do HEMOPA , para
obtencao/concessdo das amostras de sangue para cont  role negativo

GOVERNO DO ESTADO DO PARA
CAMARA SETORIAL DE POLITICAS SOCIAIS
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE PUBLICA
FUNDAGAO CENTRO DE HEMOTERAPIA E HEMATOLOGIA DO PARA

Oficio N° 080/2011 - GAPRE/HEMOPA

Belém, 09 de fevereiro de 2011.

Ao

Sr. Prof. Dr. Pedro Fernando da Costa Vasconcelos
Chefe da Segdo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas
Instituto Evandro Chagas/SVS/MS

Av. Almirante Barroso, 492 - Marco

CEP: 66.090-000 Belém-PA

Senhor Chefe:

Ao cumprimenta-lo, reportando-me ao oficio o qual solicita a cess&io dos soros de doadores de
sangue para respaldar pesquisa do projeto de doutorado do aluno Euzébio de Oliveira, informamos que
seréo concedidas as amostras de 0,5-1,0ml de soro de cerca de 100 doadores.

Na oportunidade, solicitamos que o doutorando Euzébio comparega ao Nicleo de Ensino e Pesquisa
desta Fundagéo, dia 16/02/11 (quarta feira) as 11h, para as providéncias necessarias.

Atenciosamente,
= =%
Rosangeld Braga

Chefe de Gabinete da Fundagiao HEMOPA

Fundagao HEMOPA

Tw. Padre Eutiguio, 2108 — Balista Campos
Belém — Pa CEP 66033-000

Tel: 91 3242 9100/ 3242-8905

wiww hemopa. pa.aov.br

E-PROTOCOLO

GOVERNO DO ESTADO DO PARA

HEMOPA - Fundagéo Centro de Hemoterapla

& Hematologla do Pard _

NP LYol y
{0100 (1 s fwh

Protocolista




