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RESUMO
A Febre Chikungunya (FC) ¢é uma doenca infecciosa introduzida recentemente no Brasil que
cursa com marcante quadro articular, responsdvel por incapacidade laboral. Os virus sdo os
agentes ambientais mais importantes para o desenvolvimento de autoimunidade. Ainda ¢
desconhecida a prevaléncia e influéncia que poderia ter os autoanticorpos antinucleares (FAN)
na evolucao dos pacientes com FC. Avaliar o perfil de FAN em pacientes com FC, nas fases
aguda e subaguda. Foram incluidos 73 pacientes provenientes do Projeto Replick — Estudo
Multicéntrico da Historia Natural e Resposta Terapéutica de Chikungunya com foco nas
Manifestagcdes Musculoesqueléticas Agudas e Cronicas. A pesquisa do FAN foi realizada
através da imunofluorescéncia indireta (IFT) em células HEp-2 e os resultados foram associados
a variaveis clinicas, indices de atividade articular e qualidade de vida. Identificamos 68,5% do
sexo feminino e média de idade de 47+15 anos. As comorbidades mais prevalentes foram IMC
> 25 (71,4%) e hipertensao arterial sistémica (32,9%). Observamos 67,1% com rigidez matinal,
41,1% com moderado a grave impacto na capacidade funcional pelo Health Assessment
Questionnaire (HAQ) e 47,9% com Clinical Disease Activity Index (CDAI) alto. Identificamos
em 39,7% o FAN positivo; o padrdo pela IFI mais prevalente foi o nuclear pontilhado grosso
(31,1%). Nao foi observada relacdo entre rigidez matinal, indices de atividade articular e a
positividade do FAN. Dos pacientes com rigidez matinal, um menor numero (18,8%)
apresentava o padrdo nuclear pontilhado fino quando comparado com o nuclear homogéneo
(37,4%) (p=0,03). Nao houve relacdo estatisticamente significativa entre CDAI, HAQ e os
padroes do FAN. Pacientes com padrdo nuclear pontilhado fino possuiam escore médio menor
de dor neuropatica, pelo questionario DN4 (3,0+2,4), quando comparado a pacientes com
padrdo nuclear homogéneo (6,5+2,5) (p= 0,03). Encontramos um percentual significativo de
pacientes com FAN positivo e o padrdo pela IFI mais frequente foi o nuclear pontilhado grosso.
Nao pudemos estabelecer relagdo estatisticamente significativa entre rigidez matinal, indices
de atividade da doenga e a positividade do FAN na FC aguda/subaguda. O padrdo nuclear
pontilhado fino esteve menos associado a rigidez matinal e dor neuropéatica quando comparado

com o padrdo nuclear homogéneo.

Palavras- Chave: febre chikungunya; anticorpo antinuclear; artralgia



ABSTRACT

Chikungunya Fever (CF) is an infectious disease recently introduced in Brazil that has a marked
joint condition, responsible for work disability. Viruses are the most important environmental
agents for the development of autoimmunity. The prevalence and influence that antinuclear
autoantibody (ANA) could have on the evolution of patients with CF is still unknown. To
evaluate the profile of ANA in patients with CF, in the acute and subacute phases. 73 patients
from the Replick Project — Multicenter Study of the Natural History and Therapeutic Response
of Chikungunya were included, focusing on Acute and Chronic Musculoskeletal
Manifestations. The ANA investigation was performed through indirect immunofluorescence
(ITF) in HEp-2 cells and the results were associated with clinical variables, joint activity indices
and quality of life. We identified 68.5% of females and a mean age of 47+15 years. The most
prevalent comorbidities were BMI > 25 (71.4%) and systemic arterial hypertension (32.9%).

We observed 67.1% with morning stiffness, 41.1% with moderate to severe impact on
functional capacity by the Health Assessment Questionnaire (HAQ) and 47.9% with high
Clinical Disease Activity Index (CDAI). We identified positive ANA in 39.7%; the most
prevalent pattern by the IFI was the nuclear coarse speckled pattern (31.1%). No relationship
was observed between morning stiffness, joint activity indices and ANA positivity. Of the
patients with morning stiffness, a smaller number (18.8%) had a fine speckled nuclear pattern
when compared with the homogeneous nuclear pattern (37.4%) (p=0.03). There was no
statistically significant relationship between CDAI, HAQ and ANA patterns. Patients with a
fine speckled nuclear pattern had a lower mean neuropathic pain score, according to the DN4
questionnaire (3.042.4), when compared to patients with a homogeneous nuclear pattern
(6.5£2.5) (p=0.03). We found a significant percentage of patients with positive ANA and the
most frequent pattern by IIF was the nuclear coarse speckled pattern. We could not establish a
statistically significant relationship between morning stiffness, disease activity index and ANA
positivity in acute/subacute CF. The fine speckled nuclear pattern was less associated with
morning stiffness and neuropathic pain when compared to the homogeneous nuclear pattern.

Keywords: chikungunya fever; antinuclear antibody; arthralgia
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1 INTRODUCAO

A Febre Chikungunya (FC) ¢ uma doenca infecciosa introduzida recentemente no Brasil e
vem atingindo uma parcela importante da populagdo brasileira. O acometimento articular na FC
causa importante disfuncdo fisica, impactando de forma significativa na qualidade de vida dos
pacientes. A incapacidade laboral causada pela doenga, em uma faixa etaria economicamente
ativa, amplia ainda mais a magnitude do problema para a populacdo atingida (BRITO, C. A. A.
DE et al., 2016).

Além disso, o papel das infec¢des virais e/ou bacterianas como indutoras de autoimunidade
¢ bem reconhecido, sendo estas consideradas como os agentes ambientais mais importantes para
o desenvolvimento de doenga autoimune (PAGE et al., 2015).

Os dados existentes na literatura sobre a prevaléncia de autoanticorpos na FC, além de
escassos, sdo bastante conflitantes, provavelmente pelos diferentes grupos populacionais
avaliados e pelo desenho dos estudos, em sua maioria retrospectivos e série de casos.

Nenhum destes estudos foi desenhado especificamente para verificar a prevaléncia do
anticorpo antinuclear (FAN) nos pacientes com FC. O FAN, atualmente ¢ critério de entrada
para classificar o paciente como portadores de Lupus Eritematoso Sistémico (LES) e,
considerado marcador de envolvimento de o6rgdo e prognostico em algumas doengas
autoimunes.

Sabe-se da importancia do entendimento dos mecanismos fisiopatologicos e alteragdes
imunoldgicas relacionados ao quadro articular da FC nas fases aguda e subaguda. E
desconhecido como e porque uma parcela desses pacientes terd um curso cronico e persistente
e pouco ¢ conhecido sobre a patogénese do envolvimento articular desses pacientes em todas

as fases da doenga.
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2 JUSTIFICATIVA

A FC tem uma alta taxa de ataque, variando entre 35-75% da popula¢do em uma unica
epidemia e uma grande porcentagem dos infectados ¢ sintomdtica em comparacdo com 0s

infectados por outras arboviroses (BRITO, C. A. A. DE et al., 2020).

E preocupante a intensidade da doenga na fase aguda, que pode causar incapacidade e os
riscos de complica¢des em usuarios de drogas imunossupressoras, principalmente pacientes com
doenca reumatologica que ja apresentam acometimento articular (BRITO, C. A. A. D. et al.,

2020).

E importante estudar e avaliar a importancia dos anticorpos antinucleares (FAN) na
associacdo com as com as caracteristicas musculoesqueléticas dos pacientes com FC, a fim de
entendermos se a presenca do FAN nesses pacientes ¢ um preditor de maior ou menor gravidade,
possibilitando um melhor manejo clinico.

Neste sentido, justifica-se investigar e avaliar a participagdo do FAN na FC, o que pode

trazer resultados para sua inclusdo na pratica clinica didria.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

* Avaliar o perfil de anticorpos antinucleares (FAN) em pacientes com febre Chikungunya
(FO).

3.2 ESPECIFICOS
* Determinar a frequéncia da positividade do FAN nas fases agudas e subagudas;
* Avaliar se existe um padrao prevalente de FAN;
* Correlacionar os padroes de FAN com os indicadores de atividade articular e

comprometimento funcional.
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4 REVISAO DA LITERATURA
4.1 FEBRE CHIKUNGUNYA
4.1.1 Conceito e Epidemiologia

O virus Chikungunya (CHIKYV) pertence ao género Alphavirus da familia Togaviridae
e ¢ transmitido para pessoas por artrépodes (ROBINSON, 1955), principalmente pela picada
dos mosquitos Aedes aegypti, Aedes albopictus e Aedes polynesienses, os mesmos vetores que
transmitem a dengue (VAIRO et al., 2019).

O CHIKYV tem dois ciclos de transmissdo distintos: silvestre € humano. A transmissao
silvestre envolve primatas selvagens como macacos e espécies de mosquitos dedes que vivem
na floresta, principalmente Aedes furcifer, Aedes taylori, Aedes luteocephalus, Aedes africanus
e Aedes Neoafricanus. Este ciclo esta confinado a Africa (Senegal, Costa do Marfim, Republica
Centro-Africana e Africa do Sul) e é responsavel por casos humanos esporadicos e pequenos
surtos (TRAORE-LAMIZANA et al., 1999).

O ciclo de transmissdo humano-mosquito-humano mantém a infec¢do pelo CHIKV em
areas urbanas e tem como principal vetor o dedes aegypti, extremamente eficiente porque se
alimenta preferencialmente de humanos, pois pica varias pessoas durante uma Unica refei¢ao
de sangue e esta adaptado para viver e se reproduzir em area peridoméstica (LAMBALLERIE,
DE et al., 2008; VAIRO et al., 2019). A circulagdo do CHIKV normalmente coincide com
periodos de chuvas fortes e aumento da densidade do mosquito, cujos recipientes artificiais sao
os locais preferidos das larvas (VAIRO et al., 2019).

O CHIKY foi isolado pela primeira vez apés uma epidemia nos inicios dos anos 50, na
atual TanzAnia e posteriormente surtos foram identificados na Asia durante as décadas de 50 e
60 (WEAVER; LECUIT, 2015). O nome Chikungunya deriva do dialeto Maconde que significa
“aquele que anda curvado”, caracteristica clinica do paciente em decorrente da intensidade da
dor que o paciente ¢ acometido (ANDRADE, Daniel C. DE et al., 2010; GANESAN; DUAN;
REID, 2017).

A circulagdo em regides florestais da Africa subsaariana ocorre envolvendo hospedeiros
primatas ndo humanos e vetores de mosquitos arboreos. A disseminagao para outros continentes
iniciou no século 18 quando os veleiros carregavam o CHIKV junto aos humanos e mosquitos
Aedes aegypti em numero suficiente para a circulagdo do virus a bordo dos navios, onde a agua
armazenada facilitava propagacao do mosquito (WEAVER; LECUIT, 2015).

A primeira emergéncia do CHIKV no ciclo urbano ocorreu entre 1879 e 1956, quando
uma linhagem da Africa Oriental, Central e Austral (ECSA) foi introduzida na Asia.
Posteriormente, viajantes aéreos infectados chegaram a Europa, Asia e Américas (WEAVER;
LECUIT, 2015). Nas Américas, uma cepa do CHIKV de linhagem asiatica foi introduzida na
ilha de St. Martin em outubro de 2013 (LEPARC-GOFFART, Isabelle et al., 2014) ¢
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posteriormente se espalhou pelo Caribe e América Central, bem como no norte da América do
Sul e Florida (NHAN et al., 2014; VAIRO et al., 2019).

Em um periodo de cinco anos da chegada do CHIKV nas Américas, foram notificados
2.673.671 casos, com 773.000 (29%) deles ocorrendo no Brasil. Aqui, os primeiros relatos
foram confirmados quase que simultaneamente no Oiapoque (AP) e em Feira de Santana (BA),
em setembro de 2014 (FARIA et al., 2016). Em 2016, ano com maior nimero de casos
notificados desde que se notou 0 CHIKV no Brasil, foram notificados 277.882 casos sendo 86%
concentrados na regido nordeste do pais (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela
Luzia Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; ROCHA
JUNIOR; et al., 2017).

Ap6s um periodo com declinio iniciado em 2019, no Brasil voltam a subir a niveis de
epidemia os casos de FC, desde o final do primeiro semestre de 2020. No Brasil, até¢ a semana
24 de 2022 ocorreram 122.075 casos provaveis de chikungunya (taxa de incidéncia de 57,2
casos por 100 mil habitantes). Em comparacdo com o ano de 2019, houve aumento de 35,1%
de casos registrados para o mesmo periodo analisado e quando comparado com o ano de 2021,
ocorreu um aumento de 93,7% casos até a respectiva semana (Figura 1).

Para o ano de 2022, a Regido Nordeste apresentou a maior incidéncia (175,7 casos/100
mil habitantes), seguida das Regides Centro-Oeste (28,8 casos/100 mil habitantes) e Norte (26,6
casos/100 mil habitantes). Na regido nordeste, os estados com maior nimero absoluto de
pacientes com FC foram: Ceard com 34.773 casos (376,3 casos/100 mil habitantes),
Pernambuco com 18.348 casos (189 casos/100 mil habitantes), Bahia com 16.113 casos (107,5
casos/100 mil habitantes) ¢ a Paraiba com 11.915 casos (293,5 casos/100 mil habitantes).

Figura 1 — Curva epidémica dos casos provaveis de chikungunya, por semanas epidemioldgicas de

inicio de sintomas, Brasil, 2019 a 2022.
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4.1.2 Historia Natural e Manifestacoes Clinicas
Logo ap6s o mosquito alimentar-se do sangue de uma pessoa infectada na fase de

viremia (5 a 7 dias ap6s o inicio dos sintomas) ele contrai o CHIKV o qual replica-se por alguns
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dias (fase extrinseca). Entdo, o mosquito pode transmitir o virus para uma pessoa saudavel
através de uma nova picada (BOSSUYT et al., 2020).

No paciente, o periodo de incubagdo dura em média 4 a 7 dias e os sintomas aparecem
em cerca de 80% podendo durar entre alguns dias até varios anos. A viremia induz uma resposta
imune que determina o inicio dos principais sintomas clinicos inflamatorios gerais e locais. A
inflamacao de vérias articulagdes pode durar meses mesmo sem a viremia e anos quando evolui
continuamente para um quadro inflamatério cronico (SIMON, F. et al., 2015).

O espectro clinico da doencga envolve trés fases: aguda (até 14 dias), subaguda (15 dias
a 3 meses) e cronica (> 3 meses) e a queixa musculoesquelética representa a manifestacao
clinica mais frequente (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco
Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017).

A fase aguda da FC ¢ caracterizada por febre e poliartralgia intensa e/ou artrite. A febre
¢ alta e continua, com varios picos por dia; ¢ tipicamente mais intensa nos primeiros 3 dias, mas
pode persistir por até 7 dias. A dor que ¢ praticamente universal € o principal sintoma da doenca.
A artralgia tem sido descrita em mais de 90% dos pacientes com padrdo poliarticular e
simétrico, acometendo principalmente as articulagdes das maos, punhos, ombros, joelhos,
tornozelos e pés (ANDRADE, Daniel C. DE et al., 2010).

A dor pode ser incapacitante e dificultar a realizagdo de atividades diarias como caminhar,
escovar os dentes e pegar objetos. Edema periarticular e/ou articular, tenossinovite e rigidez
articular sdo frequentemente observados nas extremidades de maos e pés (BRITO, C. A. A. DE
et al., 2020). A sinovite foi descrita em 32-95% e derrame articular em 15% dos individuos
infectados pelo CHIKV (BORGHERINI, G. et al., 2007). A dor articular persistente da FC pode
mimetizar os sintomas da artrite reumatoide. No entanto, na FC a maioria dos pacientes tem
febre de inicio subito € edema de extremidades, sintomas incomuns na artrite reumatoide
(BURT et al., 2017). Além disso, evolucdo para artrite erosiva progressiva também foi relatada
em alguns estudos (Brighton e Simson 1984, Malvy e col. 2009, Manimunda e col. 2010).

Outros sintomas podem ocorrer: mialgia, dor de cabega, dor nas costas, erup¢do cutanea
macular a maculopapular, prurido cutaneo, edema da face e extremidades e poliadenopatia.
(SIMON, F. et al., 2015). A erupgdo cutanea e a febre geralmente desaparecem em poucos dias
e sdo ocasionalmente seguidas de descamacao palmo-plantar (PISTONE et al., 2009).

Frequentemente a FC causa descompensagdo de doengas cronicas cardiacas,
respiratdrias, renais, sistémicas (lupus) e metabdlicas (diabetes), ou varias complicagdes como
desidratacao, tromboembolismo e disautonomia (SIMON, F. et al., 2015).

Por outro lado, a artralgia persistente e exacerbagdo de condigdes clinicas subjacentes
sdo raras em criangas (GASQUE et al., 2015). Relatos de casos apontam para um risco

aumentado de doenga grave em recém-nascidos, idosos acima de 65 anos com outras condi¢des
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clinicas subjacentes e individuos imunossuprimidos (BURT et al., 2017), porém a morte por
infeccdo por chikungunya ¢ rara e ocorre em menos de um em cada 1.000 individuos
(JOSSERAN et al., 2006). A FC nao aumenta o risco de aborto espontaneo, morte fetal no utero
e defeitos congénitos, mas a transmissdo materno-neonatal pode ocorrer em mulheres na fase
de viremia durante o parto. Cerca de 50% dos recém-nascidos sdo infectados quando nascem
no dia anterior ou 5 dias apos os primeiros sintomas da mae (SIMON, F. et al., 2015).

Em 45-75% dos pacientes ha persisténcia dos sintomas apos a fase aguda e que podem
durar até 3 meses, definida como fase subaguda. A febre geralmente desaparece, mas as queixas
musculoesqueléticas sdo persistentes, com poliartralgia e/ou poliartrite variavel de intensidade
de forte a leve. A exacerbagdo da dor pode atingir articulagdes previamente acometidas e pode
ser acompanhada de multiplas tenossinovites, predominantemente nos punhos e tornozelos
associadas a rigidez matinal. Dor neuropatica e sindrome do tlinel do carpo sdo frequentemente
relatadas e sintomas generalizados como astenia, depressao e alopecia podem aparecer (BRITO,
C.A.A.DE et al., 2020).

Pacientes cujas queixas musculoesqueléticas persistem por periodos superiores a trés
meses sdo considerados cronicos. Varios fatores t€ém sido associados ao risco de cronificacao
das queixas musculoesqueléticas: sexo feminino, idade superior a 45 anos; dor intensa, presenga
de edema, rigidez ou poliartrite durante a fase aguda; doenga articular prévia; diabetes mellitus;
alta carga viral; niveis elevados de proteina C reativa (PCR) na fase aguda; e a persisténcia da
imunoglobulina (Ig) M (BRITO, C. A. A. DE et al., 2020).

As articulagdes mais comumente acometidas sdo as das maos, punhos, joelhos e
tornozelos, com rigidez matinal e edema associados. Os pacientes também podem relatar
acometimento da regido cervical e ombros com dor e limitagdes de movimentos. A dor
neuropatica ocorre em cerca de 20% dos pacientes e muitas vezes ¢ negligenciada (ANDRADE,
Daniel Ciampi DE et al., 2010)

As queixas algicas tém padrdo persistente ou recorrente que podem manter a intensidade
relatadas nas fases anteriores, podendo ser intensa e incapacitante, ou leve e até decrescente de
intensidade (BRITO, C. A. A. DE et al., 2020).

Em um estudo de Schilte et al. na Polinésia Francesa, 60% dos pacientes apresentaram
cronificagdo, dos quais 72 foram acompanhados por 3 anos, sendo 45% com artralgia
persistente, 24% com recuperagdo inicial seguida de recorréncia e 31% com recuperagdo
completa da fase aguda (SCHILTE et al., 2013).

Em um surto entre 2005 ¢ 2006 na Island Reunion (Africa) foi encontrado que 56
pacientes (63,8%) pacientes apresentavam dor nas articulagdes 18 meses ap6s a infeccio aguda
pelo CHIKV e que a poliartralgia foi continua em 31 (55,4%) (BORGHERINI, Gianandrea et
al., 2008).



21

4.1.3 Fisiopatogénese

Apo6s a inoculagdo do CHIKV no organismo, o virus entra diretamente nos capilares
subcutaneos infectando células da pele como macrofagos, fibroblastos e células endoteliais. A
replicagdo viral local ¢ pequena e limitada e assim ¢ transportado para orgdos linfoides
secundarios proximos ao local da inocula¢dao. Ocasionalmente, durante a picada o virus pode
ser inoculado diretamente nos vasos. O sangue transporta a maioria dos virus, como virions
livres ou na forma de mondcitos infectados para os orgdos-alvo como figado, musculos e
articulagdes. Nesses tecidos, hd intensa replicacdo e infiltragdo de células mononucleares,
principalmente macrofagos. Os eventos patologicos associados a infeccdo tecidual sdo
subclinicos no figado (apoptose de hepatdcitos) e 6rgaos linfoides (adenopatia), enquanto a
infiltracdo de células mononucleares e a replicacdo viral nos musculos e articulagdes estao

associadas a dor severa e artrite em alguns casos (Figura 2) (DUPUIS-MAGUIRAGA et al.,
2012).

Figura 2 — Disseminacio do virus da Chikungunya e 6rgaos-alvo.
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Fonte: Dupuis-Maguiraga et al. (2012).

Pouco se sabe atualmente sobre o mecanismo subjacente da persisténcia dos sintomas
musculoesqueléticos. Sugere-se que a persisténcia do virus em o6rgdos-alvo ou o
estabelecimento de um mecanismo deletério sustentado leva a dano tecidual, provavelmente de
natureza inflamatéria. Estudos em modelos animais e investigacdes clinicas sdo necessarios
para abordar este ponto (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).

Nesses estudos, apos inoculagdo do virus chikungunya nas articulagdes dos membros
inferiores demonstrou-se artrite, tenossinovite e miosite, associados a persisténcia local do virus
nos tecidos. A infiltragdo com mondécitos e macrofagos também foi observada em tecidos

conjuntivos, tecidos peritendineos subcutdneos e musculos, na andlise histologica
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(MORRISON et al., 2011; RULLI, N. E. ef al., 2011). Na FC sugere-se que haja mecanismos
de persisténcia do CHIKV e inflamagao tecidual em pacientes com fase cronica. Meses apos a
infeccdo aguda, mondcitos, células T e células natural killer (NK) ainda sdo atraidas para a
articulagdo inflamada, onde s3o ativados. A infec¢do de macrofagos nas articulagdes esta
associada a inflamacao local e a produgao de citocinas, quimiocinas e efetores proinflamatorios,
como MCP-1/CCL-2, IL-8, IL-6, IFN-, e MMP2. A fagocitose de corpos apoptdticos de células
infectadas provavelmente contribui para a persisténcia viral. No entanto, o efeito benéfico ou
deletério da inflamacao local na persisténcia viral permanece incerto. Quando ocorre a artrite €
acompanhada por altas taxas de apoptose de fibroblastos e destrui¢ao da cartilagem (Figura 3)

(DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).

Figura 3 — Mecanismos de persisténcia e inflamacéo tecidual do CHIKYV em pacientes com doenca
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Fonte: Dupuis-Maguiraga et al. (2012).

Foi demonstrado que os osteoblastos podem ser infectados pelo CHIKV e conduzir a
osteoclastogénese in vitro (NORET, M. et al., 2012). Isso foi confirmado por estudos de coorte
que altos niveis de RANKL/osteoprotegerina (OPG) detectados em pacientes com CHIKV
poderiam estar associados a osteoclastos derivados de macréfagos. A infeccdo de osteoblastos
por CHIKYV elevou niveis de receptor ativador do ligante NF-kB (RANKL) em tornozelo e
joelho, com aumento de osteoclastos e perda 6ssea (CHEN et al., 2015). Os osteoclastos sao
conhecidos por causar erosdo 6ssea, indicando a importancia dessas células na destruicao 6ssea
na patologia induzida por alfavirus (CHEN et al., 2014; NORET, M. et al., 2012). Uma questao
que permanece incerta € se um processo autoimune esta associado a persisténcia da resposta

inflamatoria, como observado na artrite reumatoide (Figura 4) (DELBIANCO, 2013). Apos
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epidemia nas ilhas do Oceano Indico em 2005 foram descritos 21 novos casos de artrite
reumatoide onde todos preencheram critérios para o American College Rheumatology (ACR)
1987. Aos 21 meses, 81% apresentavam erosdes e estreitamento do espago articular; fator
reumatoide (FR) e anticorpo anti-proteina citrulinada (ACPA) foram positivos em 57 e 28%,
respectivamente. A maioria dos pacientes necessitou de metotrexato e quatro pacientes tiveram
que mudar para anti-TNF. Assim, os autores sugeriram que a infecc¢do viral teve um papel no
inicio da AR nesses casos (BOUQUILLARD, E.; COMBE, Bernard, 2009). Ap6s epidemia nas
ilhas do Oceano Indico em 2005 foram descritos 21 novos casos de artrite reumatoide onde
todos preencheram critérios para o American College Rheumatology (ACR) 1987. Aos 21
meses, 81% apresentavam erosdes e estreitamento do espago articular; fator reumatoide (FR) e
anticorpo anti-proteina citrulinada (ACPA) foram positivos em 57 e 28%, respectivamente. A
maioria dos pacientes necessitou de metotrexato e quatro pacientes tiveram que mudar para
anti-TNF. Assim, os autores sugeriram que a infecgao viral teve um papel no inicio da AR nesses

casos (BOUQUILLARD, E.; COMBE, Bernard, 2009).

Figura 4 — Patogénese da artrite/miosite induzida por alfavirus.
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Fonte: Delbianco (2013).

Em seu estudo Shoenfeld et al. identificaram os agentes microbianos como 0s mais
importantes contribuintes ambientais para o desenvolvimento de doengas autoimunes
(SHOENFELD et al., 2008). A infeccdo pelo virus Epstein-Bar (EBV) é o exemplo mais bem
estabelecido de uma relagdo entre infec¢do viral ¢ uma doenga autoimune. No LES, foi
encontrado um mimetismo molecular entre o antigeno-1 nuclear do EBV e os anticorpos
antiDNAds, anti-Ro e anti-LA. O EBV também tem sido associado a AR, esclerose multipla,
sindrome de Sjogren (SS), tireoidite autoimune, hepatite autoimune e doenga de Kawasaki
(SHOENFELD et al., 2008).

A razdo de certos pacientes desenvolverem artrite persistente ndo ¢ clara e as vias

imunolégicas que controlam ou desencadeiam esses sintomas cronicos permanecem
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indefinidas. Pelo menos trés hipoteses foram levantadas para explicar esse fendmeno:
persisténcia da infeccdo viral, persisténcia de acidos nucleicos virais, o que poderia desencadear
imunopatologia persistente ¢ o desencadeamento de ativacdo imune persistente em certos
individuos apds a eliminac¢do do virus infeccioso (BURT et al., 2017). Proteinas virais foram
detectadas em macrofagos em macacos infectados com chikungunya muito tempo apds a
resolugdo da infec¢do aguda, sugerindo persisténcia do virus infeccioso (LABADIE et al.,
2010). No entanto, o virus infeccioso nunca foi cultivado de pacientes apds a primeira semana
de infec¢do, sugerindo que genomas virais replicantes, mas defeituosos — que sao incapazes de
produzir virus infecciosos — podem persistir nas articulagdes de individuos infectados
(GASQUE et al., 2015).

Modelos animais mostraram que a resposta imune no sangue periférico ¢ diferente do
local da inflamagdo local. E que a artralgia cronica observada em pacientes apos a eliminag¢ao
do virus permanece um mistério, pois a amostragem de tecidos dentro da articulagdo e dos
musculos ¢ um desafio ético. O entendimento detalhado da interacdo do CHIKV com o
hospedeiro em doengas agudas e cronicas pode auxiliar no desenvolvimento de tratamentos
terapéuticos para doencgas associadas ao CHIKV (GASQUE et al., 2015).

Os mecanismos imunoldgicos que causam os sintomas articulares persistentes na FC
permanecem obscuros, dada a diversidade clinica e caracteristicas variaveis das fases da doenga
que podem indicar diferentes mecanismos imunoldgicos. Citocinas e quimiocinas
proinflamatorias tem sido expressas na fase cronica da FC, principalmente as interleucinas
(IL)6, IL-8, CCL-2, INF-, IL-17A, IL-21, IL-22, IL-29 ¢ o fator de crescimento transformador
(TGF)-B. Essas citocinas tem sido implicadas, também, na patogénese de outras doencas
articulares inflamatoérias (SUHRBIER, 2019).

Em uma anélise sistematica de paciente com FC aguda, 14 estudos de coorte foram
caracterizados e comparados para determinar uma assinatura de mediadores imunes de citocinas
pro-inflamatérias dominantes nesses pacientes. Os autores definiram que essa assinatura foi
constituida pelas seguintes citocinas pro-inflamatorias: INF-e, IL-2, IL-2R,

IL-6, IL-7, IL12, IL-15, IL-17 e IL-18 (TENG et al., 2015).

Gualberto et al. avaliaram 45 pacientes com FC sorologicamente confirmados por
ensaio imunoenzimatico (ELISA) e sem historia prévia de doengas reumatoldgicas
inflamatorias. As interleucinas, IL-27, IL-17A e IL-29 apareceram na maioria dos pacientes,
mas ndo nos controles. Os niveis séricos de IL-27 foram maiores em pacientes com sintomas
cronicos. Os autores concluiram ter encontrado importante papel das citocinas, o que pode
indicar sua importante participacdo na fisiopatologia da natureza articular inflamatéria do

CHIKV (GUALBERTO CAVALCANTI et al., 2019).
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4.1.4 Diagnostico

O diagnostico da Febre Chikungunya (FC) € tipicamente clinico, uma vez que a
associacdo de febre aguda com artralgia e/ou artrite intensa de instalagdo aguda ¢ altamente
sugestiva, com elevada sensibilidade e valor preditivo positivo, em areas onde a doenga ¢
endémica e onde epidemias ocorram (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela
Luzia Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; ROCHA
JUNIOR; et al., 2017; SISSOKO et al., 2010).

Um estudo avaliou a concordancia entre o resultado da sorologia I[gM para CHIKYV e o
diagnéstico clinico. A presencga de dor articular em qualquer combinagdo com febre, mialgia ou
exantema produziu uma concordancia de 85% com o resultado positivo da IgM (p < 0,001),
assim os autores sugerem que o uso desses sintomas pode ser util para definir casos de FC
quando o CHIKV ¢ o arbovirus predominante em circulagdo diante da dificuldade para
realizacdo dos testes sorologicos (FIELDS et al., 2016).

Atualmente, no Brasil a recomendacdao do Ministério da Satde € usar os critérios
clinicoepidemioldgicos para defini¢do de caso suspeito de FC (MS, 2015). Alguns casos podem
evoluir de forma atipica com manifestacdes clinicas menos frequentes como: hiperpigmentagao
cutanea, ulceras aftosas, lesdes vasculiticas, nefrite, pneumonia, diarreia e vomitos, encefalite,
sindrome de Guillain-Barré, neurite Optica ou trombocitopenia (ECONOMOPOULOQOU et al.,
2009). A frequéncia dos quadros graves ¢ de 0,3% e estdo associados a idade avancada (> 65
anos) e a presenc¢a de comorbidades (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela
Luzia Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; ROCHA
JUNIOR; et al., 2017).

O diagnostico laboratorial envolve a detecgdo dos anticorpos contra o CHIKV. A
imunoglobulina IgM ¢ identificada em média a partir do dia 5 (D5) ap6s o inicio dos sintomas
clinicos; a imunoglobulina IgG aparece entre o0 D7 e o D10 e atinge um pico em D15. Um
diagnoéstico mais precoce pode ser obtido pela reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) do
RNA do CHIKYV. Laboratérios especializados em arboviroses podem realizar cultura viral para
indicagdes especificas. Os testes geralmente sdo realizados da seguinte forma: RT-PCR entre
DO e D5, RT-PCR e sorologia entre D5 e D7, sorologia isolada apés D7; a cultura viral ndo ¢
realizada rotineiramente (Figura 5) (SIMON, F. et al., 2015).
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Figura 5 — Testes diagnésticos CHIKYV em relacio a cronologia.
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Fonte: Simon et al. (2015).

4.1.5 Tratamento

A FC tem se tornado um importante problema de satide ptiblica nos paises onde ocorrem
as epidemias, visto que metade dos casos evolui com artrite cronica, persistente e incapacitante
(MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto; RANZOLIN;
DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017). Nao existe tratamento
antiviral eficaz; o tratamento ¢ sintomatico. Deve ser adaptado aos sintomas clinicos,
comorbidades e fatores de risco. O objetivo € controlar a febre e a dor, tratar a desidratagdo e
faléncia de o6rgaos, prevenir riscos iatrogénicos e comprometimento funcional (SIMON, F. et
al., 2015).

Na fase aguda, o objetivo do tratamento ¢ o alivio da dor aguda com o uso de analgésicos
e opioides. No entanto, os anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINEs) ndo devem ser prescritos
devido ao risco aumentado de sangramento ou dano renal nesses pacientes (BRITO, C. A. A.
DE et al., 2020).

Na fase subaguda, uma avaliagdo clinica e eventualmente métodos de imagem sdo
realizados para definir o padrdo clinico predominante: a) dor musculoesquelética nao
inflamatoria localizada ou difusa; b) artrite/tenossinovite (doenca articular ou periarticular
associada a edema); ¢) dor neuropética. E importante reforgar a possibilidade de um paciente
apresentar artrite ou dor musculoesquelética ndo inflamatdria associada a dor neuropatica
(BRITO, C. A. A. DE et al., 2020).

Nessa fase, AINEs podem ser usados no tratamento dos sintomas refratarios a analgésicos e
ndo ha superioridade de efetividade de uma classe em relagdo a outra, assim, a escolha deve

ser feita baseada na experiéncia do médico e nas condig¢des clinicas do paciente. No caso de
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resposta inadequada apos o décimo dia de uso, sugere-se a troca de classe do AINE. Ha uma
concordancia entre os estudos sobre a efetividade do corticosteroide apds a falha a analgésicos
e AINES (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto;
RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017). Simon e
col. citam que a dose de 10mg/dia de prednisona por 5 dias com escalonamento em 10 dias
costuma ser suficiente e a dose de 0,5 mg/kg/dia de prednisona por 5 dias, com desmame
gradual por 10 dias ¢ usada para as apresentacdes mais graves (SIMON, F. et al., 2015).

No Brasil, o Ministério da Saide recomenda 0,5 mg/kg/dia (dose maxima 40 mg/dia),
até a resolucdo dos sintomas, com retirada gradual, mas sem ultrapassar trés semanas de
tratamento (BRITO, C. A. A. DE et al., 2016). Resultados preliminares da Coorte ChikBrasil
demonstram que o uso dos corticoides (CEs) na fase subaguda levou a uma melhoria clinica
consideravel, mais significativa com doses acima de 10 mg/dia; no entanto, ndo houve beneficio
adicional com o uso de mais de 20 mg/d de prednisona. Desse modo, recomenda-se o uso de
doses mais baixas (5 a 20mg/dia) de prednisona ou prednisolona, com redugdo lenta e
progressiva, de acordo com a resolugdo dos sintomas articulares (MARQUES, Claudia Diniz
Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI;
GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017).

Apesar das evidéncias referentes a hidroxicloroquina (HCQ) ndo serem suficientes para
uma recomendag¢do de uso formal na fase subaguda, a experiéncia dos especialistas integrantes
do grupo brasileiro sugere que pode haver um efeito benéfico, particularmente como droga
poupadora de CE. Desse modo, recomenda-se o uso de antimalaricos nessa fase, a critério do
médico especialista (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto;
RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017).

Na presenga de um componente neuropatico, terapia especifica precisa ser instituida.
Nesses casos, antidepressivos triciclicos (amitriptilina, nortriptilina) ou anticonvulsivantes
(gabapentina, pregabalina, carbamazepina) devem ser usados. O inicio de ag¢@o ¢ mais lento,
ocorrendo apos 2 semanas de uso (BRITO, C. A. A. DE et al., 2020).

Nos pacientes que persistem com dor musculoesquelética localizada ou difusa, sem
sinais inflamatérios, além de trés meses de doenga, a recomendacao € usar analgésicos simples
ou opioides fracos, a depender da intensidade da dor, nas mesmas doses recomendadas para a
fase aguda ou subaguda (BLETTERY et al., 2016). Os AINEs podem ser usados em qualquer
paciente com FC que apresente dor refrataria ou intolerancia ao uso de analgésicos simples e
opioides, independentemente dos sintomas serem relacionados com manifestacdes
inflamatorias (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto;
RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017).
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A Sociedade Brasileira de Reumatologia (SBR), em sua diretriz, recomenda o uso dos
CEs nas doses entre 10 e 20 mg/dia, por seis a oito semanas, com retirada lenta e gradual, a
depender da resposta clinica. No caso em que ndo seja possivel a retirada do CE apds esse
periodo, deve-se introduzir o metotrexato (MTX) e/ou a hidroxicloroquina (HCQ). Apesar de
controverso, recomenda-se o uso dos antimalaricos, particularmente da HCQ, no tratamento da
fase cronica da FC, para casos leves a moderados, pois além dos efeitos conhecidos no controle
da dor e da inflamacao articular ¢ uma medica¢do de mais facil manuseio para o clinico geral.
Nao existe um consenso nos diversos estudos sobre qual seria o tempo ideal em que o MTX
deve ser usado na fase cronica da FC ou quando deve ser interrompido. Observou-se que um
tempo de uso minimo de trés meses pode levar a remissao completa dos sintomas, sem recaidas
apos a retirada. Ainda na fase cronica da FC pode ser usada a sulfassalazina (SSZ) na dose de
2 a3 g/dia, isolada ou em associagdo, especialmente em pacientes com contraindicagao ou falha
ao MTX. Por esse guia, quando hd manutencao da atividade inflamatdria articular mesmo apds
uso de CE, HCQ, MTX e SSZ (MARQUES, Claudia Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia
Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI; GONCALVES; JUNIOR; et al.,
2017).

A terapia biologica com a classe de anti-TNF pode ser prescrita, exclusivamente pelo
reumatologista, apds rigorosa avaliag@o clinica. Sdo recomendadas interveng¢des de reabilitagdo
em todas as fases da FC como medida ndo farmacologica complementar (MARQUES, Claudia
Diniz Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI;
GONCALVES; JUNIOR; et al., 2017).

4.2 ANTICORPO ANTINUCLEAR (FAN)
4.2.1 Conceito

Anticorpos sdo proteinas produzidas pelos linfocitos B e desempenham um papel
fundamental na atividade do sistema imunologico, reconhecem antigenos estranhos ou
proteinas de estruturas externas de virus e bactérias, por exemplo. Depois de reconhecer os
antigenos, os anticorpos comecam a recrutar células e proteinas especializadas culminando na
ativacao da cascata de inflamac¢do, uma resposta de defesa do organismo (SUR, L. M. et al.,
2018).

Em condicdes patoldgicas, alguns anticorpos produzidos pelo individuo passam a ser
direcionados contra as proteinas proprias, sendo entdo chamados de autoanticorpos. Eles
desencadeiam uma resposta imunoldgica anormal, um tipo de inflamacao sistémica que leva o
organismo a lutar contra si mesmo. Normalmente, o corpo humano produz autoanticorpos,
porém em baixos titulos, e ndo representam um estado patoldgico. Quando detectados altos

titulos de autoanticorpos, pode-se suspeitar de uma doenga autoimune, se acompanhados de
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sinais e sintomas de autoimunidade. Os anticorpos antinucleares (FANs) sdo autoanticorpos que
combatem diversas estruturas celulares proprias (SUR, L. M. et al., 2018).

O termo FAN encontra-se desatualizado uma vez que eles abrangem anticorpos
direcionados contra antigenos também presentes em compartimentos celulares fora do nucleo,
como envelope nuclear, aparelho do fuso mitético, citosol, citoplasma e membranas celulares.
Assim, foi sugerida uma mudanga para um termo mais apropriado como ‘“‘anticorpos
anticelulares”, porém tal mudanga na nomenclatura requer amplo acordo dentro da comunidade
médica e um periodo de ajuste, uma vez que a maioria dos manuscritos e livros didaticos
utilizam o termo FAN (AGMON-LEVIN et al., 2014).

Em 2016, os participantes da elabora¢do da V diretriz do consenso brasileiro para
detec¢do de autoanticorpos em células Hep-2 recomendaram o uso da terminologia “teste de
anticorpos anticelulares”, porém mantendo a sigla FAN (fator antinuclear). Na opinido dos
especialistas estes sdo os termos mais usados e mais reconhecidos, de acordo com
reumatologistas e outros especialistas que comumente solicitam este teste (CRUVINEL et al.,

2019).

4.2.2 Métodos de identificaciao

Em 1950, foi realizado o aprimoramento de um método de imunofluorescéncia para a
detecgdo de antigenos em células de tecidos (COONS; KAPLAN, 1950). Oito anos depois, foi
descrito pela primeira vez um ensaio de imunofluorescéncia indireta (IFI) para a detec¢do dos
FANs (FRIOU, [s.d.]).

Inicialmente, o teste FAN por IFI baseou-se em substratos de tecido de roedores, porém
atualmente sdo utilizadas linhagens celulares HEp-2, derivadas de carcinoma epidermoéide de
laringe, produzidos em ratos expostos a radiacio (MAHLER et al., 2014). As células HEp-2
sdo favorecidas por seus grandes nucleos, que facilitam a visualizagdo dos componentes
nucleares. Os antigenos alvos estdo localizados nos compartimentos nucleares ou citosélicos.
Outra vantagem ¢ que essas células sdo os substratos mais sensiveis utilizados no momento e
apresentam melhor especificidade devido a sua origem humana. Além disso, os antigenos
produzidos apenas na divisao celular podem ser identificados mais facilmente devido as altas
taxas de divisao celular (SUR, L. M. et al., 2018).

O ensaio de IFI ¢ considerado o padrdo ouro para a detec¢do de ANAs (AGUSTINELLI
et al., 2019; MAHLER et al., 2014; SUR, L. M. et al., 2018), pois além facil execucao e ser
relativamente barato, oferece alta especificidade e sensibilidade ao teste (SUR, L. M. ef al.,
2018). Um substrato celular, geralmente células HEp-2 ou HEp-2000 permeabilizadas, ¢

incubado com soro do paciente. Os autoanticorpos do soro do paciente ligam-se a um antigeno
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alvo, que por sua vez ¢ reconhecido por um anticorpo secundario ligado ao fluorocromo
especifico para a por¢ao Fc da imunoglobulina humana IgG (MAHLER et al., 2014).

A definicao de resultados positivos e negativos do teste de IFI ¢ operador dependente,
ou seja, ¢ resultado de uma avaliacdo por inspecao visual por um profissional e varia de acordo
com o ponto de corte utilizado em termos de dilui¢do inicial do soro (PISETSKY, 2017). O
teste de IFI para deteccdo de FAN ¢ descrito por um titulo, que ¢ a maior dilui¢ao do soro do
paciente em que a fluorescéncia ainda detecta os anticorpos (GRYGIEL-GORNIAK;
ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018; LING; MURALLI, 2019).

As principais limitagdes para a realizacdo da IFI para a pesquisa desses anticorpos
incluem o tempo necessario para o seu desempenho e a necessidade de profissional de
laboratorio altamente qualificado e habilidoso em realizar a interpretagcdo visual do exame
(BOSSUYT et al., 2020). Além disso pode existir uma variabilidade interobservador que pode
levar a pequenas diferengas nos titulos relatados (LING; MURALLI, 2019).

4.2.3 Interpretacgio

Os anticorpos antinucleares s3o marcadores laboratoriais valiosos para o rastreio e
suporte ao diagndstico (BOSSUYT et al., 2020). Um teste positivo para o FAN pode indicar a
presenga de uma doenca reumatologica autoimune sistémica (DRAS), como lapus eritematoso
sistétmico (LES), lapus induzido por drogas (LID), esclerose sistémica (ES), sindrome de
sjogren (SS), doenca mista do tecido conjuntivo (DMTC), polimiosite (PM), dermatomiosite
(DM), artrite reumatoide (AR), artrite idiopatica juvenil (AlJ), poliarterite nodosa (PAN) ou
uma doenga autoimune 6rgdo especifica como doenca de Graves, tireoidite de Hashimoto,
hepatite autoimune (HAI), cirrose biliar primaria (CBP) ou doenca inflamatoria intestinal (DII)
(MAHLER et al., 2014; SUR, L. M. et al., 2018).

Por outro lado, o teste tem uma importante limitagdo quando se diz respeito a frequéncia
da positividade em individuos saudaveis (AGMON-LEVIN et al., 2014; AGUSTINELLI et al.,
2019; LEUCHTEN et al., 2018; LING; MURALL 2019; MARIZ, Henrique A. et al., 2011;
PISETSKY, 2017; SUR, L. M. et al., 2018). Dependendo do kit de ensaio, a faixa de testes
positivos em individuos sem doenga podem chegar a 20-30% (PISETSKY, 2017).

Sabe-se que a prevaléncia do FAN ¢ maior entre as mulheres. Os hormdnios sexuais,
principalmente estrogénios, desempenham um papel significativo no desenvolvimento de
doengas autoimunes, pois induzem uma resposta imune contra os linfécitos 7-helper 2 (Th2) e
interagem por meio de receptores encontrados em muitas células do sistema imunologico. De
modo andlogo, a gravidez pode induzir o aparecimento do FAN em mulheres saudaveis
(GRYGIEL-GORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018). O envelhecimento também

estd associado ao desenvolvimento de autoimunidade e a uma maior prevaléncia de FANs, o
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que pode ser explicado pela perda da tolerdncia das células B com a idade
(GRYGIELGORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018).

A deteccao do FAN tem uma alta sensibilidade, mas uma baixa especificidade e esta
sujeito a resultados positivos de baixo titulo que podem ndo ser clinicamente relevantes. Um
titulo baixo (1:40) pode ser visto em até 25-45% dos doadores de sangue saudaveis
(GRYGIELGORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018; LING; MURALI, 2019),
enquanto 15% e
5% podem exibir FAN positivo com titulo de 1:80 e 1:160, respectivamente (LING; MURALLI,
2019). Além disso, o padrao centromérico da IFI tem o maior valor preditivo positivo para
doencas reumatoldgicas associadas ao FAN e estd associado & ES (MAHLER et al., 2014;
PALAZZI et al., 2012).

Um resultado de teste FAN-HEp-2 positivo em uma diluicdo de 1:80 foi relatado em até
13,3% dos individuos saudaveis (MARIZ, Henrique A. et al., 2011; WATANABE et al., 2004).
Um estudo realizado em trés grandes cidades do sul e sudeste do Brasil com 918 individuos
saudaveis e 153 pacientes com DRAS mostrou um resultado positivo para o FAN em 12,9%
dos controles saudéaveis. Enquanto no grupo de pacientes com DRAS 90,2% apresentaram FAN
positivo (MARIZ, Henrique A. et al., 2011). Uma das explicacdes para os resultados positivos
de FAN em individuos saudaveis ¢ alta frequéncia de falsos positivos, em que a ligagdo do
anticorpo a moléculas nucleares representa uma reatividade cruzada acidental (PISETSKY,
2017).

O resultado positivo do teste FAN-HEp-2 em individuos aparentemente saudaveis
parece ser um fendmeno sustentado em 75% dos casos e em alguns pacientes podem preceder
o desenvolvimento de doenca autoimune (MARIZ, Henrique A. et al., 2011). Assim, a maior
parte dos individuos sauddveis portadores de FAN nunca desenvolverdo uma doenga
reumatolégica (GRYGIEL-GORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018; MARIZ,
Henrique A. et al., 2011; PISETSKY, 2017). Isso ¢ corroborado pelo fato de que doencas
autoimunes ocorrem na populagdo geral em uma frequéncia de 5 a 7% e a ocorréncia do LES
nio excede 0,1% (GRYGIEL-GORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018; ROJAS et al.,
2018).

A presenca de autoanticorpos pode ser notada no soro dos pacientes muitos anos antes
do inicio dos primeiros sintomas, assim como do diagnodstico da doenga autoimune. Isso ¢é
observado tanto no LES quanto na SS. Nesses individuos que se encontram em estagios
préclinicos do LES e aparecem em individuos aparentemente saudaveis que apresentam o FAN
positivo, a medic¢ao desses anticorpos muitas vezes pode permitir o diagndstico precoce dessas

patologias (GRYGIEL-GORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018).
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Tem sido observado que individuos saudaveis podem desenvolver titulos
predominantemente baixos ( 1:160) nos teste FAN-HEp-2. Em contraste, os resultados positivos
de FAN em pacientes com DRAS tem titulos predominantemente moderados a altos. No
entanto, em sua coorte Mariz et al. encontraram uma fracao substancial de individuos saudaveis
com titulos moderados (1:320 e 1:640) e outra menor com altos titulos (1:1.280) (MARIZ,
Henrique A. et al., 2011).

Agmon-Levin et al. concordam que a diluicao de rastreamento ideal deve ser definida
localmente e o titulo relacionado ao percentil 95 de controles saudaveis, considerada a dilui¢ao
de rastreamento ideal (AGMON-LEVIN et al., 2014). Em casos de incerteza, levando em
consideracdo a sensibilidade, especificidade e custo (ou seja, pocos nas laminas, tempo do
técnico e outros reagentes), uma dilui¢do de triagem de 1:160 foi frequentemente considerada
a mais adequada para a avaliacao de pacientes adultos. (LING; MURALI, 2019; SUR, L. M. et
al., 2018).

A Iniciativa do Consenso Internacional sobre Padrdes do FAN (ICAP) classificou mais
de duas duzias de padrdoes HEp-2 IFI relevantes, identificados por um codigo alfanumérico
(AC- #) (CHAN et al., 2015). Os principais padrdes de coloracdo do FAN sdo homogéneos,
pontilhados, nucleolares e centromérico (BOSSUYT et al., 2020). Existe alguma associagao
entre os padrdes de coloracio e determinados autoanticorpos (BOSSUYT et al., 2020), porém
eles ndo permitem a identifica¢do exata do anticorpo, exceto para o padrao de centromero que
¢ especifico para anticorpos anti-centromero (MAHLER et al., 2014; PALAZZI et al., 2012).

A identificacdo de certos padrdes de FAN tem associacdes significativas com algumas
doencas autoimunes (Figura 6), porém na pratica clinica a diferenciagdo desses padroes
raramente ¢ usada para o estabelecimento do diagnostico clinico definitivo (BOSSUYT et al.,
2020). O padriao pontilhado do FAN ¢ o padrao mais frequente, porém também ¢ o menos
especifico. Na presenca de altos titulos ou diante de forte suspeita clinica de SS, DMTC ou
LES, testes adicionais e anticorpos especificos podem ser necessarios como o anti-Ro/SSA,

anti- La/SSB, anti-RNP ou anti-Sm, respectivamente (LING; MURALI, 2019).
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Figura 6 — Padrdes do FAN-Hep2 por imunofluorescéncia indireta e as patologias correlatas.

Most commonly recognised patterns

Nuclear patterns

Related antigens

Related diagnosis

Homogeneous dsDNA, histones, chromatin/nucleosomes, HMG SLE, drug induced SLE/vasculitis, JIA
Coarse speckled U1-SnRNP, U2-6 snRNP (Sm), nuclear matrix MCTD, SLE, Raynaud, SSc, SS, UCTD
Fine speckled SSA/Ro, SSB/La, Topo-1, common to many antigens SLE, SS, SSc, IM, MCTD
Centromere Kinetochore: CENP-A, B, C, F SSc (limited), Raynaud's
Nucleolar PM/Scl, RNA-polymerase, URNP, U3-RNP, To/Th, B23 phosphoprotein/ SSc, Raynaud's, IM, overlap
numatrin
Cytoplasmic patterns Related antigens Related diagnosis
Diffuse RibP, Jo-1, other tRNA synthetases, SRP SLE, IM
Fine speckled Jo-1, SRP, PDH (mitochondria) IM, DM, PBC, interstitial lung disease

Less commonly recognised patterns

Nuclear patterns

Related antigens

Related diagnosis

Peripheral/rim or nuclear envelope
Dense fine speckled
Pleomorphic cell cycle speckled (PCNA)

Nucleolar (clumpy)
Multiple/few nuclear dots
Centrosome/centriole (formerly:spindle

Lamins, LAP1/2 gp210, nucleoporin p62; nuclear envelope and nuclear pore
complex antigens

DFS70/LEDGF-P75

Auxiliary protein proliferating cell nuclear antigen: elongation factor of DNA
polymerase delta

U3-SnRNP (fibrillarin)
Sp100, PML bodies, p80-coilin
Enolase, ninein, pericentrin

SLE, RA, PBC, IM autoimmune liver diseases

Healthy subjects and other inflammatory
conditions

SLE, lymphoproliferative diseases, SS

SSc
PBC, CAH, SS
SSc, Raynaud's, inflammatory disease

apparatus)
MSA (mitotic spindle) NuMA/centrophilin RA, inflammatory conditions; pneumonia
(mycoplasma)
Cytoplasmic patterns Related antigens Related diagnosis

Discrete speckled
Golgi complex

Cytoplasmic fibres

Endosome (early endosome antigen 1), GW/Processing bodies, multivesicular
bodies/lysosomes

Golgi proteins/golgins: giantin, golgin 245, golgin 110, golgin 97, golgin 95,
others

Actin, cytokeratin, tropomyosin, vimentin

Neurological conditions, SS, SLE, RA, PBC,
uctD

SLE, SS, RA, overlap syndromes, cerebellar
ataxia

CAH, DM, infections and other inflammatory
diseases

Within the many patterns that can be distinguished the ones specified in the upper part of the table are the most commonly recognised. The relationship between pattern and antigen

specificity may differ in certain conditions. Similarly, the specific antigens marked in bold are the most commonly detected by reflex testing, although other antigens may be of

importance in different clinical conditions. Less common pattern are specified in the lower part of this table.

CAH, chronic autoimmune hepatitis; CENP, centromere protein; DFS, dense fine speckled; DM, dermatomyositis; dsDNA, double-stranded DNA; GW, glycine—tryptophan; HMG, high mobility

group; IM, inflammatory myopathies; JIA, juvenile idiopathic arthritis; MCTD, mlxed connective tissue disease; MSA, mitotic spindle; NuMA, nuclear mitotic apparatus; PBC, primary biliary
PM/Scl

lai il

cirrhosis; PDH, pyruvate

lymyositis/scl

d RA, d arthritis; RibP, ribosomal P protein; RNP, ribonucleoprotein; SLE, systemic lupus erythematosus; SRP,

signal recognition particle; SS Sjogren’s syndmr;le SSc, systemic sclerosis; Topo-1, topo-isomerase 1; tRNA, transfer RNA; UCTD, undifferentiated connective tissue disease.

Fonte: AGMON-LEVIN et al. (2014).

A deteccao do FAN por IFI também pode produzir resultados falsos negativos, mesmo

na presenga de altos titulos de anticorpos especificos como aqueles direcionados a SS-
A/R060, Ro52/TRIM21 e Jo-1 (histidil tRNA sintetase) (MAHLER et al., 2014). Assim,
quando ha alta suspeita clinica de SS, pode ser necessaria a quantificagdo direta do anti-
Ro/SS-A por ELISA, mesmo quando o teste para FAN for negativo (LING; MURALI, 2019).

Na coorte de Mariz et al. os autores observaram que o padrdo nuclear pontilhado fino
(PF) foi o mais frequente tanto em individuos sauddveis como em pacientes com DRAS,
observado em 45,8% e 42%, respectivamente. No grupo de pacientes com DRAS o padrao
nuclear pontilhado grosso (PG) foi o segundo mais comum, observado em 26,1% dos pacientes
FAN positivo (MARIZ, Henrique A. et al., 2011). Entre os individuos saudaveis, o padrao
nuclear pontilhado fino denso (PFD) foi o segundo mais frequente (33,1%). Além disso,
nenhum individuo saudéavel apresentou o padrdo nuclear PG e nenhum paciente com DRAS
apresentou o padrdo nuclear pontilhado fino denso (Figura 7) (MARIZ, Henrique A. et al.,
2011).
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Figura 7 — Caracteristicas morfologicas dos padrdes nucleares mais relevantes encontrados no
ensaio de imunofluorescéncia indireta em células HEp-2, realizado em amostras de individuos saudaveis e
pacientes com doengas reumaticas autoimunes.

A: homogéneo; B: quase homogéneo; C: nuclear pontilhado fino; D: nuclear pontilhado grosso;
E: nuclear pontilhado fino denso; F: nuclear centromérico. Os soros foram diluidos 1:80. Barras: 5 m em A
e B; 13 m em C-F.
Fonte: MARIZ, Henrique A. et. al (2011).

O padrao homogéneo de FAN ¢ mais especifico para doencas autoimunes quando
comparado com o padrdo pontilhado e pode estar associado ao LES ou ao LID. Se houver
detec¢do de um padrao homogéneo em titulos elevados ou for observado em pacientes com alta
suspeicao clinica dessas condigdes, testes mais especificos como o anti-DNA dupla hélice e
anti-histonas devem ser solicitados. Ocasionalmente, multiplos padroes podem ser observados
na mesma amostra (LING; MURALLI, 2019).

Além das DRAS e individuos saudédveis, as neoplasias também estar associadas a
producdo FANs, principalmente: leucemias, linfomas, carcinomas hepatocelulares e
melanomas (SENER et al., 2018; SUR, L. M. et al., 2018).

Apesar dos anticorpos antinucleares serem amplamente utilizados para o rastreio e
diagnostico de doengas autoimunes eles também sdo comumente encontrados em pacientes
portadores de infec¢des cronicas como as virais (parvovirus B19, hepatite B, hepatite C e HIV),
parasitarias (esquistossomose), na tuberculose e na endocardite bacteriana (IM et al., 2020;
SENER et al., 2018; SUR, L. M. et al., 2018).

Foi publicado em 2021 um artigo que descreveu uma paciente com FC subaguda,
poliartrite de tornozelos, punhos e erupg¢ao cutanea, FAN positivo na dilui¢ao 1:640 e presenga
de anti-Ro/SSA. Apds testes de Schirmer, Rosa Bengala e cintilografia salivar positivos, ela
teve o diagnostico de Sindrome de Sjogren. Nesse caso os autores acreditam que que patogénese
do desenvolvimento da doenga autoimune foi ligada a predisposi¢do genética associada a
fatores ambientais como infec¢des pela FC e que essas interagdes tém sido referidas como o

“mosaico da autoimunidade” (CARVALHO, Jozélio Freire DE et al., 2021).
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5 METODOLOGIA
5.1 TIPO E LOCAL DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, observacional e descritivo. Este foi realizado no
Ambulatorio de Chikungunya no Servigo de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFPE
em parceria com o Laboratorio de Imunomodulagdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT)
da UFPE, no periodo de 2019 e 2022 com interrup¢des pela epidemia pela COVID19 e

afastamento pela licenga maternidade.

5.2 AMOSTRA DA PESQUISA

Os pacientes incluidos no estudo foram recrutados por amostra por conveniéncia como
parte do Projeto Replick - Estudo Multicéntrico da Histdria Natural e Resposta Terapéutica de
Chikungunya com foco nas Manifestagdes Musculoesqueléticas Agudas e Cronicas - estudo
translacional que tem por finalidade descrever e avaliar a histdria natural e a resposta terapéutica
das manifestagdes musculoesqueléticas de pacientes afetados pela FC no territério brasileiro.
Na condugdo do estudo foram incluidos 73 pacientes ap6s aplicagdo dos critérios de inclusdo e

exclusdo e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

5.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Critérios de inclusao:

* Idade acima de 18 anos.

* Caso confirmado pelos critérios de defini¢do de caso de FC (MARQUES, Claudia Diniz
Lopes; DUARTE, Angela Luzia Branco Pinto; RANZOLIN; DANTAS; CAVALCANTI;
GONCALVES; ROCHA JUNIOR; et al., 2017) (Anexo B).

* Pacientes na fase aguda ou subaguda da FC.

Critérios de exclusio:

* Diagnéstico conhecido de doenga autoimune sistémica, inflamatoria, infecciosa, ou
neoplasia com diagndstico hd menos de 5 anos.

* Uso de medicamentos imunossupressores ou antineoplasicos e/ou radioterapia.

» Pacientes com qualquer outra enfermidade febril aguda.

» Pacientes portadores de transtornos mentais que impossibilitem ou que ndo permitam a
coleta de informagdes por disturbios de comunicagcdo ou falta de fluéncia na lingua

portuguesa ou outro idioma compreendido pelo médico assistente.
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5.4 INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
Dados de fichas clinicas estruturadas contidas no Projeto Replick foram utilizadas para

o preenchimento Plataforma Redcap Replick. A partir dos dados coletados da plataforma online
elaboramos uma ficha estruturada (Apéndice B) e uma planilha de Excel (Apéndice C), com as
varidveis de interesse.

Na ficha estrutura incluimos o valor do Health Assessment Questionnaire (HAQ)
(Anexo C) e o escore de dor neuropatica pelo Questionario DN4 (ANDRADE, Daniel C. DE et
al., 2010) (Anexo D).

5.5 PESQUISA DO FAN HEP-2
Coleta e obtengao do soro

A coleta de sangue periférico dos pacientes com chikungunya foi realizada em tubos
secos e a vacuo, no ambulatorio de reumatologia do HC — UFPE. Em seguida transportados ao
Laboratério de Imunomodulagdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) onde foi realizada
a centrifugagdo (3000 rpm) durante 10 minutos e o soro armazenado em tubos eppendorf em
cinco aliquotas de 1 ml em freezer com temperatura de -80°C até o momento da realizagdo do

ensaio.

Realizacdo do FAN Hep-2

A pesquisa do FAN foi realizada através da técnica da IFI em células de HEp-2
(carcinoma de laringe humano) em kit comercial do fabricante Hemagen®, EUA.

A titulacdo utilizada foi de 1:80, valor este adotado nos critérios classificatorios para o
Lupus Eritematoso Sistémico (EULAR/ACR) de 2019 (ARINGER et al., 2019). Sabe-se que
dilui¢do de triagem de 1:160 é considerada a mais adequada para a avaliagdo de pacientes
adultos. (LING; MURALLI, 2019; SUR, L. M. et al., 2018), porém utilizamos uma titulacao
1:80 uma vez que diluig¢@o de rastreio de 1:160 ndo tem sensibilidade perfeita para a detecgao
de DRAS e um resultado negativo também ndo exclui essas doencas (LING; MURALLI, 2019).

Ap6s a diluicdo 20uL das amostras foram aplicados em pocgos contidos nas laminas. Em
todos os ensaios foram utilizados dois controles positivos (homogéneo e centromérico), o
controle negativo e o controle diluente (PBS). As 1aminas foram incubadas durante 30 minutos
em camara imida na geladeira (4°C), em seguida, lavadas 2x em PBS com lavagem inicial de
7 minutos e a subsequente de 8 minutos. Ap0s as lavagens foi adicionado o anticorpo secundario
anti-IgG humana conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC). Em seguida, as laminas
foram novamente incubadas por 30 minutos em cadmara umida na geladeira (4°C), lavadas e

montadas com glicerol e laminula.
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As imagens foram obtidas em microscopio de fluorescéncia bioldgico invertido (Eclipse
TS2-FL—Nikon). Os padrdes morfolégicos foram analisados independentemente por dois
médicos com expertise (ALBPD e HAM), considerando as caracteristicas descritas pelo ICAP
(DAMOISEAUX et al., 2016). Na primeira leitura houve um indice de concordancia de 65/73
(89,04%). Apds revisdo em conjunto dos FANs discordantes, a concordancia foi de 100% na

releitura.
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6 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi submetido & avaliagdo e aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisas
(CEP) em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, de acordo com a resolucao
n°466/2012 do Conselho Nacional de Satude. Foi aprovado com CAAE: 07936919.8.2010.5208
e numero de parecer: 3.555.583 (Anexo A).

Todos os individuos participantes do estudo assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A), conforme exigéncia da referida resolu¢ao. Nenhuma
coleta foi realizada sem a autorizacdo prévia dos voluntarios. As coletas do sangue foram
realizadas por profissionais devidamente treinados para reduzir os riscos, minimizando assim o
nimero de tentativas para coleta e complicagdes como hematoma (4rea arroxeada na pele) no
local, que desaparece totalmente apds alguns dias sem necessidade de tratamento, e sob técnica

de assepsia adequada para evitar riscos como flebite, contaminagao ou infecgao.
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7 ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram realizadas pelo programa Statistical Package for the
Social Sciences, versdo 20 para Windows. As andlises estatisticas compreenderam estatistica
descritiva e inferencial. Frequéncia absoluta e relativa foram utilizadas para descrever as
caracteristicas demograficas, comorbidades e pardmetros clinicos dos pacientes (varidveis
categoricas). Para descrever as varidveis numéricas foi utilizada a média+desvio-padrao.

Para determinar os fatores associados ao fator antinuclear (FAN), recorreu-se as analises
bivariadas: teste Qui-Quadrado de Pearson ou Teste Exato de Fisher para as variaveis
categoéricas e o teste t para amostras independentes. Para analisar os fatores associados aos
padrdes do fator antinuclear foi utilizado teste Qui-Quadrado de Pearson para as variaveis
categoricas e analise de varidncia de um fator, acompanhado pelo post-hoc de Tukey para
identificar as diferencas significantes quando observado efeito estatisticamente significante.

Para todas as analises, foi adotado o valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.
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8 RESULTADOS
8.1 CARACTERIZACAO CLINICO-EPIDEMIOLOGICA DA AMOSTRA DOS
PACIENTES COM FC

Foram incluidos 73 pacientes do Estudo Replick que preencheram critérios de defini¢ao
de Febre Chikungunya (Anexo B). Em relacdo aos resultados, observamos que 68,5% eram do
sexo feminino e a média de idade de 47+15 anos. A maioria (97,2%) era procedente de Recife
e Regido Metropolitana. Descrevemos pacientes provenientes de Recife, Olinda, Paulista,

Jaboatdo dos Guararapes, Camaragibe, Abreu e Lima, Gravata e Escada (Tabela 1).

As comorbidades mais prevalentes foram IMC 25 (71,4%), hipertensdo arterial
sistémica (34,2%), diabetes mellitus (13,7%) e doengas reumatoldgicas prévias (19,2%), ndo
fazendo parte dessas doengas as autoimunes e inflamatorias conforme os critérios de exclusdo.
A doencga reumatoldgica mais prevalente foi a osteoartrite, encontrada em 11/14 (78,5%) dos
pacientes que apresentavam doenca reumatologica prévia (Tabela 1).

Observamos que 56,2% dos pacientes encontravam-se na fase subaguda da FC, com

média de 31 + 26 dias do inicio dos sintomas (Tabela 2).

Tabela 1. Caracteristicas demograficas de pacientes com Febre Chikungunya (n=73).

Variaveis Valores
Média +£ DP
Idade 47+ 15
Indice de massa corporal (kg/m2) (n=69) 27,8 +5,1
n (%)
Sexo Feminino
50 (68,5)
Masculino 23 (3L,5)
Procedéncia Recife
37 (50,6)
Regido Metropolitana 34 (46,6)
Agreste 1(1,4)
Zona da mata 1(1,4)
Comorbidades IMC
25 (n=70) 50 (71,4)
Hipertensdo arterial 25 (34,2)
Diabetes 10 (13,7)
Doenga Reumatologica (n=14) 14 (19,2)
Osteoartrite 11 (78,5)
Sindrome do Tunel do Carpo 2(14,2)
Osteoporose 1(7,1)
Neoplasia 6(8,2)
Doenga arterial coronariana 3(4.1)
Doenga Renal 3(4,1)

Valores apresentados em média + desvio-padrio ou frequéncia absoluta (frequéncia relativa).
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Tabela 2. Caracteristicas do tempo de evolucio e sintomas gerais da fase aguda da FC (n=73).
Variaveis Valores

Média + desvio-padrao

Inicio dos sintomas (dias) 31+£26
n (%)
Fase da Chikungunya Aguda
32 (43,8)
Subaguda 41 (56,2)
Sintomas
Artralgia 70 (95,9)
Febre 62 (84,9)
Cefaleia 57 (78,1)
Rash 55(75,3)
Fadiga 47 (64,4)
Prurido 41 (56,2)
Edema 37 (50,7)
Parestesia 31 (42,5)
Mialgia 30 (41,1)
Diarreia 27 (37,0)
Lombalgia 23 (3L,5)
Nausea 15 (20,5)
Vomitos 14 (19,2)
Alteragdes de Memoria 13 (17,8)
Alopecia 7(9.6)
Depressao 34,1

Valores apresentados em média + desvio-padrdo ou frequéncia absoluta (frequéncia relativa).

Na Tabela 3, sdo descritas as manifestagdes musculoesqueléticas, os indices de
atividade, capacidade funcional e qualidade de vida dos pacientes com FC. Observamos que
67,1% referiam rigidez matinal, 41,1% apresentaram um moderado a grave impacto na
capacidade funcional medido pelo HAQ e a que a maior parte dos pacientes apresentou CDAI
alto (47,9%).

Tabela 3. Caracteristicas das manifestacées musculoesqueléticas, indices de atividade da doenca,
capacidade funcional e qualidade de vida em pacientes com FC (n=73).

Variaveis Valores

Média + desvio-padrao

Dor (0-10) 6,4+2,7
Fadiga (0-10) 52+33
Avaliagdo Global de Saude (0-10) 6,1 £2,6
Escala Visual Analdgica dor Paciente — EVAp (0-10) 6,4+2,6
Escala Visual Analdgica dor Médico — EVAm (0-10) 50£2,5
Numero de articulagdes dolorosas (0-28) 10,3+£9,0
Numero de articulagoes edemaciadas (0-28) 2,0+3,1
Clinical Disease Activity Index — CDAI 23,9+ 14,1
Dor neuropatica - Questionario DN4 (0-10) 4,4+28
Health Assessment Questionnaire — HAQ 1,65 +0,82

n (%)
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Rigidez Matinal 49 (67,1)
Duracio da Rigidez Matinal (n=54) <

1 hora 34 (68,0)

1 hora 15 (32,0)

Clinical Disease Activity Index (CDAI)

Remissao (< 2.8) 5(6,8)
Baixo (> 2.8 ¢ 10) 12 (16,4)
Moderado (>10 e 22) 21 (28,9)

Alto (>22) 35 (47,9)

Health Assessment Questionnaire (HAQ)

Leve a moderada (0-1) 16 (21,9)

Moderada a grave (1,1-2) 30 (41,1)

Grave a muito grave (2,1-3) 27 (37,0)

Valores apresentados médiat+desvio-padrao ou frequéncia absoluta (relativa). CDAI - Clinical Disease Activity Index,
HAQ - Health Assessment Questionnaire.

8.2 DETERMINACAO DA FREQUENCIA DA POSITIVIDADE DO FAN NA FASE
AGUDA/SUBAGUDA
Em nosso estudo, encontramos em 39,7% dos pacientes o fator antinuclear (FAN)

positivo (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia da positividade do fator antinuclear (FAN) e dos padrées na imufluorescéncia
encontrados em pacientes com Febre Chikungunya.

Variaveis n (%)
Fator antinuclear Positivo
29 (39,7)
Negativo 44 (60,3)
Padroes Fator antinuclear Nuclear
Pontilhado Grosso 9@3LD
Nuclear Pontilhado Fino 8 (27,6)
Nucelar Homogéneo 6 (20,8)
Nucleolar 2 (6,9)
Nuclear Pontilhado Fino e Citoplasmatico 1(34)
Nuclear Pontilhado Fino e Membrana Celular 1(3,4)
Membrana Celular 1(3,4)
NUMA 1(3,4)

Valores apresentados em frequéncia relativa (%).

8.3 IDENTIFICACAO DOS PADROES MAIS FREQUENTES DO FAN

Os padrdes do FAN pela imunofluorescéncia indireta (IFI) mais prevalentes foram
nuclear pontilhado grosso (31,1%) (Figura 8), nuclear pontilhado fino (27,6%) (Figura 9) e
nuclear homogéneo (20,8%) (Figura 10) (Tabela 4).
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Figura 8 - Figura 9 - Figura 10 -
Padrao Nuclear Pontilhado Grosso Padrao Nuclear Pontilhado Fino Padrao Nuclear Homogéneo

Fonte: Laminas e fotos realizadas no LINAT.

8.4 CORRELACAO ENTRE A POSITIVIDADE DO FAN E OS INDICADORES DE
ATIVIDADE ARTICULAR E COMPROMETIMENTO FUNCIONAL

Encontramos mais pacientes na fase aguda com FAN positivo (68,8%) quando
comparamos com pacientes na fase subaguda (53,7%), porém sem significancia estatistica
(p=0,191).

A presenca de edema na fase aguda correlacionou-se com a auséncia de FAN

(p=0,025%).

Tabela 5. Avaliacio da associaciio entre a positividade do FAN, tempo do inicio dos sintomas e as
manifestacoes musculoesqueléticas.

FAN
Variaveis Negativo Positivo
(n=44) (n=29) P
n (%)
Sexo
Masculino 16 (69,6%) 7 (30,4%)
Feminino 28 (56,0%) 22 (44,0%) 0,271
Fase da FC Aguda
Subaguda 22 (68,8%) 10 (31,1)
22 (53,7%) 19 (46,3) 0,191
Sintomas fase aguda da FC Febre
39 (62,9) 23 (37,1) 0,276
Cefaleia 33 (57,9) 24 (42,1) 0,433
Fadiga 28 (59,6) 19 (40,4) 0,870
Néusea 12 (80,0) 3 (20,0) 0,137
Vomito 11 (78,6) 3(21,4) 0,141
Diarreia 16 (59,3) 11 (40,7) 1,000
Parestesia 20 (64,5) 13 (35,5) 0,525
Artralgia 41 (58,6) 29 (41,4) 0,272
Edema 27 (73,0) 10 (27,0) 0,025
Mialgia 16 (53,3) 14 (46,7) 0,311
Lombalgia 12 (46,2) 14 (53,8) 0,140
Prurido 23 (56,1) 18 (43,9) 0,409
Rash 34 (61,8) 21 (38,2) 0,637
Depressao 2 (66,7) 1(33,3) 1,000
Alopecia 4 (57,1) 3(42,9) 1,000

Memoria 7 (53,8) 6 (46,2) 0,601



Rigidez Matinal
Neg.a.tlvo 15 (62,5) 9(37,5)
Positivo - 29 (59,2) 20 (40,8)
Duracio da Rigidez (n=54) 0,786
<1 hora 18 (55.,9) 15 (44,1)
1 hora 10 (62,5) 6 (37,5) 0,658
Média = DP
Inicio dos sintomas (dias) 30+27 33+26 0,584
Dor (0-10) 6,4+2.6 6,5+2,7 0,854
Fadiga (0-10) 5,0£3,4 5,4+3,3 0,026
Avaliacao Global de Saude (0-10) 6,129 6,1+2.1 0,981
Dor neuropatica - Questionario DN4 (0-10) 4,4£29 4,4+2,6 0,657
Escala Visual Analogica dor Paciente EVAp (0-10) 6,34+2,5 6,6+2,7 0,635
Escala Visual Analdgica dor Médico EVAm (0-10) 5,5+2,4 4,7£2,5 0,150
Numero de articulagdes dolorosas (0-28) 12,1+£9,6 7,5+7.5 0,935
Numero de articulagoes edemaciadas (0-28) 2,1+£3,1 1,8+3,0 0,720
Clinical Disease Activity Index — CDAI 26+15 21+13 0,712
Health Assessment Questionnaire — HAQ 1,6+0,8 1,7+0,8 0,100
n (%)
CDAI Classificacdo Remissao
(2.8) 4 (80,0) 1 (20,0)
Baixo (> 2.8 ¢ 10) Moderado 6 (50,0) 6 (50,0)
(>10e22) 10 (47,6) 11 (52,4) 0,289
Alto (>22) 24 (65,6) 11 (31,4)
HAQ Classificacao Leve
(0-1) 11 (68,8) 5(31,2)
Moderado (1,1-2) 17.(36.7) 13 (43,3) 0,721
16 (59,3) 11 (40,7)

Grave (2,1-3)

Valores apresentados em frequéncia relativa (%) e em médiatdesvio-padrao.

8.5 CORRELACAO ENTRE OS PADROES DO FAN E OS INDICADORES DE
ATIVIDADE ARTICULAR E COMPROMETIMENTO FUNCIONAL
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Na fase aguda da FC encontramos uma predominancia do padrdo nuclear pontilhado

grosso (66,6%), enquanto na fase subaguda houve prevaléncia do padrao nuclear pontilhado

fino (41,2%) (p=0,337) (Tabela 6).

Dentre os pacientes que relatavam rigidez matinal, um menor numero de pacientes

(18,8%) apresentava o padrao nuclear pontilhado fino quando comparado com o nuclear

homogéneo (37,4%) (p=0,03).

Nao houve relagdo estatisticamente significativa entre CDAI HAQ e os padroes do FAN

(Tabela 6).
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Tabela 6. Avaliacdo da associacio entre os padroes do FAN pela imunofluorescéncia indireta e as
manifestacoes musculoesqueléticas em pacientes com FC.

Nuclear Nuclear
Variaveis Pontilhado Pontilhado Grosso HomogéneoNudear
Fino
n (%)
Fase da Chikungunya
Aguda
Subaguda 4 (66,0) 1{de7 0,270
Rigidez Matinal 1 (16,7) 5(294) 5(29.4)
Negativo 7(41,2)
Positivo ) 0,033
Duracio da Rigidez (n=55) 5(71.4) 6 (37.4)
<1 hora 3(18,8)
| hora 2 (28,6) 5(41,7) 0,525
o 2(16,6) 7(43.8) 1(20,0)
CDAI Classificacio 2 (40,0)
Remissio ’ 5(41,7) -
Baixo 1(33.,3) 2 (40,0) 1 (20,0) 0,594
Moderado 2 (40,0) 4 1(12,5)
Alto (50,0) 2 (66,7) 4(33,33)
HAQ 4(33,33) 2 (40,0)
Classificaciio 3 (37,5) - 0.123
Leve (0-1) 1 (25,0) 4 (33,33) 2 (15,4) ’
Moderado (1,1-2) 6 (54,5) 3(75,0) 3 (27,3) 4 (50,0)
Grave (2,1-3) 1(12,5) 3(37.,5)

Valores apresentados em frequéncia relativa (%). #Nenhum paciente apresentou auséncia de Artralgia.

*Diferenca estatisticamente significante do Padrio Homogéneo (p<0,05).
Observamos escores mais altos nas escalas de dor (8,3+0,5), fadiga (6,7£3,7),

avaliacdo global de satde (7,8+1,7), EVAp (8,3£1,0), EVAm (6,7+2,7), CDAI (28+14) e HAQ
(2,3+0,6) associados ao padrao nuclear homogéneo, porém sem relevancia estatistica (Tabela
7).

Identificamos que o grupo de pacientes com padrao nuclear pontilhado fino possuia um
escore médio mais baixo de dor neuropatica pelo questionario DN4 (3,0+2,4), quando
comparado com o grupo de pacientes com padrdo nuclear homogéneo (6,5+2,5) (p= 0,03)

(Tabela 7).

Tabela 7. Avaliacdo da associacio entre os padroes do FAN pela imunofluorescéncia indireta e os indices de
atividade na FC.

Variaveis Pontilhado  Pontilhado Homogéneo p
Fino Grosso
Média + DP
Inicio dos sintomas (dias) 37422 33433 39+18 0,918

Dor (0-10) 5,435 6,2+2,5 8,3+0,5 0,137
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Fadiga (0-10) 4,8+4,0 5,6£3,0 6,7£3,7 0,613
Avaliacao Global de Saude (0-10) 5,6+2.4 5,529 7,8+1,7 0,142
Escalda Visual Analdgica dor — Paciente (EVAp 0-10) 6,0+£3,7 6,1+£2,7 8,3£1,0 0,266
Escalda Visual Analdgica dor — Médico (EVAm 0-10) 43424 43+2.6 6,7£2,7 0,174
Numero de articulagdes dolorosas (0-28) 7,3+7,1 6,3+6,6 9,8+9,7 0,685
Numero de articulagoes edemaciadas (0-28) 1,4+32 1,2+3,0 3,5+3.4 0,355
CDALI (0-28) 19+11 18+13 28+14 0,272
Dor neuropatica - Questionario DN4 (0-10) 3,0£2,4 * 4,7+£2,1 6,5£2,5 0,035
HAQ (0-10) 1,5+0.,6 1,4+1,0 2.340.6 0,083

Valores apresentados em médiat+desvio-padrao. *Diferenca estatisticamente significante do Padrao Homogéneo
(p<0,05).

9 DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado de forma inédita o perfil de anticorpos antinucleares (FAN)
em pacientes com febre Chikungunya (FC), nas fases aguda e subaguda.

Observamos que em 39,7% dos pacientes com FC, o fator antinuclear (FAN) foi positivo
pela imunofluorescéncia indireta (IFT).

A frequéncia da positividade do FAN em pessoas saudaveis pode chegar a 20-30%
(PISETSKY, 2017), na dilui¢@o 1:80 encontramos o anticorpo antinuclear em 15% dos doadores
de sangue saudaveis (GRYGIEL-GORNIAK; ROGACKA; PUSZCZEWICZ, 2018). Em nosso
estudo, acreditamos que a FC tenha interferido na identificagdo de um maior nimero de
pacientes com o FAN positivo, quando comparado com pessoas saudaveis.

Encontramos um percentual significativo de pacientes com FAN positivo quando
comparamos com os valores encontrados em pacientes sauddveis na literatura. Porém, um
importante fator limitador do nosso estudo foi a auséncia de grupos controles que sdo utilizados
a fim de minimizar o efeito de todas as variaveis, exceto a variavel independente de interesse.

Albuquerque et al. avaliaram 53 pacientes com neoplasia pancreatica e encontraram
uma positividade de 41,5% de FAN, dentre os quais 50% apresentavam padrao nuclear
pontilhado fino denso. Os autores tragaram associagdes de resultados de FAN e marcadores
tumorais (CA19-9 e CA125), que foram maiores entre os pacientes com FAN negativo,
inferindo que ter um FAN positivo indicaria um bom prognéstico (ALBUQUERQUE et al.,
2022).

Um estudo descreveu 47 pacientes com tuberculose pulmonar e encontrou o FAN
positivo (1:80) em 33% quando comparado com controles saudaveis (20%) (ELKAYAM et al.,
2007). Isenberg et al. relataram a presenca do FAN em 15-40% dos pacientes com tuberculose,
infeccdo por klebsiella e outras bactérias gram negativas (ISENBERG et al., 1987).

Bayraktar et al. observaram a presenca do FAN em 63% dos 162 pacientes com infec¢ao

cronica pelo virus da hepatite C (BAYRAKTAR, Y. et al., [s.d.]).
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Assim, observamos em nosso estudo FAN positivo em frequéncia similar encontrada na
literatura em outras patologias como neoplasia de pancreas e tuberculose pulmonar, por
exemplo.

Apesar da frequéncia do FAN em vérias infecgdes virais estar bem documentadas na
literatura mundial, ha poucos relatos conflitantes quanto a prevaléncia de autoanticorpos na FC.
Nao ha descri¢do na literatura da frequéncia da positividade desse autoanticorpo na FC aguda
e subaguda para comparagdo. Ha descri¢ao de alguns relatos de casos na literatura de pacientes
com FC nas fases aguda/subaguda que relataram a presenca do FAN e que apresentaram
manifestagdes autoimunes.

Em 2009 houve o primeiro relato de caso de um paciente com FC e FAN na dilui¢ao
1:160 com padrdo pontilhado que evoluiu com um quadro grave de fraqueza muscular com
elevagdo de enzimas musculares. Houve o desaparecimento do FAN apds a resolu¢do do quadro
tré€s meses depois, indicando provavel ativagcdo imune resultante da inflamag¢ao maciga, ativacao
das respostas imunes celulares virais e ativagao policlonal de células B contra o hospedeiro.
Nesse caso, a progressdo para a deterioracdo clinica foi desencadeada pela replicagdo viral
através do mimetismo molecular proposto e houve apenas uma associagao temporal entre FC e
FAN (MAEK-A-NANTAWAT; SILACHAMROON, 2009).

As células B t€ém um papel importante na iniciagdo e aceleracdo de doengas autoimunes,
especialmente aquelas mediadas por autoanticorpos (WU et al., 2018). Dessa forma, € proposto
que células T autorreativas, ativadas por antigenos externos, escapem dos mecanismos de
tolerancia imunologica central e periférica e se diferenciarem em células B de memoria ou
células plasmaticas produtoras de anticorpos, induzindo assim o fenomeno da autoimunidade
(ROJAS et al., 2018; WU et al., 2018). Em individuos saudaveis, os linfocitos B sdo mantidos
inativos por uma série de mecanismos reguladores e de controle e quando esse equilibrio ¢
interrompido, esses individuos sdo capazes de desenvolver uma doenga autoimune (PAGE et
al., 2015).

Na literatura, alguns estudos descreveram a frequéncia do FAN na fase cronica, porém
ndo foram desenhados especificamente para verificar a prevaléncia do anticorpo antinuclear na
FC e ndo descreveram a técnica utilizada para realizagdo do FAN. Além disso, a relacao
temporal entre uma infec¢ao e o desenvolvimento de um processo autoimune pode, em muitos
casos, ndo ser clara devido ao longo tempo entre a percep¢do do aparecimento dos sintomas
clinicos e estabelecimento do diagnostico (WUCHERPFENNIG, 2001).

Um estudo prospectivo com 42 pacientes com FC, apos 36 meses da fase aguda,
encontrou 7 pacientes (16,6%) com FAN positivo (SCHILTE et al., 2013). Outro estudo

observacional avaliou 30 pacientes com quadro articular inflamatorio da FC, 13 anos ap6s o
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inicio dos sintomas e encontrou o FAN positivo em 10% (GUILLOT; RIBERA; GASQUE,
2020).

Em nosso estudo, o padrao do FAN pela imunofluorescéncia indireta mais frequente foi
o nuclear pontilhado grosso, encontrado em 39,7% dos pacientes com FC aguda/subaguda.
Sabe-se que na populacdo saudével, o padrao pontilhado do FAN ¢ o mais frequente, porém
quando na presenga de altos titulos, ou forte suspeita clinica de doenca autoimune, ha a
necessidade da realizacdo de outros autoanticorpos (LING; MURALI, 2019).

Um estudo que avaliou as caracteristicas do FAN em individuos saudaveis e com DRAS
observou que o padrao nuclear pontilhado fino foi o mais frequente em ambos os grupos (45,8%
e 42%, respectivamente). O padrao nuclear pontilhado grosso foi o segundo mais comum no
grupo de DRAS e ndo foi observado em nenhum individuo saudavel (MARIZ, Henrique A. et
al., 2011).

O padrao nuclear homogéneo foi o terceiro padrao mais frequente de FAN aparecendo
em 17,7% dos pacientes. Sabe-se que o padrdo homogéneo de FAN ¢ mais especifico para
doengas autoimunes quando comparado com o padrdo pontilhado e pode estar associado ao
LES ou ao LID. Quando presente em titulos elevados ou for observado em pacientes com alta
suspeicdo clinica dessas condigdes, testes mais especificos como o anti-DNA dupla hélice e
anti-histonas devem ser solicitados (LING; MURALLI, 2019).

Nao encontramos associagdo estatisticamente significativa entre rigidez matinal, escala
de dor, escala de fadiga, avaliagdo global de satde, nimero de articulagcdes dolorosas e
edemaciadas, EVAp, EVAm, CDAI, HAQ e a positividade do FAN.

Esperavamos encontrar associagcdo estatisticamente significativa entre a presenca do
anticorpo antinuclear e os indices de atividade, assim como ¢ observado nos estudos que
avaliam o FAN na fase cronica da FC. Um fator que pode ter influenciado nesse resultado foi o
pequeno numero de pacientes e o fato de nao ter sido realizado o FAN em maiores dilui¢des.

Na coorte de Guillot et al. foi observado que no grupo de pacientes com FC que
apresentavam persisténcia do quadro articular houve uma maior prevaléncia do FAN
(GUILLOT; RIBERA; GASQUE, 2020). Por outro lado, Schilte et al avaliaram dor articular
cronica em pacientes com FC, e observaram que trés pacientes apresentaram FAN em titulos
elevados, um no grupo com dor articular e dois no grupo sem dor articular, concluindo que os
sintomas cronicos nao foram associados a autoimunidade (SCHILTE et al., 2013).

Muitos fatores inatos, genéticos ou adquiridos (ambientais), sdo suspeitos de estarem
envolvidos no desenvolvimento de doencas autoimunes. Entre os fatores ambientais, os agentes
infecciosos constituem pecas-chaves nesse processo, principalmente os agentes virais (DOTAN

etal.,2021; PAGE et al., 2015; ROJAS et al., 2018)
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Em 2012 foi descrito o primeiro relato de caso de infec¢do grave pela dengue com
manifestagdes autoimunes (serosites e nefropatia) e FAN positivo no padrao fuso mitdtico. Foi
aventada a possibilidade de que o mimetismo molecular podia estar envolvido na patogénese
dessa ativagao autoimune (FONTES JARDIM et al., 2012).

Apesar de ndo haver significancia estatistica entre CDAI, HAQ e os padrdes do FAN,
observamos que o padrdo nuclear pontilhado fino esteve menos associado a rigidez matinal
quando comparado ao padrao nuclear homogéneo, estatisticamente significativo (p=0,03).

Observamos ainda que o padrao nuclear pontilhado fino esteve associado a menores
valores do escore para dor neuropatica pelo DN4, quando comparado ao padrao homogéneo,
com significancia estatistica (p=0,03).

Assim, podemos aventar a possibilidade de que pacientes nas fases aguda/subaguda da
FC que apresentam o FAN positivo no padrdo nuclear pontilhado fino tenham um melhor
prognostico de dor neuropatica e rigidez matinal, em relagdo aos pacientes com padrao nuclear
homogéneo.

Uma importante limitacdo do estudo foi a verificagdo da positividade do FAN apenas
na titulagdo 1:80, uma vez que a presenca do FAN em maiores dilui¢cdes estd mais associada a
doencas autoimunes (MARIZ, Henrique A. et al., 2011). Outra limitagdo foi a auséncia da
dosagem de autoanticorpos especificos, principalmente nos pacientes com FAN positivo com
padrdo nuclear homogéneo, a fim de identificar ou n3o maior associagdo com
manifestagdes/doencas autoimunes nesses pacientes.

Marcadores bioldgicos de diagndstico e progndstico estdo sendo estudados na coorte
REPLICK. Pacientes que evoluiram na fase cronica também estdo sendo estudados, a fim de
poder responder se presenca do FAN seria um fator progndstico de cronicidade
musculoesquelética. Além disso O FAN também esta sendo avaliado em diluicdes maiores em
pacientes es todas as fases da FC a fim de aumentar a forca de associag¢do entre a presenga do
autoanticorpo e as varidveis de interesse. Neste sentido tivemos a oportunidade de avaliar o
FAN de seis pacientes na fase cronica e encontramos que em 5/6 (83,3%) pacientes foi positivo,

dos quais trés tinham o padrdo nuclear pontilhado fino e dois o nuclear pontilhado grosso.



50

10 CONCLUSAO

Em nosso estudo, encontramos um percentual significativo de pacientes com FAN
positivo (39,7%). O padrao do FAN através da IFI mais frequente foi o nuclear pontilhado
grosso.

Nao pudemos estabelecer relacdo estatisticamente significativa entre rigidez matinal,
indices de atividade da doenca e a positividade do FAN na FC aguda/subaguda. Assim, a
presenga desse autoanticorpo na FC aguda e subaguda ndo mostrou ser preditor de maior ou
menor gravidade nesses pacientes.

Dentre os pacientes que relatavam rigidez matinal, um menor numero de pacientes
apresentava o padrao nuclear pontilhado fino quando comparado com o nuclear homogéneo
(p=0,03).

Identificamos que o grupo de pacientes com padrao nuclear pontilhado fino possuia um
escore médio mais baixo de dor neuropatica pelo questionario DN4, quando comparado com o
grupo de pacientes com padrao nuclear homogéneo (p= 0,03).

Dessa forma, acreditamos que quando positivo, o FAN no padrdo nuclear pontilhado
fino pode ser preditor de menor gravidade dos sintomas da FC nas fases aguda e subaguda.

Observamos escores mais altos nas escalas de dor, fadiga, avaliagdo global de saude
EVAp, EVAm, CDAI ¢ HAQ associados ao padrdo nuclear homogéneo, porém nido houve

significancia estatistica.
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SERVICO DE REUMATOLOGIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PESQUISA

Titulo da pesquisa: Estudo Multicéntrico da Histéria Natural e Resposta Terapéutica de Chikungunya
com foco nas Manifestagoes Musculoesqueléticas Agudas e Cronicas

Financiador: Agéncia de Fomento - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPQ)

Pesquisador proponente: André Machado de Siqueira
Pesquisador Principal: Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo
Participante da Pesquisa

Nome:

Documento de identidade: Sexo: ()M()F

Data de nascimento: / /

Endereco:

Cidade: Estado:

Telefone: ()

Testemunha Imparcial (se aplicavel):

Nome:

Documento de identidade: Sexo: ()M()F

Data de nascimento: / /

Endereco:

Cidade: Estado:

Telefone: ( )

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
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Este é um convite para que vocé participe de um protocolo de pesquisa sobre a doenga Chikungunya.
Este documento, chamado termo de consentimento livre e esclarecido, explica esta pesquisa em detalhes,
mas pode conter palavras que vocé ndo compreenda. Por favor, pe¢a ao médico ou a outra pessoa da
equipe do estudo para lhe explicar o que significa qualquer palavra ou informagdo que vocé ndo
entenda. Antes de assinar, vocé pode levar para casa uma copia deste documento para pensar a respeito
ou conversar com sua familia e/ou amigos antes de tomar sua decisao.

-n
(J
Y

OBJETIVOS DO ESTUDO

Gostariamos de convidar vocé a participar da pesquisa que ird estudar a historia natural da
doenga Chikungunya e a resposta ao tratamento da doenga. Trata-se de um estudo observacional e vocé
ndo precisara utilizar nenhum medicamento, além dos ja utilizados atualmente para o tratamento da
doenga.

A Chikungunya ¢ uma doenga transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti contaminado
pelo virus. O quadro clinico ¢ muito semelhante a febre do dengue, com inicio subito de febre alta, dor de
cabega, dores nas articulagdes, dores musculares, manchas vermelhas, enjoo e cansago. A caracteristica
principal da febre Chikungunya ¢ a presen¢a de dores nas articulagoes em diversas partes do corpo que
causa importante limitagdo fisica, diminuindo de forma significativa a qualidade de vida dos pacientes
acometidos.

Neste estudo, vocé sera avaliado em algumas visitas por uma equipe de saude. A equipe ¢é
composta por médicos (clinicos gerais, infectologistas e reumatologistas), enfermeiros ¢ farmacéuticos
que registrardo dados sobre sua vida e o local que vocé mora, sintomas, atividades, além de informagdes
referentes ao uso de medicamentos e outras formas de tratamento. Caso vocé apresente dores nos
musculos e/ou nas articulagdes, estas dores serdo avaliadas e acompanhadas por reumatologista.

QUEM NAO PODE PARTICIPAR DO ESTUDO?
Existem algumas condigdes que podem impossibilitar a sua participagdo neste estudo, sdo elas:

e Se vocé tiver com outra doenga febril aguda (febre alta causada por Malaria, por
exemplo)

e Se vocé tiver com outra doenga que cause febre (por exemplo, celulite ¢ abscesso);

e Se vocé estiver gravida ou amamentando e;

e Se vocé tiver algum problema que ndo permita a coleta de informagdes por distirbios de
comunicagdo ou falta de fluéncia na lingua portuguesa ou outro idioma compreendido
pelo médico assistente.

Mas ndo se preocupe, um médico conversara com vocé e fara uma avaliagdo para checar estas e
outras condigdes que possam impedir sua participagdo e vocé ndo deixara de ser atendido mesmo que nao

entre no estudo.

COMO SERA SUA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO?

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicével):
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Vocé devera comparecer as VISITAS no centro de saiude responsavel pelo estudo, ¢ também
podera receber acompanhamento da equipe do estudo através de CONTATOS por meio eletrénico,
telefonico ou pessoal.

Visitas programadas para consulta médica

Apos a assinatura deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé passara por uma
avaliagdo de saide com um médico e se ndo houver nenhuma condigdo que impega sua participagao, sera
feita coleta de informagdes, coleta de saliva, sangue, de urina e, se necessario, de liquido sinovial (um
liquido retirado da articulagdo ou do tenddo) e/ou bidpsia articular (um pedago de tecido). Todos os
exames sdo feitos para que possamos verificar como esté sua saude.

e Coleta de Saliva: a saliva sera coletada por vocé mesmo com auxilio de um kit ndo invasivo, no
qual vocé esfregara uma esponjinha (parecida com cotonete) no interior da boca, gengiva e/ou
dentes.

e Coleta de Sangue: o sangue sera coletado por um profissional qualificado. A quantidade de
sangue total retirada sera de 26mL (aproximadamente igual a quantidade de 2 colheres de sopa
cheias).

e Coleta de Urina: a coleta sera realizada por vocé mesmo em um pote entregue pelo médico do
estudo. O volume total de urina coletada sera de 60mL (aproximadamente 4 colheres de sopa).

e Coleta de Liquido Sinovial: o liquido sinovial podera ser coletado por um profissional
qualificado em situagdes em que se constate por exame fisico ou exame de imagem (exemplo:
ultrassonografia e ressondncia magnética) a presen¢a de liquido na articulagdo ou quando for
indicado por avaliagdo médica a realizagdo de infiltragdo de medicamento intra-articular como
forma de reduzir a dor local. O volume total de 2mL (aproximadamente igual a quantidade de Y-
colher de cha) sera coletado nesses casos.

Na consulta, o médico ird realizar a avaliagio e exame fisico, incluindo alteragdes
musculoesqueléticas, além da coleta de informagdes sobre sua vida, onde vocé mora e de historia de
doenga anterior. O médico solicitara exames para que o diagnostico da doenga seja corretamente definido.

Vocé sera informado de qualquer resultado que possa afetar sua saide e receberd
encaminhamento para avaliagdo médica especializada, se for necessario.

Apos a aceitagdo em participar do estudo, vocé sera acompanhado por até trés anos, em consultas
programadas com periodicidade semanal até 21 dias do inicio dos sintomas, bimensalmente (ou seja, a
cada 2 meses) até 360 dias (1 ano) desde o inicio do acompanhamento e apos, a cada 3 meses se houver a
persisténcia dos sintomas. Em todas as consultas programadas o médico realizara avaliagdo e exame
fisico e coletara informagdes relacionadas a sua satde para acompanhamento, além das coletas citadas
anteriormente. O médico também solicitara exames de acordo com a necessidade do caso clinico.

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicével):
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DESCONFORTO E RISCOS ESPERADOS

Por ser tratar de um método simples, rapido e ndo invasivo, a coleta de saliva ndo provoca
nenhum desconforto ou dor.

No local da coleta de sangue pode ficar roxo e/ou dolorido. As vezes é necessario realizar mais
de uma tentativa para coletar sangue. Desmaio ou infec¢do no local da coleta pode ocorrer, mas ¢ raro.
Para diminuir esses riscos, assim como preconizado, a coleta de sangue sempre sera realizada com
material descartavel por alguém treinado e experiente.

A coleta do xixi ¢ um procedimento que de forma geral ¢ facil e ndo causa maior risco, de modo
que vocé vai fazer num potinho. Se vocé ndo entender o que esta sendo explicado ou ficar com vergonha
de fazer xixi no hospital vocé pode falar com a equipe do estudo que vai tirar as suas duvidas e vai ajudar
vocé a encontrar um local mais confortavel para a coleta.

A coleta do liquido sinovial, quando necesséria, ¢ realizada de forma minimamente invasiva,
mas pode provocar desconforto toleravel. Assim como a coleta de sangue, para diminuir esses riscos, este
procedimento sera realizado em condigdes estéreis e por profissional experiente e treinado.

Caso necessario, o0 médico do estudo pode solicitar a realizagdo de exames de radiografia e/ou
ultrassonografia. Os principais riscos associados com radiografia sio a pequena possibilidade de
desenvolver, em alguma época posterior da vida, catarata ou cancer induzidos por radiagdo. Esses riscos
sdo minimizados utilizando-se a prote¢do de chumbo adequada na hora da realizagdo do exame e essa
possibilidade é quase nula no caso do estudo, pois vocé serd exposto apenas uma vez a esse exame. Por
utilizar ondas sonoras de baixa poténcia, a ultrassonografia nao apresenta grandes riscos conhecidos para
a saude.

BENEFICIOS PARA O PARTICIPANTE

Vocé ndo tera nenhum beneficio direto por fazer parte deste estudo. Vocétera acesso a avaliagoes
médicas e aos laudos dos testes de laboratério sem custo. A sua participagdo nesta pesquisa pode trazer
beneficios para vocé e para outras pessoas com a mesma doenga, pois vai nos ajudar a saber mais sobre
como diagnosticar melhor a doenga Chikungunya no futuro. Além disso, se vocé participar podera
receber testes adicionais, além dos que ja sdo realizados de rotina para investigar melhor a sua febre.

Nio ha nenhum custo para vocé participar do estudo. Os exames e procedimentos realizados
exclusivamente com fins de pesquisa ndo implicardo qualquer custo para vocé. Para custear o
deslocamento das visitas que serdo feitas durante o estudo, vocé recebera um ressarcimento pelos gastos
relacionados a sua participagdo, como alimentagdo e transporte.

BIORREPOSITORIO

Todas as amostras coletadas (saliva, sangue, xixi e liquido sinovial) serdo guardadas durante
todo o tempo dessa pesquisa em local proprio chamado de Biorrepositério. Existem varias regras e

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
Versdo Local 1.0 de 16/08/2019 baseada na Versdo 1.3 do Centro Pagina 4 de 8
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normas nacionais para o biorrepositério funcionar e nos comprometemos a seguir todas elas. Este
biorrepositério sera gerenciado pelo Laboratério de Doencas Febris Agudas do Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas, localizado na Av. Brasil, 4365 — Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ, CEP
21040-900, telefone (21) 3865-9164. Os dados coletados nesta pesquisa através de questionarios ficardo
armazenados em computador pessoal e arquivo fisico, sob a responsabilidade do Dr. Moacyr Jesus Barreto de
Melo Régo no enderego Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE, pelo
periodo de minimo 5 anos.

O material biolégico (saliva, sangue, urina, liquido sinovial e biopsia articular, quando coletado)
armazenado neste biorrepositorio continuara sendo seu, permanecendo, entretanto, sob responsabilidade da
institui¢do. Assim, vocé pode retirar o consentimento de armazenamento das amostras a qualquer tempo, sem
nenhum problema. Para isso, vocé devera assinar um documento dizendo isso. A desisténcia passa a valer a
partir desta data e nés destruiremos suas amostras. Vocé pode desistir de participar do estudo (ndo querer mais
fazer as consultas e/ou receber as ligagdes telefonicas pelo protocolo) e manter suas amostras armazenadas
para o estudo e/ou para estudos futuros, sem nenhum prejuizo a vocé.

USO DO MATERIAL COLETADO, DADOS E CONFIDENCIALIDADE

Ao assinar este termo de consentimento, vocé permite ao médico do estudo e a equipe de
pesquisa usar informagdes sobre seu prontuario médico para os objetivos do presente estudo. As
enfermeiras e o pessoal médico envolvido no seu cuidado saberdo se vocé participa ou ndo do estudo.

Ninguém mais sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos para outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. Algumas informagdes sobre vocé (exemplos:
onde vocé nasceu, qual sua raga, idade, sexo, entre outras) ¢ sobre sua saide serdo anotadas pelo médico
nas suas consultas, e ficardo guardadas em um sistema de dados. Ninguém sabera quem ¢ vocé porque
usaremos codigos no lugar do seu nome. Os resultados desta pesquisa vao sair em revistas cientificas,
mas ndo vamos dizer quem foram as pessoas que participaram. Todo material coletado sera mantido em
local seguro. Ndo vamos colocar o seu nome nos tubinhos que vdo ser guardados, vamos colocar
numeros, assim podemos guardar as amostras sem identificar vocé.

Esse estudo tem uma duragdo prevista de trés anos e todas as pesquisas futuras que desejarem
utilizar o material deste estudo deverdo ser aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa e pela Comissio
Nacional de Etica em Pesquisa, se necessario, antes de serem iniciadas. Precisamos saber se vocé aceita
que seu material seja guardado. Por favor, marque SIM ou NAO abaixo:

D SIM |:| NAO

Se acontecer alguma coisa com suas amostras, como por exemplo, se quebrar um tubo ou se
precisarmos destruir as amostras ou se acabarmos com o biorrepositorio, nos tentaremos te informar,
entdo o seu enderego, telefone e e-mail devem estar atualizados para podermos falar com vocé. Se houver
algum impedimento em contatar vocé, nés apresentaremos uma justificativa ao Comité de Etica em
Pesquisa.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
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A participag@o nesse estudo € voluntaria, vocé decide se quer ou ndo participar. Se vocé escolher
nao participar ou que seu dependente legal ndo participe, seus direitos ou os direitos dele serdo

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
Versdo Local 1.0 de 16/08/2019 baseada na Versdo 1.3 do Centro Pégina 6de 8
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preservados e vocé ndo sofrera nenhum tipo de punig¢do. Caso aceite, vocé pode mudar de ideia e desistir
de participar a qualquer momento. Vocé ndo precisa explicar porque vocé ndo quer mais participar, deve
apenas comunicar a equipe do estudo. Vocé recebera toda assisténcia e tratamento mesmo que nao queira
participar do estudo e/ou mesmo que ndo queria mais manter as suas amostras armazenadas. Além disso,
caso vocé se sinta lesado em qualquer momento do estudo, vocé podera recorrer as vias legais para
reivindicar os seus direitos.

Caso vocé tenha lido e entendido as informagdes neste termo — ou elas tenham sido lidas para
vocé — e caso concorde em participar voluntariamente deste estudo, vocé e o pesquisador assinardo duas
vias originais deste documento. Sera também necessario que vocé e o (a) pesquisador(a) rubriquem
(fagam uma assinatura abreviada) todas as paginas das duas vias deste documento. Vamos te entregar
uma via assinada e rubricada por vocé e pelo pesquisador. Ao assinar este documento, vocé ndo abrird mao
de nenhum direito legal.

DUVIDAS

Se vocé tiver qualquer duvida, ou se qualquer problema aparecer, vocé pode contatar a equipe do
estudo ou o pesquisador responsavel do estudo:

INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS - FIOCRUZ
Médico Responsavel: André Machado de Siqueira

Endereco: Av. Brasil, 4365 — Manguinhos, Rio de Janeiro, RJ. 21040-900.

Celulares 24h (21) 96722-2701 ou (21) 3865-9164

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

CEP (Comité de Etica em Pesquisa) do Centro de Ciéncias da Saiide da Universidade Federal de
Pernambuco — CCS/UFPE

E-mail: cepcecs@ufpe.br.

Telefones: (81) 21268588

Horario de atendimento: 2 a 6° f. das 8 as 12h.

Endereco: Av. Das Engenharias,S/N — Prédio do Centro de Ciéncias da Saude(CCS), 1° andar, sala 4 -
Cidade Universitaria, Recife, PE, CEP 50740600

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA — CONEP
SEPN 510 Norte, Bloco A, 3 ° andar

Edificio Ex-INAN — Unidade II — Ministério da Satude

CEP: 70750-521 — Brasilia — DF

Telefone: (61) 3315-5877

Horario de Funcionamento: 08 as 18h.

A CONEP ¢ uma instancia colegiada com abrangéncia nacional, de natureza consultiva, deliberativa, no
ambito da emissdo de pareceres sobre protocolos de pesquisas, normativa, no ambito propositivo de
Resolugdes do CNS, educativa, auténoma, vinculada ao Conselho Nacional de Saude - CNS, criada pela
Resolugdo CNS 196/96, de 10/10/96. Tem por finalidade o acompanhamento das pesquisas envolvendo

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
Versdo Local 1.0 de 16/08/2019 baseada na Versdo 1.3 do Centro Pigina7de8
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seres humanos em todo o pais, ¢ dos Comités de Etica em Pesquisa institucionais, preservando os

aspectos éticos primariamente em defesa da integridade e dignidade dos sujeitos da pesquisa, individual
ou coletivamente considerados, levando-se em conta o pluralismo moral da sociedade brasileira.

Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicavel):
Versdo Local 1.0 de 16/08/2019 baseada na Versdo 1.3 do Centro Pigina8de8
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado (a) a respeito das informagdes que li ou que foram
lidas para mim sobre o estudo “Estudo Multicéntrico da Histéria Natural e Resposta Terapéutica de
Chikungunya com foco nas Manifestagdes Musculoesqueléticas Agudas e Cronicas”.

Eu discuti com os pesquisadores responsaveis sobre a minha decisdo de participar ou autorizar
que meu dependente legal participe do estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, quais sdo seus desconfortos e riscos, ¢ a garantia de
confidencialidade dos dados. Ficou claro também que minha participagdo, ou a participagdo do meu
dependente legal, ¢ livre de despesas e que existe garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Tive oportunidade de fazer perguntas e esclarecer minhas davidas sobre o estudo e entendo
que sempre que eu tiver davidas elas serdo esclarecidas.

Concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo, ou que meu dependente legal faga parte
deste estudo, entendo que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
estudo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio no atendimento neste Servigo.

Nome do participante: Como escrito no documento de identidade

W= partlﬂpante m B g RN M e

Testemunha imparcial (para casos de participantes analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual)
Nome da testemunha: Como escrito no documento de identidade

Assinatura da testemunha: Data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntiria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
participante ou de seu representante legal para a sua participacdo neste estudo ou de seu filho(a)ou da
pessoa que ele representa e forneci uma via ao participante deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Nome e assinatura do profissional que obteve

consentimento: Data
/ /
Rubrica do(a) Participante Rubrica do profissional Rubrica da testemunha (se
da Pesquisa: que aplicou o termo: aplicéavel):
Versdo Local 1.0 de 16/08/2019 baseada na Versdo 1.3 do Centro Pagina9de 8
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APENDICE B — FICHA ESTRUTURADA COM AS VARIAVEIS ESTUDADAS

* Sexo (feminino ou masculino):

* Idade (em anos):

* IMC (kg/m2):

* Comorbidades (hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus, doenca arterial

coronariana, doenca renal, passado de neoplasia > 5 anos e doenca reumatologica):

* Fase clinica da FC (aguda: 0-14 dias ou subaguda:15 dias a 3 meses):
* Rigidez matinal/p6s repouso: mensurada pelo tempo de rigidez até melhora maxima

(em minutos) e pela intensidade, através de escala analogica de 0 a 10 cm:

* Escala Visual Analogica (EVA) de dor (0-10) (ALETAHA et al., 2005):
* Fadiga: mensurada através de escala analdgica de 0 (sem fadiga) a 10 cm (fadiga

extrema) (DRUCE et al., 2015):

* Avaliagdo Global de Saude (AGS) pelo paciente (0-10) (ALETAHA et al., 2005):

* Numero de articulagcdes dolorosas - contagem do numero absoluto de articulacdes
dolorosas através de avaliagdo clinica (ALETAHA et al., 2005):

* Numero de articulagdes edemaciadas - contagem do niimero absoluto de articula¢des

edemaciadas através de avaliagao clinica (ALETAHA et al., 2005):

* CDAI (Clinical Disease Activity Index 28 articulagdes) — indice composto de atividade
da doenga; leva em consideracdo a contagem de articulacdes edemaciadas e dolorosas
(ombros, cotovelos, punhos, metacarpofalangeanas, interfalangeanas proximais e
joelhos) e a avaliacdo global de atividade da doenca pelo paciente (VASp 0-10) e
avaliacdo global de atividade da doenga pelo médico (VASm 0-10). Apds a soma dessas
4 variaveis o resultado ¢ classificado como remissao (< 2,8), baixa atividade (> 2,8 e <

10), moderada atividade (> 10 e < 22) ¢ alta atividade (> 22) (ALETAHA et al., 2005):

* Questionario de avaliagdo de saude (Health Assessment Questionnaire — HAQ)
questionario com 20 perguntas sobre a vida cotidiana do paciente, que avaliam oito areas
de atividades funcionais habituais. Os pacientes respondem a pergunta: “Com que
dificuldade vocé ¢ capaz de realizar determinada tarefa?”. Quatro respostas sdo
possiveis a cada pergunta: com nenhuma dificuldade (escore 0), com alguma dificuldade
(escore 1), com muita dificuldade (escore 2) e incapaz de realizar (escore 3). Calcula-se
a média aritmética do maior escore de cada uma das oito areas avaliadas e o resultado
final ¢ o escore do HAQ. Pontuacdes de 0 a 1 sdo consideradas como representando

dificuldade leve a moderada, 1 a 2 incapacidade moderada a grave e 2 a 3 incapacidade



68

grave a muito grave (BRUCE, B; FRIES, J F, [s.d.]) (Anexo C):

* Avaliagdo de dor neuropatica pelo Questionario DN4 (ANDRADE, Daniel C. DE et al.,
2010) (Anexo D):
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APENDICE C - DADOS TABELADOS NA PLANILHA EXCEL

REC Genero Idade  Procedencia Fase CHIK s do inicio sinton HAS Coronaria Renal Neoplasia Reumato HAQ
Cnlunal&ﬂ Coluna6

4 2 48 i 1 4 0 0 0 0 0 1 2

5 2 47 i 2 43 0 0 0 0 0 0 1,5

6 2 23 2 2 24 0 0 0 0 0 0 0,5

7 1 45 i 2 49 0 0 0 0 0 0 0,625

8 2 56 2 2 30 1 0 0 0 1 0 i

9 2 58 3 1 6 0 1 0 0 1 0 0,625,
10 1 7k 3 1 2 0 0 0 0 0 0 1,125,
11 2 33 d 2 23 0 0 0 0 0 0 1,75
12 2 50 2 2 17 0 0 0 0 0 0 2,375
13 1 32 ! 2 52 1 0 0 0 0 0 1,25
16 2 43 5 1 8 0 0 0 1 0 0 2,5
17 1 39 ! 2 31 0 0 0 0 0 0 1
18 1 28 4 2 40 0 0 0 0 0 0 0,125
19 2 79 2 2 60 1 0 0 0 0 1 0,75
21 2 75 2 2 62 1 0 0 0 0 1 2,125,
29 2 50 ! 2 21 0 0 0 0 1 0 2,5
30 1 47 i 1 4 0 0 0 0 1 0 1,125
39 2 49 7 2 60 1 0 0 0 1 0 1,375
40 2 31 7 3| 96 0 0 0 0 0 0 0,75
44 2 39 i 2 33 0 0 0 0 0 0 1,125,
47 2 61 i i 5| 1 0 0 0 0 i 1,375!
51 2 25 i 1 3 0 0 0 0 0 0 1,25
54 1 31 i i 1 0 0 0 0 0 0 2,125
55 2 50 8 2 16 1 0 0 0 0 0 1,875
65 1 23 2 i 2) 0 0 0 0 0 0 1,375,
75 1 40 2 1 3 0 0 0 0 0 0 2,25
81 1 50 i i 13 0 0 0 0 0 0 1,625
82 1 56 2 1 4 1 1 0 0 0 0 1
83 2 58 2 i 5] 1 0 0 0 0 i 2,625
84 2 38 d 2 65 1 0 0 0 0 0 1,625!
88 2 75 i i 2 1 1 0 0 i 0 2,125
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DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.555.583

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de estudo multicéntrico envolvendo 11 centros em 9 diferentes estados englobando todas as 5
regides do Brasil que representam diferentes cenarios do pais englobando o acompanhamento da histéria
natural da infecgao pelo virus Chikungunya (CHIKV), coordenado pelo Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas - INI/FIOCRUZ

A febre chikungunya (CHIK) € uma arboviroses causada pelo virus Chikungunya (CHIKV) que atinge regides
tropicais e subtropicais, responséavel por grandes epidemias regionais, tornando-se um notavel problema de
salde no Brasil e no mundo. Dentre as diversas manifestagoes clinicas da doencga, destaca-se o quadro
articular debilitante que pode comprometer a qualidade de vida e a capacidade laboral dos individuos
acometidos pela doenga. Embora o Brasil tenha promovido ag6es de controle vetorial e diretrizes para guiar
0 manejo desses pacientes, ainda existem muitas lacunas do conhecimento que precisam ser preenchidas,
principalmente pela escassez de evidéncias cientificas de boa qualidade, no que diz respeito a taxa de
cronificagao, fatores de risco para gravidade e persisténcia da doenga e avaliagao das melhores estratégias
de manejo, nos diferentes estagios da CHIK. Neste contexto, a realizagdo de um estudo multicéntrico
envolvendo centros de diferentes estados englobando o acompanhamento da histoéria natural da infecgao
por CHIKV, o estudo de fatores de risco e a avaliagao da efetividade terapéutica, bem como o
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detalhamento do acometimento musculoesquelético, o impacto na qualidade de vida e os aspectos
funcionais dos individuos acometidos, além de analises translacionais de pesquisa, analises da resposta
imunolégica e do perfil genético desses pacientes para definicao de biomarcadores e alvos terapéuticos, faz-
se necessaria a fim de aprimorar e guiar futuras estratégias de manejo desta enfermidade. Para isto, o
presente projeto tem como objetivo principal descrever e avaliar a historia natural e resposta terapéutica das
manifestagdes musculoesqueléticas de pacientes afetados por CHIK no territorio brasileiro a partir da
estruturag@o e harmonizagao de uma coorte do tipo prospectiva de pacientes infectados pelo virus
provenientes de diferentes regides do pais.

Objetivo da Pesquisa:
O projeto tem por objetivo primario descrever e avaliar a historia natural e resposta terapéutica das
manifestagdes musculoesqueléticas de pacientes afetados por CHIK no territorio brasileiro.

Sao objetivos especificos:

(1) descrever as manifestagdes clinicas da infecgao por CHIKV e sua evolugao em pacientes
acompanhados em diferentes UFs do territério brasileiro;

(2) investigar fatores de risco e prognosticos associados a gravidade e persisténcia das manifestagoes
clinicas, com foco nas alteragdes musculoesqueléticas e taxas de cronificagéo;

(8) descrever e estimar o impacto socioecondémico, laboral e psicossocial da infecgdo por CHIKV;

(4) investigar a fisiopatologia da infecgao por CHIKV em casos agudos e, nesses, (a) realizar diagnostico
diferencial entre CHIKV, ZIKV e DENV por reag@o em cadeia da polimerase multiplex em tempo real (mRT-
PCR) em casos agudos; (b) avaliar as taxas de positividade para CHIKV por RT-PCR no sangue total,
plasma e soro em diferentes estagios da infecgao para estabelecimento de protocolos baseados nas
melhores taxas de positividade; (c) estabelecer a prevaléncia, a carga viral e a duragao da infecgé@o por
CHIKV nos diferentes fluidos corporais em diferentes estagios da infecgao, contribuindo na elucidagao da
cinética viral (fisiopatologia ou histéria natural) nos diferentes fluidos corporais; (d) Avaliar possiveis “janelas”
de possibilidades diagnésticas e de acompanhamento da infecgdo em diferentes fluidos biolégicos; (e)
estabelecer possiveis linhagens celulares cujo CHIKV possa apresentar tropismo celular, tomando como
base as analises em saliva e urina.

(5) correlacionar aspectos imunoldgicos e virolégicos com as manifestagdes clinicas dos pacientes com
CHIKYV; VI. Utilizar marcadores moleculares e genéticos no ambito da medicina personalizada que possam
estabelecer as correlagées moleculares da evolugao da doenga e padroes de
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cronificagao;

(6) constituir um biorrepositério de amostras bem caracterizadas clinicamente que possam ser
compartilhadas para a avaliagcao de testes diagnésticos e biomarcadores que avancem no entendimento e
melhor manejo clinicoterapéutico de pacientes com infecgao por CHIKV.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos esperados por este estudo estao relacionados as coletas previstas em protocolo: - Coleta de
Sangue - No local da coleta de sangue pode ficar roxo e/ou dolorido. As vezes é necessario realizar mais de
uma tentativa para coletar sangue. Desmaio ou infecgao no local da coleta pode ocorrer, mas é raro. Para
diminuir esses riscos, a coleta de sangue sera realizada com material descartavel por alguém treinado e
experiente. - Coleta de urina - A coleta de urina € um procedimento que de forma geral é facil e nao causa
maior risco. Se o participante ndo entender o que esta sendo explicado ou ficar com vergonha de fazer xixi
no hospital, podera falar com a equipe do estudo que vai tirar as davidas possiveis. Coleta do liquido
sinovial - Quando necessaria, a qual sera realizada de forma minimamente invasiva, mas pode provocar
desconforto toleravel. Assim como a coleta de sangue, para diminuir esses riscos, este procedimento sera
realizado em condigGes estéreis e por profissional experiente e treinado. Caso necessario, o médico do
estudo pode solicitar a realizagdo de exames de radiografia e/ou ultrassonografia. Os principais riscos
associados com radiografia sdo a pequena possibilidade de desenvolver, em alguma época posterior da
vida, catarata ou cancer induzidos por radiagcao. Esses riscos sao minimizados utilizando-se a protecédo de
chumbo adequada na hora da realizag@o do exame e essa possibilidade € quase nula no caso do estudo,
pois vocé sera exposto apenas uma vez a esse exame. Por utilizar ondas sonoras de baixa poténcia, a
ultrassonografia ndo apresenta grandes riscos conhecidos para a salde.

Em relagdo aos beneficios, a realizagao do presente estudo, ndo trara nenhum beneficio direto aos
participantes do mesmo, mas, os participantes terdo acesso a avaliagdes médicas e aos laudos dos testes
de laboratorio sem custo. No entanto, a participagao nesta pesquisa pode trazer beneficios para os que
serao incluidos no estudo e para outras pessoas com a mesma doenga, pois vai ajudar a saber mais sobre
como diagnosticar melhor a doenga Chikungunya no futuro. Além disso, os participantes poderao receber
testes adicionais, além dos que ja sao realizados de rotina para investigar melhor a febre. Nao havera
nenhum custo adicional. Os exames e procedimentos realizados exclusivamente com fins de pesquisa nao
implicarao qualquer custo. Para custear o
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deslocamento das visitas que serao feitas durante o estudo, os participantes receberao um ressarcimento
pelos gastos relacionados a sua participag@o, como alimentagéo e transporte.

Comentérios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa relevante e consoante as necessidades atuais de saude puUblica brasileira. O
desenho do estudo é adequado, explorando recrutamento em diferentes regides do pais para contemplar
nuances de apresentacao clinica, diversidade genética populacional e particularidades regionais de habitos
de vida.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:

Os documentos de apresentagédo obrigatéria foram anexados a Plataforma Brasil (cartas de anuéncia da
institucional coordenadora, bem como as declaragdes de participagdo de cada responsavel das demais
instituicoes participantes; TCLE completo e claro. Anuéncia de suporte da Vice-Presidéncia de Pesquisa e
Colegdes Biolégicas (VPPCB) da Fiocruz, Termo de Compromisso e Confidencialidade e Lattes dos
pesquisadores envolvidos).

Recomendacoes:

Sem recomendagdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgodes:
Protocolo aprovado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVAGAO DEFINITIVA do projeto s sera dada apés o envio da Notificagdo com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificagao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Ap6s apreciagao desse relatorio, o CEP emitira novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugao CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugao, é obrigatério que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatérios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovagao (item X.1.3.b., da
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Resolugdo CNS/MS N° 466/12).
O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar

todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificagao a ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com

seu posicionamento.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 18/08/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1366829.pdf 18:34:05
TCLE/Termosde |TCLE_ADAPTADO.pdf 18/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
Assentimento / 18:32:58 |Barreto de Melo
Justificativa de Régo
Auséncia
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 07/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito

21:46:18 |Barreto de Melo
Régo
Outros CARTA_DE_ANUENCIA pdf 07/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
21:45:54 |Barreto de Melo
Régo
Outros carta_ao_CEP.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
17:57:02 |Barreto de Melo
Régo
Outros termo_de_compromissoe_confidencialid| 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
ade.pdf 17:56:37 |Barreto de Melo
Bégo
Outros Lates_Maira.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
17:40:57 |Barreto de Melo
Régo
Outros Lattes_Amanda.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
17:40:06 |Barreto de Melo
Régo
Outros Lattes_Ana.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
17:39:28 |Barreto de Melo
Régo
Outros Lattes_Angela.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
17:39:01 |Barreto de Melo
0
Outros Lattes_Moacyr.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588

CEP: 50.740-600
E-mail: cepccs@ufpe.br

Péagina 05 de 07

74



UFPE - UNIVERSIDADE

| CEP ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - w«m
%Q }— — CAMPUS RECIFE - asil
st UFPE/RECIFE
Continuagao do Parecer: 3.555.583
Outros Lattes_Moacyr.pdf 17:38:23 |Barreto de Melo Aceito
Régo
Outros Lattes_Lays.pdf 01/08/2019 |Moacyr Jesus Aceito
17:33:53 |Barreto de Melo
Régo
Outros Questionarios.docx 28/07/2019 |Moacyr Jesus Aceito
20:57:36 |Barreto de Melo
Réao
Outros 3_termo_equivalencia.pdf 16/07/2019 |Moacyr Jesus Aceito
13:43:21 |Barreto de Melo
Régo
Orgamento Orcamento.pdf 16/07/2019 |Moacyr Jesus Aceito
13:41:04 |Barreto de Melo
Bégo
Projeto Detalhado / | Protocolo_maio2019.pdf 22/05/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito
Brochura 13:34:07 |DUARTE
| Investigador
Outros plano_gestao_dados.PDF 08/02/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito
11:06:21 | DUARTE
Outros justificativa.PDF 05/02/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito
09:05:18 | DUARTE
Outros lista_centros.PDF 04/02/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito
15:30:59 |DUARTE
Outros termo_equivalencia.PDF 04/02/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito
15:28:02 |DUARTE
Outros declaracao_publidados.PDF 04/02/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito
15:24:45 |DUARTE
Declaragao de declaracao_amostras.PDF 04/02/2019 |GISELLE DA SILVA | Aceito

Manuseio Material
Biologico /
Biorepositorio /
Biobanco

15:22:30

DUARTE

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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ANEXO B - Definicao de caso de chikungunya (MS, 2015).

Critério Clinico:

Caso suspeito: Febre de inicio stbito maior de 37.5 ou 38,5°C (a depender do método de
aferi¢do) e artralgia ou artrite intensa com inicio agudo, ndo explicada por outras condicdes,
podendo estar associados a cefaleia, mialgia e exantema, OU

Caso confirmado: Um caso suspeito com um dos seguintes testes especificos para diagndstico
de CHIKV:

* Isolamento viral.

* Detecgdo de virus de RNA por RT-PCR.

* Detecgdo de IgM em uma unica amostra de soro (coletada durante a fase aguda ou
convalescente).

* Aumento de quatro vezes no titulo de anticorpos especificos anti-CHIKV (amostras

coletadas com pelo menos 2-3 semanas de diferenca).
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ANEXO C - QUESTIONARIO DE AVALIACAO DE SAUDE (HEALTH
ASSESSMENTQUESTIONNAIRE- HAQ (BRUCE, Bonnie; FRIES, James F., 2003).

1. Vestir-se, inclusive amarrar os corddes dos sapatos e abotoar as roupas

2. Lavar sua cabega ¢ seus cabelos

3. Levantar-se de maneira ereta de uma cadeira de encosto reto e sem bragos

4. Deitar-se e levantar-se da cama

5. Cortar pedacos de carne

6. Levar a boca um copo ou xicara cheio de café, leite ou agua

7. Abrir um saco (caixa) de leite comum

8. Caminhar em lugares planos

9. Subir 5 degraus

10. Lavar e secar seu corpo ap6s o banho

11. Tomar banho de chuveiro

12. Sentar-se e levantar-se de um vaso sanitario

13. Levantar os bragos e pegar um objeto de aproximadamente 2,5 quilos que esta
posicionado pouco acima da cabega

14. Curvar-se para pegar roupas no chao

15. Segurar-se em pé no 6nibus ou metro

16. Abrir potes ou vidros de conservas que tenham sido previamente abertos

17. Abrir e fechar torneiras

18. Fazer compras nas redondezas onde mora

19. Entrar e sair de um Onibus

20. Realizar tarefas tais como usar vassoura para varrer € ou rodo para a agua

ESCORE TOTAL = SOMATORIO DO MAIOR NUMERO DE CADA GRUPO DIVIDIDO POR 8

0=Sem dificuldade; 1=Pouca dificuldade; 2=Muita dificuldade; 3=Incapaz
Escore total: 0 a 1= dificuldade leve a moderada; 1 a 2 incapacidade moderada a severa; 2 a 3 incapacidade
grave a muito grave.
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ANEXO D - AVALIACAO DE DOR NEUROPATICA (QUESTIONARIO DN4
(ANDRADE, Daniel Ciampi DE et al., 2010)

Interview questions for the patient:
Question 1: Does your pain have one or more of the following characteristics?

Yes (1) No (0)

1. Burning
2. Cold is painful
3. Electric shocks

Question 2: Is the pain associated with one or more of the following symptoms in
the same area?

Yes (1) No (0)

4. Tingling

5. Pins and needles
6. Numbness

7. Itching

Examination of the patient:
Question 3: Is the pain located in an area where the physical examination had one or
both of the following characteristics?

Yes (1) No (0)

8. Hypoaesthesia to touch
9. Hypoaesthesia to pinprick

Hypoaesthesia: decreased sensitivity

Question 4: In the painful area, can the pain be caused or increased by:
Yes (1) No (0)

10. Brushing

Total score =

Total score > 4: 90% probability of neuropathic pain.



