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RESUMO

Introducdo: A Chikungunya é uma doenca causada pelo alphavirus Chikungunya (CHIKV),
transmitido por Aedes aegypti e Aedes albopictus. Além de febre e artrite, a doenca
Chikungunya (CHIKD) pode levar ao aparecimento de lesdes orais. Objetivo: Caracterizar a
lesdo oral na infeccdo aguda por CHIKV, relacionando com a presenca de virus e resposta
imune na saliva. Metodologia: Estudo de corte transversal com 228 pacientes recrutados nos
municipios de Campo Formoso, Itabuna, Senhor do Bonfim e Maranguape (Ceard) entre margo
de 2016 a junho de 2017. Pacientes com suspeita de infeccdo aguda por arbovirus foram
submetidos a avaliacdo clinica por médico otorrinolaringologista e odontologo, com
preenchimento de um questionario contendo sinais e sintomas da doenca, incluindo dados sobre
as lesBes orais. O diagnostico da infecgcdo pelo CHIKV foi confirmado por PCR positivo em
amostra de urina, sangue e/ou saliva ou a presenca de IgM sérica especifica. Adicionalmente, a
expressdo de quimiocinas e citocinas IL-1pB, IL-6, TNFa, CCL2 e CXCL10 em amostras de
saliva foi determinada por RT-gPCR. A distribuicdo das variaveis foi testada a partir do teste
de Kolmogorov Smirnov e os testes ndo paramétricos, em relacdo ao desfecho, foram os de qui
quadrado, teste exato de Fisher e Mann Whitney. Resultados: Dos 204 pacientes avaliados,
105 foram diagnosticados exclusivamente como CHIKD e tinham tempo de doenca menor que
10 dias no momento da avaliacdo. Lesdes orais foram detectadas em 36 (34%) casos, sendo
mais frequentes em mulheres (OR = 3,2). Na maioria dos pacientes as lesdes eram dolorosas
(n=23, 72%) causando dificuldade de alimentacao (n=19, 59%). Os principais sitios acometidos
foram a lingua (n= 14, 44%), gengivas (n=14, 44%) e labios (n=12, 37,5%) mas também foram
encontradas na mucosa jugal (n=7, 22%). As lesdes da mucosa apresentaram-se como Ulceras
arredondadas com margens circunscritas e halo-eritematoso (n=12, 37,5%) ou regides edemato-

eritematosas na gengiva marginal (n=2, 3%). Os pacientes com CHIKD que apresentavam lesdo
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bucal exibiram mais frequentemente sintomas sistémicos de rash, prurido, mialgia, edema e dor
retroocular (p <0,05). Em uma analise de regressao logistica ordinal, houve associacao entre a
presenca da lesdo oral e rash cutaneo (OR = 7,817 p <0,05). CHIKYV foi detectado na saliva de
13% dos individuos avaliados. Houve uma correlacdo positiva entre a presenca do RNA viral e
a expressdo de IL-1 B na saliva (p=0,01), mas ndo houve associagdo entre presenca de lesdo
oral e virus detectavel na saliva. Conclusdes: As lesdes orais sdo frequentes na fase aguda da
CHIKD, especialmente em pacientes com quadro clinico mais exuberante e contribuem para a
morbidade da doenca. O aparecimento da lesdo ndo esta relacionado a presenca do virus ou a
secrecdo de mediadores inflamatorios na saliva, mas o virus na saliva parece induzir resposta

pré-inflamatoria na cavidade oral.

Palavras-chave: 1. Chikungunya; 2. ManifestacOes orais; 3. Saliva.
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1. OBJETIVOS

PRINCIPAL

Descrever a manifestacdo oral da CHIKD, relacionando com o quadro sistémico, a presenca do

virus na saliva e a resposta imune local.

ESPECIFICOS

1. Avaliar a frequéncia e caracteristicas de lesdes orais em pacientes com infeccdo aguda
por CHIKV.

2. Correlacionar a presenca de lesdo oral com sintomas sistémicos.

3. Relacionar a ocorréncia de lesdo oral com a presenca de virus e com a resposta imune

na saliva.
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I11. INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV), membro do género Alphavirus e da familia
Togaviridae, € um RNA virus, transmitido para humanos pela picada dos mosquitos Aedes
aegypti e Aedes albopictus (PIALOUX et al., 2007). O CHIKV foi isolado e descrito
inicialmente na Tanzania em 1952, durante uma epidemia no planalto de Makonde, na provincia
do sul de Tanganyika, a leste da Africa. Inicialmente, a doenca apresentava caracteristicas
indistinguiveis da dengue, porém ndo havia relatos de dengue na regido ou casos de epidemias
semelhantes. Diante da intensidade das dores articulares, que leva o paciente a deambular
curvado, em posicdo antalgica, a doenca foi denominada Chikungunya, termo que significa
“andar curvado” na lingua maconde (ROBINSON, 1995).

Posteriormente a descoberta do CHIKV, pequenos surtos foram observados no
continente asiatico, na Tailandia, nos anos 50 e 60, seguidos pelos surtos na india, entre 1960
e 1969 (HALSTEAD etal., 1969; MYERS et al., 1967). A doenca estendeu-se para regides da
Europa e para arquipélago do Pacifico e as Américas a partir de 2004 (PETERSEN e POWERS,
2016). Entretanto, nUmeros de casos mais expressivos da doenca ocorreram a partir de 2005,
na Asia e na llha de La Réunion, localizada no Oceano indico. Nessa Gltima, foram registrados
cerca de 266.000 casos suspeitos, incluindo formas graves da doenca, consideradas incomuns,
como meningoencefalite (RENAULT et al., 2007;GERARDIN et al., 2008). Detectou-se
também, pela primeira vez, a possibilidade de transmissdo materno-infantil no periodo
perinatal, com elevada taxa de morbidade (RAMFUL et al., 2007), apesar de ndo haver registro
de malformacdes fetais relacionadas a doenca.

No Brasil, os primeiros casos de doenga Chikungunya (CHIKD) ocorreram em 2014, na
cidade do Oiapoque, no Amapéa e no municipio de Feira de Santana, na Bahia (BRITO, 2017).
De acordo com o Boletim epidemioldgico publicado pela Secretaria de Vigilancia em Salde,

do Ministério da Saude, observou-se a confirmagdo de 303.208 casos de CHIKD no Brasil,
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entre os anos de 2016 e 2017, periodo correspondente a coleta de dados do atual estudo. A
regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia de casos provaveis de Febre
Chikungunya, com registro de 377.267 casos, seguido pela regido Sudeste e Centro-Oeste
(BRASIL, 2017b; 2018). Na Bahia, neste mesmo periodo, foram confirmados 10.611 casos,
com destaque para as macrorregies Sul e Extremo-Sul (SESAB, 2016; 2017).

No Ceard, até julho de 2017, o Sinan registrou 50.570 suspeitas de Chikungunya, sendo
49.000 em Fortaleza e 1.570 de residentes em outros municipios (SECRETARIA MUNICIPAL
DE SAUDE DE FORTALEZA, 2017).

Diante disso, desde a descoberta do virus, observa-se uma expansdo dos casos da
CHIKD, com surtos de pequena e grande expressividade em distintas regiGes geograficas, com
a presenca de trés genétipos diferentes, denominados: da Africa Ocidental, da Africa do
Leste/Centro/Sul (ECSA) e o asiatico (WEAVER, 2015). Na Africa, observa-se um ciclo
silvestre do virus, envolvendo primatas ndo humanos e habitacGes florestais, ja no gendtipo
asiatico, um ciclo de transmissdo silvestre ndo foi identificado (HIGGS &
VANLANDINGHAM, 2015). No Brasil, ha circulacdo do ECSA e asiatico (RODRIGUES,
2017). De acordo com Nunes et al. (2015), a presenca desses dois genotipos no Brasil sugere

que aproximadamente 94% da populacéo brasileira possui risco de infeccdo por CHIKV.
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IV. REVISAO DA LITERATURA

IV.1. Fisiopatogénese da Chikungunya

A transmissdo do CHIKV ocorre através da picada do mosquito infectado. Nessa
infeccdo, ha um periodo de incubacéo de 2 a 6 dias, quando surge um quadro clinico exuberante
de sinais e sintomas que pode comprometer a qualidade de vida do paciente (CUNHA &
TRINTA, 2017). Na infeccdo por CHIKV ha inicialmente replicagcdo do virus nos leucdcitos,
figado e baco e posterior disseminacdo através da microvasculatura e sistema linfatico,
alcancando locais do corpo como articulagbes, musculos e ossos (COURDEC et al., 2008;
ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2013). A viremia induz uma resposta imune aguda nos
individuos infectados, os quais desenvolvem sintomas clinicos gerais e processo inflamatorio
local, atingindo tenddes e articulacdes, com remissdo espontanea em 2 a 4 semanas. Entretanto,
algumas articulacbes podem permanecer inflamadas por meses ou até anos, com evolucao para
0 reumatismo cronico (SIMON et al, 2015). Além disso, ha o relato da presenca do RNA viral
e citocinas no liquido sinovial em um paciente com artrite cronica, sugerindo que o
desenvolvimento da lesdo pode ser decorrente da presenca de células da resposta imune,
encontradas na sinovia, e da disseminacdo do virus, inclusive nas articulaces (HOAROU et
al., 2010). A CHIKD pode apresentar trés fases: aguda, subaguda e cronica, de acordo com a

Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS, 2011).

IV. 2. Quadro clinico na fase aguda

Na fase aguda, sintomatica em 80 a 97% dos casos, com duracao de até 21 dias, ha uma
elevada carga viral associada a febre alta de inicio subito, poliartalgia (dor em multiplas
articulacGes) que afeta regides como joelhos, tornozelos, ombros, cotovelos, pulsos e falanges
(RAMACHANDRAN et al., 2012). A poliartralgia pode estar associada a edema intenso e,

comumente, afeta as articulagdes dos membros de forma simétrica e bilateral (CUNHA &
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TRINTA et al., 2017). O quadro de artrite pode comprometer significativamente a mobilidade
e frequentemente, impede de desenvolver atividades laborais. Ocorrem ainda mialgia, cefaleia
(dor de cabeca), rash cutaneo maculopapular, principalmente em tronco e extremidades,
prurido, dor retro-ocular, vémitos, adinamia, fadiga, linfadenopatia generalizada, astenia,
fotofobia, diarreia, dor abdominal (MARQUES, 2017). Podem ser observadas anormalidades
hematoldgicas como leucopenia com linfopenia e trombocitopenia moderada (THIBERVILLE
et al., 2013). ComplicacGes também foram descritas como manifestacdes hemorragicas,
miocardite, meningoencefalite (CASTRO et al., 2016), além da descompensacdo de doencas
cardiacas, respiratdrias, renais, sistémicas e metabdlicas, manifestacdes oculares, como uveite,
desidratacdo, tromboembolia e perda de autonomia (MOHAN et al., 2010; SIMON et al, 2015).
Entretanto, podem ocorrer infecgdes assintomaticas, as quais variam de acordo com a epidemia,
faixa etaria e genotipo circulante (CUNHA & TRINTA, 2017).
Desse modo, a fase aguda da CHIKD caracteriza-se por manifestacfes clinicas
sistémicas exuberantes tipicas de patologia causada por arbovirus. Lesdes mucosas também
foram descritas na CHIKD e podem afetar a mucosa oral, genital e conjuntiva. (SIMON et al.,

2015).

IV. 2.1. Lesdes tegumentares e de mucosa oral na fase aguda da Chikungunya

Na infeccdo pelo CHIKV, comumente sdo observadas erupgbes maculopapulares.
Porém outras formas de manifestacfes cutaneas sao relatadas. Recentemente, lesdes prupdricas
e equimoticas em adultos, em regido de tronco e flexores dos membros, além de bolhas
subepidérmicas e lesdes que se assemelham a necrolise epidérmica toxica tém sido observadas
(PAKRAN et al., 2011). Kumar et al. (2017) demonstraram também a presenca de Varios tipos
de pigmentacdo, localizadas principalmente no nariz, face, tronco, pescoco e palmas, aléem de

lesBes purpdricas, vesiculas e bolhas.



18

Poucos relatos de lesGes orais foram descritas na fase aguda da CHIKD. As
manifestacdes orais foram descritas em 2,9% a 95% dos pacientes com CHIKV, em 8 estudos
que avaliaram entre 75 e 354 individuos. Estes estudos foram realizados em sua maioria na
india (7/8), pais que vivenciou surto desta arbovirose nos anos 60 e 70 e apresentou
ressurgimento da doenca depois de 40 anos (KANNAN et al., 2009; SURYAWANSHI et al.,
2009; SINGARAJU et al., 2010; RIYAZ et al.,, 2010; BHAT et al., 2011). Dentre as
manifestacdes, podem ocorrer lesdo aftosa, estomatite, Ulcera, erupcdo vesiculo bolhosa e
sangramento gengival as quais contribuem para a morbidade da CHIKD (SURYAWANSHI et
al., 2009; KATTI et al., 2011). Entretanto, a relacdo entre as lesdes orais e 0s sintomas
sistémicos da CHIKD bem como a resposta imune na saliva ndo € conhecida (DUPUIS-
MAGUIRAGA et al., 2012). Assim, apesar de pouco investigadas, as lesdes orais fazem parte

das manifestaces clinicas da fase agudas da CHIKD.

IVV.3. Quadro Clinico na Fase subaguda e Crdnica da CHIKD

Diferente de outras arboviroses como Dengue e Zika, a doenca pode evoluir para a fase
subaguda, que dura de 21 dias até 3 meses (OPAS, 2011). Nessa fase, que ocorre em cerca de
50% dos pacientes, a mialgia e artralgia podem persistir. Ocorre quadro inflamatério frequente,
incluindo exacerbacéo favorecidas pelo frio nas regides previamente acometidas na fase aguda,
com desenvolvimento de bursite e tenossinovite hipertrofica subaguda em maos associada a
rigidez matinal (MARQUES, 2017). Este periodo estd associado a descompensacdo de
artropatia degenerativa ou traumatica preexistente, como no caso da osteoartrite ou tendinite,
além de eventos locais como dor neuropética. Diante disso, a auséncia de tratamento anti-
inflamatdrio, estresse fisico excessivo ou até mesmo um repouso articular completo e
prolongado pode ter um efeito deletério na recuperacdo clinica, nesta fase. Sdo observados
ainda astenia e disturbios neuropsicoldgicos. Nesse estagio, ndo ha mais episodios de febre

(SIMON et al., 2015; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012; BRASIL, 2017a)
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A doenca tende a progredir para a cura sem deixar sequelas, de maneira espontanea ou
posteriormente a terapia. Entretanto, pode haver a persisténcia dos sintomas articulares ou
agravamento (SIMON et al., 2015). Em torno de 40 a 75% dos pacientes evoluem para a fase
cronica (GERARDIN et al., 2011; CASTRO et al., 2016), com relatos de até 95% (WEAVER
& LECUIT et al., 2015), caracterizada por sintomas persistentes semelhantes aos observados
no estagio pds-agudo, como dores musculares e articulares, com comportamento flutuante,
sendo descritas como poliartrite com dores e rigidez matinais. Estas manifestacdes, sdo
simétricas e afetam maultiplas regides, principalmente os dedos das maos e dos pes,
tenossinovite afetando punhos e tornozelos, além da exacerbacdo da dor em articulacdes
previamente lesadas, dores neuropaticas, desordens de memoria, do sono e depressdao (MOHAN
etal., 2010; SIMON et al., 2011; SCHILTE et al., 2013; WAYMOUTH et al., 2013). De acordo
com o estudo de Manimunda et al (2010), os sinais e sintomas mais observados durante o 10°
més de acompanhamento de 200 pacientes com CHIKD, foram observados dores nas
articulacGes, fadiga, sensacdo de formigamento e dorméncia das extremidades (em 6% dos
pacientes). Além disso, apds exame de ressonancia magnética em um subgrupo, foi possivel
observar derrame articular, erosdo 0ssea, edema da medula 6ssea e espessamento sinovial. Nas
fase subaguda e crénica ndo foram observados relatos de lesdes orais.
Desse modo, apesar da CHIKD diferenciar-se de outras arboviroses como Zika e
Dengue por ser trifasica, os sinais e sintomas na fase aguda séo indistinguiveis e o diagndstico

conclusivo deve basear-se em exames laboratoriais.

IV. 4. Diagnostico

Como estratégia diagnostica da infeccdo pelo CHIKYV, inclui-se a avaliag&o clinica, com
identificacdo dos sintomas sugestivos de arbovirose, como febre de inicio abrupto, artralgia e

rash cutaneo (SISSOKO et al., 2009). Esses sintomas sao inespecificos e podem estar presentes



20
em outras arboviroses. Dessa forma, os testes laboratoriais com técnicas moleculares e
soroldgicas sao essenciais para o diagnostico diferencial na fase aguda (CASTRO et al., 2016;
BRASIL, 2017a).

A deteccdo do virus nas amostras € realizada atraves do RT-PCR (Reverse-Transcription
Polymerase Chain Reaction) e RT-qPCR (Real Time RT-PCR). RT- PCR é 0 método de escolha
para detecgdo e confirmacéo precoce do virus, entretanto o RT-qPCR tem demonstrado maior
rapidez, confiabilidade, baixo risco de contaminacéo e elevada sensibilidade e especificidade
na deteccdo do RNA do CHIKV (PARIDA et al., 2008; WANG et al., 2016; ESPOSITO et al.,
2017). Ambas as técnicas permitem um diagndstico precoce do RNA viral nas amostras de
sangue coletado, na fase aguda da doenca, de um a sete dias ap0s o inicio dos sintomas (PRAT
etal., 2014; JOHNSON et al., 2016; BRASIL, 2017a).

O teste molecular para detec¢do dos arbovirus pode ser feito em amostra de sangue,
saliva e urina, entre outros. O soro sanguineo € o principal meio utilizado para deteccdo do
CHIKYV ou do RNA viral (JOHNSON et al., 2016). A saliva também pode ser utilizada para
deteccdo do RNA viral. Musso et al (2016), durante a primeira semana do inicio dos sintomas,
detectaram virus na saliva de 21 dos 36 pacientes avaliados. Entretanto, a taxa de deteccdo no
sangue é significantemente maior em comparacdo a saliva (teste exato de Fisher p = 0.008).
Desse modo, deve-se priorizar as amostras de sangue. Amostras de urina parecem ndo ampliar
a janela de deteccdo do RNA do virus Chikungunya, entretanto na urina é possivel detectar
outros arbovirus como o ZIKV (MUSSO et al., 2016; Mead et al, 2018).

A partir dos primeiros dias de doenca, anticorpos especificos podem ser detectados no
soro de pacientes infectados. Para a pesquisa de anticorpos IgM e IgG contra 0 CHIKV, apds o
5° dia do inicio dos sintomas, sdo utilizadas as técnicas soroldgicas como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) e imunofluorescéncia indireta, além do teste rapido através do
método de imunocromatografia (PIALOUX et al., 2007; SIMON et al., 2008). A sensibilidade

do ELISA é baixa para a maioria dos pacientes na fase aguda da CHIKD, a qual incluem os 5



21
primeiros dias (KASHYAP et al., 2009). Para a obtencdo de um melhor desempenho, o ELISA
deve ser realizado entre o 7° e 10° dia, para deteccdo de anticorpos IgM, e entre 0 10° e 14° dia
para deteccao de 1gG, com a sensibilidade oscilando entre 85% e 98% e a especificidade acima
de 90% (MARQUES et al., 2017; WAYMOUTH et al., 2013).

A confirmacao diagndstica atraves de exames laboratoriais ndo € realizada na rotina em
situacbes de epidemia, entretanto, é essencial na conduta e tratamento dos casos com

complicacdes.

1V. 5. Tratamento

Assim como para outras arboviroses, o tratamento da CHIKD ¢é sintomatico. Deve-se
avaliar a presenca de comorbidades, como diabetes e hipertensédo arterial, as quais podem ser
descompensadas devido a infec¢do pelo CHIKYV na fase aguda. A ingesta de liquidos para evitar
a desidratacdo e o repouso absoluto, combinados com o uso de farmacos para o alivio de
sintomas, sdo as principais orientacdes na abordagem dos pacientes (CUNHA & TRINTA,
2017).

O uso de analgésicos e anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES) para controle de dores
e processo inflamatorio, como artrite, sdo as terapias medicamentosas utilizadas para manejo
da dor nos pacientes com infeccdo confirmada por CHIKV. Na fase aguda, o uso de
corticosteroides é controverso, pois alguns autores acreditam que estes poderiam suprimir o
sistema imunoldgico, exacerbando a doenca (THARMARAJAH et al., 2017). Outros
entretanto, propdem o uso combinado de anti-inflamatérios ndo esteroidais com
corticosteroides, para alivio da dor artritica na fase aguda da CHIKD e melhora na qualidade
de vida (PADMAKUMAR et al., 2009). Atencdo especial deve ser dada para a exclusdo de
coinfeccdo com o DENV, no qual o uso de anti-inflamatorios € proscrito.

Além da terapéutica medicamentosa, o0 desenvolvimento de vacinas contra 0 CHIKV

apresenta-se como uma forma promissora de controle efetivo da disseminacdo do arbovirus.
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Apesar da existéncia de varias tecnologias para desenvolver as vacinas, que gerariam altos
niveis de anticorpos e forneceria imunidade duradoura, ainda ndo ha uma vacina licenciada
disponivel (WEAVER et al., 2012). Entretanto, ha pesquisas em desenvolvimento. Em um
estudo duplo-cego controlado por placebo, em fase 2, a vacina de virus atenuado de
Chikungunya foi segura, produzindo efeitos colaterais bem tolerados, como artralgia transitoria
em 8% dos 59 voluntarios, e foi altamente imunogénica. Desse modo, trata-se de uma vacina
promissora em individuos que nédo tiveram contato prévio ao alphavirus (EDELMAN et al.,
2000; POWERS, 2017).

A despeito da terapéutica sintomatica, a CHIKD apresenta uma elevada taxa de
morbidade tanto na fase aguda quanto na subaguda e cronica. A doenca pode afetar as atividades
da vida diaria dos individuos, levando a incapacidade e reducdo da produtividade (BRASIL,
2017a). O comprometimento da qualidade de vida, evidente na fase cronica, pode advir desde
a fase aguda, quando a doenca tem sua expressdo clinica mais exuberante. A doenca
compromete os dominios fisico e emocional, sendo considerada altamente debilitante. No inicio
da doenca, a morbidade causada pela infec¢do afeta a capacidade de vestir-se, levantar-se da
cama ou ir ao banheiro. Na fase cronica, o comprometimento musculoesquelético persiste,
afetando a mobilidade e a aumentando a dependéncia de outras pessoas. Em relacdo aos
aspectos emocionais, a perspectiva de que a doenca pode permanecer por um longo periodo
ocasiona ansiedade, estresse e falta de esperanca (ELSINGA et al., 2017). Nesses casos pode
ser necessario 0 uso de drogas para tratamento da ansiedade e depressao.

Desse modo, observa-se que a CHIKD ocasiona uma intensa morbidade relacionada aos
sinais e sintomas induzidos pela infeccdo viral. A manifestacdo clinica relaciona-se ao processo

inflamatorio deflagrado pela presenca do virus e pelos mecanismos imunolégicos de defesa.

IV. 6. Resposta Imune ao CHIKV
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Na resposta imune inata ao CHIKV, mondcitos, fibroblastos e outras células, ao serem
infectadas pelo virus, desencadeiam uma cascata de sinalizagdo que leva a ativacdo de
interferons tipo | (IFNs) e a transcricdo de citocinas e quimiocinas que sdo rapidamente
produzidas e controlam a replicacdo viral. Observa-se a producédo de IFN- o e de IFN- v, em
niveis variados, na primeira semana de infeccdo e nos primeiros trés dias de sintomas, na
maioria dos pacientes, respectivamente (HER et al., 2010; SCHWARTZ et al., 2010;
WAUQUIER et al., 2011, CHOW et al., 2011). Além disso, ha producéo de IL-12, também nos
estagios precoces da fase aguda da infec¢do (TENG et al., 2011).

Estas citocinas sdo produzidas a partir do reconhecimento dos padrdes moleculares
associados a patdgenos pelos receptores de reconhecimento padréo, tais como os receptores do
tipo Toll (TLRs) e receptores induziveis por acido retindico (RLRs). Na CHIKD, os receptores
potenciais incluem TLR3, o qual reconhece RNA de fita dupla; TLR7 e TLR8, os quais séo
ativados por RNA de fita simples e RLRs (SCHWARTZ et al., 2010; TENG et al., 2011). Por
fim, as células infectadas colaboram com a disseminacédo viral em 6rgdos como musculos e
articulaces, deflagrando o espectro de sinais e sintomas da CHIKD (SCHWARTZ et al., 2010).

Na ativacdo da resposta imune adaptativa, 0s antigenos virais sao apresentados as
células T e B naive as quais se proliferam e se diferenciam em células efetoras, desempenhando
suas fungdes contra o virus e também sdo processados pelas células dendriticas e posteriormente
apresentados aos orgaos linfoides secundéarios (TENG et al., 2011). De acordo com Borgherini
et al. (2007), na infeccdo pelo CHIKV, observa-se uma linfopenia aguda, com reducdo de
linfécitos B e T circulantes em 80% dos individuos avaliados. Este quadro ndo é ocasionado
por acdo do virus nessas células, pois ndo ha infeccdo de linfécitos B e T pelo CHIKV.
Entretanto, acredita-se que os Interferons do tipo | induzem a migracdo desses linfdcitos para
os tecidos, além da morte celular destes, ocasionando a linfopenia (KAMPHUIS et al., 2006).
Elevados niveis de CXCL10, CCL2 e IL-6 podem ser detectados na fase aguda da infeccdo pelo

CHIKV, havendo, entretanto, uma reducdo progressiva a medida que os pacientes convalescem.
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Esses altos niveis de CXCL10, CCL2 e IL-6 na fase aguda indicam o inicio da imunidade
adaptativa de células T. Destaca-se também a citocina CXCL10 como um possivel biomarcador
de severidade da CHIKD, sendo detectado, significantemente, em pacientes com sintomas
moderados a severos (KELVIN et al., 2011).

Observa-se incremento dos niveis de IL-1B, citocina envolvida na imunopatogénese de
patologias artriticas, em associacdo a um nivel elevado de severidade da CHIKD e
potencialmente envolvida no incremento da artralgia da doenca (DINARELLO, 1996; NG et
al., 2009). Entretanto, Kelvin et al., (2011), abordaram que a expressdo de distintas citocinas,
dentre elas a IL-1p, estdo em niveis reduzidos nos estagios iniciais da doenga e aumentam sua
expressao a medida que os pacientes se recuperaram da fase aguda. Do mesmo modo, Nayak
et al. (2017) avaliaram a expresséo de citocinas pro-inflamatérias derivadas de macrofagos e
descobriram um incremento na secrecdo de TNF e IL-6 durante a infeccdo pelo CHIKV. A
inducdo de outras citocinas e quimiocinas, como IFN-a, IL-1Ra, IL-4, IL-7, IL-8, IL-12, IL-15
também estdo significantemente aumentadas em pacientes com CHIKD, em sangue periférico,
na fase aguda (mediana de 4 dias ap0s o inicio da doenca) (CHOW et al., 2011). Entretanto,
observaram que os niveis de IFN —y, IL-2, IL-5, IL-10 IL-12, IL-13, fator de necrose tumoral —
a e fator de crescimento endotelial vascular estavam abaixo do limite de detec¢do na maioria
dos pacientes em todas as 4 coletas realizadas no estudo (4 dias, 10 dias, 4-6 semanas e 2-3
meses apds o inicio dos sintomas) (CHOW et al., 2011, NAKAY et al., 2017). Conforme
observado, para algumas citocinas, como a IL-12, os niveis séricos apresentam resultados
conflitantes no mesmo estudo, variando de altos niveis a valores baixos na fase aguda da
doenca, em diferentes pacientes, e no caso da IL-1f, também ha expressdo em niveis variados,
em distintos estudos (DINARELLO, 1996; NG et al., 2009, KELVIN et al., 2011).

N&o h& estudos avaliando a resposta imune na saliva de pacientes durante a infeccéo
aguda por CHIKYV e pouco se conhece sobre o comprometimento da mucosa oral na infec¢do

por CHIKV. No presente estudo pretende-se descrever as caracteristicas das manifestagdes
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clinicas orais, correlacionando-as com o quadro sistémico e resposta imune na saliva, na fase

aguda da infeccdo pelo CHIKV.
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V. CASUISTICA, MATERIAL E METODOS

V.1.Desenho do estudo e populagdo

Trata-se de um estudo de corte transversal, no qual foram incluidos 204 individuos com
suspeita de infeccdo aguda por arbovirus. Os pacientes foram recrutados diretamente em
pequenas comunidades rurais ou durante atendimento em Unidades de Sadde dos municipios
de Campo Formoso, Senhor do Bonfim, Itabuna, Vitéria da Conquista (Bahia) e Maranguape
(Ceara), de marco de 2016 a junho 2017, durante surto de arbovirose. A pesquisa foi realizada
em dois tempos: na fase aguda, com menos de 10 dias de inicio dos sintomas e 3 a 5 meses apds
0 inicio do sintomas, para avaliacdo da persisténcia da artralgia (n=93 pacientes). Foram
incluidos todos os individuos com suspeita de arbovirose (presenca de erupcdo maculopapular
e/ou febre associada a pelo menos dois sintomas: coceira na pele, artrite, artralgia, cefaleia,
mialgia e dor retroocular).

Foram excluidos pacientes com diagnostico prévio de imunodeficiéncia, em uso crénico
de imunossupressores; com um ou mais sintomas de infec¢do das vias aéreas superiores, como
coriza, espirros, rinorréia e obstrucdo nasal. Os individuos foram submetidos a uma avaliacdo
clinica com preenchimento de questionario com dados clinicos e epidemiolégicos. Além da
avaliacdo clinica sistémica, foi realizado exame intrabucal por Cirurgid Dentista e/ou
Otorrinolaringologista, no qual avaliou-se a presenca de dor, lesdo na boca, seu aspecto (Ulcera,
sangramento, vesicula, edema, hiperemia), sua localizacdo (ANEXO 1). Apos avaliacdo clinica,
foram coletas amostras de sangue, urina e saliva para avaliacdo diagndstica. Foram excluidos

0s pacientes com infeccdo concomitante de Dengue e Zika virus.

V.2. Etica

As investigagdes clinicas foram conduzidas de acordo com os principios contidos na

Declaracio de Helsinque. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
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Faculdade de Medicina da Bahia, Universidade Federal da Bahia. Numero: 1.657.324 (ANEXO
2). O Consentimento informado por escrito foi obtido de todos os participantes ou responsaveis

legais no estudo (ANEXO 3).

V.3. Coleta de dados e processamento de amostras

Foram coletados através de puncdo venosa periférica, 20 ml de sangue em tubos
contendo heparina (BD Vacutainer) e 4 ml em tubos contendo EDTA (BD Vacutainer). Essas
amostras foram acondicionadas em caixas térmicas com temperatura entre 20-25 °C, as quais
foram conduzidas ao laborat6rio para processamento em até 24 horas. Também foram coletadas
amostras de saliva nas regides do assoalho bucal e mucosa jugal, utilizando swab oral estéril
(Labor Import), e amostras de urina em coletor, sendo ambas as amostras acondicionadas em
gelo seco até o transporte ao laboratério, onde foram armazenadas a -80 °C até sua utilizacao.

As amostras coletadas em tubos contendo EDTA foram centrifugadas a 450g a 4°C por

15 minutos para obtencdo do plasma que foi armazenado a -80 °C até o uso.

V.4. Isolamento de RNA, PCR em Tempo Real, Sorologia (ELISA), avaliacdo da

expressao génica de mRNA de citocinas e quimiocinas

O RNA viral foi isolado a partir de amostras de plasma, urina e saliva utilizando
QlAamp Viral RNA Mini Kit (QIAGEN). Inicialmente foi adicionado 140 pl de cada amostra,
separadamente, para o microtubo de 1,5 mL contendo tampdo AVL, com posterior aplicacdo
do vortex por 5 segundos. Realizou-se a incubacdo por 10 minutos, em temperatura ambiente
(TA) e aplicacéo de vortex e spin. Adicionou-se 560 pl de etanol grau molecular, seguida por
nova aplicacdo de vortex. Apds transferéncia da solucdo (até 630 ul) para a coluna acoplada ao
tubo coletor e centrifugacéo de 13000 xg por 1 minuto (TA), foi feito o descarte do material do

tubo coletor e repeticdo dos dois ultimos procedimentos, na mesma coluna, com tubo coletor
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até que toda amostra fosse processada. Em seguida descartou-se o tubo coletor e a coluna foi
posicionada em um novo tubo. Foi adicionado 500 ul de Buffer AW1 a coluna, seguida por
sequéncias de centrifugacdo de 13000 xg por 1 minuto (TA) alternadas pela adi¢édo de 500 pl
de Buffer AW2 a coluna e 50 ul de RNAse-free water no centro da coluna. Por fim, foi realizada
a incubacdo por 1 minuto (TA), centrifugacdo de 13000 xg por 1 minuto (TA) e armazenamento
em -80°C.

A amplificacdo foi realizada através de PCR em tempo real utilizando o kit ZDC
Molecular Kit (IBMP) e a confirmacdo com CDC Trioplex Real-time RT-PCR Assay (CDC)
para cada uma das arboviroses (Chikungunya, Dengue e Zika). Para a realizacdo do ensaio
Trioplex RT-PCR em tempo real, foi calculado o volume dos componentes e em seguida
misturados em um microtubo 1,5 ml estéril (calculo com 10% a mais de volume), com volume
final da reacdo de 25 pl. Posteriormente aplicou-se vortex e spin ao mix e dispensagao de 15 pl
do mix em cada poco da placa de gPCR, com envolvimento da placa em papel aluminio para
evitar contato com a luz. Mapeou-se a placa de gPCR, utilizando em posteriormente o

equipamento Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems, seguindo a reacdo abaixo:

SuperScript II1
Thermocycling Conditions

STAGE 3 | STAGE 3
STAGE 1 | STAGE 2 STEP 1 | STEP 2

30 min 2 min 15 sec 1 min
55°C 95°C 95°C 60°C
1 rep 1 rep

45 cycles

Os ensaios de ELISA (sorologia) para Chikungunya, Dengue e Zika foram realizados
com Kits para deteccdo de IgM (Euroimmun, Lubeck, Alemanha). Para a realizagdo do ensaio
de ELISA para deteccédo de IgM anti-Chikungunya, executou-se inicialmente a incubacéo das
amostras, a qual consistiu na dispensacdo de 100ul do calibrador e de amostras diluidas dos

pacientes na microplaca, uso de pelicula protetora sobre a microplaca e incubagéo por 1 hora,
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a 37 °C em camara umidificada. Em seguida foi realizada a incubacdo do conjugado, a qual
houve a remocao da pelicula protetora, lavagem da placa por 3 vezes com 450ul de tampao de
lavagem, dispensac¢do de 100ul do conjugado enzimdtico (anti-lgM humano marcado com
peroxidase) em cada poco da microplaca, finalizando com a cobertura da microplaca com
pelicula protetora e incubacdo por 30 minutos (TA). Posteriormente foi realizada a incubacéo
do substrato, na qual foi removida a pelicula protetora, realizou-se a lavagem da placa por 3
vezes com 450ul de tampao de lavagem, dispensacdo de 100ul da solugdo substrato/cromogeno
em cada um dos pocos da microplaca, cobertura da microplaca com a pelicula protetora,
incubacdo por 15 minutos (TA). Em seguida foi realizada a parada da reacdo, na qual houve
remocdo da pelicula protetora, dispensacdo de 100ul de solu¢do de parada em cada um dos
pocos da microplaca, manutencdo da placa em repouso a temperatura ambiente por 1 minuto.
Por fim, realizou-se a medicdo fotométrica da intensidade de cor e o calculo dos resultados
(valores acima do cut-off indicado foram considerados como positivos, e valores abaixo como
negativos).

Para expressdo génica dos transcritos de mRNA das citocinas e quimiocinas
CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10, IL-1B, TNF-a e IL-6 foi realizada sintese do DNA
complementar, utilizando a enzima SuperScript |1 Reverse Transcriptase (Invitrogen) seguindo
as orientacdes do fabricante. Para amplificacdo foi utilizado o kit TagMan Gene Expression
Assay (FAM) (ThermoFisher Scientific). Inicialmente foram selecionados os marcadores IL-
1B, IL-6, TNFa, CCL2, CXCL10, acondicionados em -20°C. Em tubos de microcentrifuga
estéril de 1,5 mL para cada amostra foi realizada a pipetagem do mix de reacdo de PCR de 20
ul, composta por 10 pl de TagMix, 1 pl do marcador, 5 pl de a4gua e 4 pl da amostra. Os tubos
foram tampados, invertidos varias vezes para misturar e centrifugados brevemente. A placa foi
selecionada e o mix foi transferido para cada pogo da placa de reagéo. Posteriormente, selou-se

a placa com uma tampa apropriada e esta foi brevemente centrifugada. Em seguida, a placa foi
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colocada no equipamento Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems, apds sua

identificacdo (cDNA_arbovirus). Por fim, realizou-se a analise dos resultados.

V.5. Andlise estatistica

A distribuicdo das varidveis categoricas e quantitativas foram avaliadas a partir do teste
de Kolmogorov Smirnov, sendo as variaveis categoricas expressas pelas frequéncias relativas
e absolutas e as continuas por mediana e intervalo interquartil (11Q).

Os testes univariados em relacdo ao desfecho foram os testes estatisticos néo
paramétricos qui quadrado e teste exato de Fisher, para variaveis categdricas, e Mann Whitney
para continuas. Numa analise secundaria, foi utilizada regressdo logistica com as variaveis que
apresentaram p<0,01 na andlise univariada. Valores de p considerados estatisticamente
significantes foram aqueles inferiores a 0,05 (p<0,05).

Os testes estatisticos foram realizados através do software SSPS 13.0 e a construcdo dos

graficos de barra e heatmap pelo software Graphpad Prism versao 7.0
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VI1.1. Selecéo dos pacientes com CHIKD
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Foram coletadas 204 amostras de sangue, saliva e urina de pacientes com suspeita de

arboviroses com menos de 10 dias de evolugdo. Desses, 105 apresentaram positividade apenas

para Chikungunya no RT-gPCR e/ou IgM, sendo que 36 deles apresentaram lesdes orais. Apos

3 a 5 meses de inicio dos sintomas, 93 pacientes foram reavaliados e 62 apresentaram

persisténcia de sintomas de artropatia (Figura 1).

Sirm
MN=36

Figura 1. Fluxograma da sele¢do dos pacientes com suspeita clinica de arboviroses aguda. Pacientes

foram submetidos a avaliagdo clinica-laboratorial com anélise da cavidade oral, e reavaliados para
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persisténcia dos sintomas, apds 3 a 5 meses.

V1.2. Diagnostico laboratorial dos pacientes via RTg-PCR, de amostras de sangue, urina

e saliva, e sorologia

Dos 105 pacientes com CHIKD, cerca de 40% apresentaram positividade nos testes de

ELISA ou de RT-gPCR e aproximadamente 20% testaram positivo nos dois métodos. Das

amostras positivas no RT-qPCR, a maioria foi detectada no plasma. Apenas dois casos foram

positivos exclusivamente na saliva (Figura 2)
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Figura 2. Diagnostico dos 105 casos de CHIKD, através das técnicas de ELISA e RT-gPCR

V1.3. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos pacientes com diagnostico conclusivo

de CHIKD, baseado na presenca de lesdes orais

As lesdes orais foram observadas em 34% dos pacientes com CHIKD, sendo mais
frequente no sexo feminino (Odds Ratio — OR- 3,2, p < 0,05). As lesbes surgiram em uma

mediana de 5 dias ap6s o inicio dos sintomas e tiveram duracdo mediana de 3 dias (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos 105 pacientes com Chikungunya, de acordo
com a presenca da lesdo oral

Lesdo Oral
SIM NAO p*
n=36 (34%) n= 69 (66%)
Sexo Feminino - n (%) 28 (77,8) 36 (52,2) 0,01
Idade em anos — mediana (11Q) 47 (28 - 57) 42 (27 - 60) 0,95
Duracéo da lesdo oral em dias - mediana (11Q) 3(2-4,75) NA NA
Tempo de doenca até desenvolvimento da leséo oral, 52-7) NA NA

em dias— mediana (11Q)

Persisténcia de artralgia de 3 a 5 meses* - (%) 71% 65% 0,534
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* Teste de U Mann-Whitney , t n=13, f n=93

(11Q)= Intervalo interquartil

V1.4. Sinais, sintomas e localizacé@o das lesdes orais nos pacientes com CHIKD

Foram avaliados dados de sinais e sintomas e localizacdo das lesdes orais de 32 dos 36
pacientes com CHIKD. A maioria dos pacientes com CHIKD apresentaram dor na boca (72%)
e dificuldade de alimentar-se (59%), e cerca de 16% apresentaram sangramento. As lesdes
tinham aspecto de Ulceras orais em cerca de metade dos casos, mas também foram observadas
vesiculas e edema (Figura 3). As lesdes orais ocorreram em diferentes sitios da boca, com maior

frequéncia na lingua, gengiva e labios (Figura 4).

80 -
m Dor
60 - ® Dificuldade em alimentar-se
m Ulcera
W
ﬁ " Sangramento
(V] ] B Vesicula
%]
.g B Gosto Desagraddvel
® 20 B Queimagio
B Edema
. N om

Manifestagoes Clinicas Orais

Figura 3. ManifestacOes clinicas orais de 32 pacientes com CHIKD aguda
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Figura 4. Local da lesdo oral de 32 pacientes com infeccdo aguda por Chikungunya Virus

VI.5. Apresentacdo clinica das lesdes orais identificadas nos pacientes com CHIKD

As lesdes da mucosa foram clinicamente caracterizadas como Ulceras arredondadas com

margens circunscritas e halo-eritematoso, além da presenca de regibes edematosas e

eritematosas na gengiva marginal (Figura 5).

Figura 5. Aspecto clinico e localizacdo das lesdes orais em pacientes com CHIKD. A-C) LesGes
ulceradas arredondadas, com margens circunscritas e halo-eritematoso, em regifes de palato duro (A),
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gengiva marginal na vestibular do incisivo lateral superior esquerdo (B), lingua (C), e lesdo vesiculo-
bolhosa em l&bio superior (D). E-F) Regibes edematosas e eritematosas em gengiva marginal lingual
dos pré molares superiores esquerdos (E), e vestibular do incisivo superior esquerdo (F).

V1.6. Associacao entre as lesGes orais e as manifestaces sisttmicas nos pacientes com
CHIKD

A presenca de leséo oral esteve associada a outras manifestacdes sistémicas na fase
aguda da doenca, como rash cutaneo, prurido, mialgia, edema e dor retro-ocular (p <0,05). Em
uma analise de regressdo logistica ordinal, na qual as variaveis com significancia estatistica
foram testadas em uma andlise multivariada, apenas o rash apresentou significancia estatistica
em relacdo a presenca de lesdo oral (Odds Ratio - OR - 7.817, p=0,01), ou seja, a lesdo oral
apresentou maior probabilidade de ocorréncia em individuos com rash maculopapular (Figura

6).
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Figura 6. Heatmap com sinais e sintomas de Chikungunya na fase aguda de acordo com a presenca
(vermelho) ou auséncia (verde) de leséo oral dos 105 pacientes avaliados. Aplicou-se teste qui quadrado
para avaliar a associagdo entre as variaveis relacionadas aos sintomas sistémicos com a variavel lesdo
oral. Rash, edema, prurido, dor retroocular e mialgia apresentaram significancia estatistica em relacéo a
presenca de lesdo oral (p<0,05). Rash apresentou valor de p<0,01 e Oddis ratio=7,817 em analise de
regressao logistica.

V1..7. Andlise da expressao de citocinas, quimiocinas e RNA viral na saliva dos pacientes,

de acordo com a presenca da leséo oral
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A resposta imune local nos individuos com lesdo oral foi avaliada através da

quantificacdo de citocinas e quimiocinas nas amostras de saliva (Figura 7).
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Figura 7. Heatmap da andlise da expressao de citocinas, quimiocinas e RNA viral da saliva de pacientes
com e sem lesdo oral. Em verde destacam-se as auséncias e em vermelho as presengas. saliva. Amostras
de saliva de 25 pacientes (6 pacientes com lesGes orais e 19 sem lesBes orais), foram submetidas a RT-
gPCR para realizacdo destas deteccOes. Teste exato de Fischer foi realizado para avaliar a associacdo
estatistica entre as citocinas e quimiocinas com lesdo orais e RNA viral.

Amostra de saliva de 6 pacientes com leséo oral (todos com leséo ulcerada, localizadas
principalmente na lingua e na gengiva) foram testadas para avaliar a presenca de IL-1p, IL-6,
TNFa, CCL2, CXCL10 e do virus. Ndo houve relacéo entre a presenca de lesdo oral e de RNA
viral. Dos 19 casos sem lesdo oral, 21% tinham virus na saliva, enquanto dos 6 casos com lesdo
oral, 50% detectaram CHIKYV na saliva. Entretanto, observou-se que dos 7 casos positivos para
0 virus, 7 apresentaram IL-1p detectavel na saliva (p<0,05). No total de 25 amostras de saliva
de pacientes com CHIKD aguda, o virus foi detectado em 7. Todos os 7 tinham IL-1f detectavel
na amostra. As demais citocinas e quimiocinas avaliadas, IL-6, TNFa, CCL2 e CXCL10, nao
apresentaram associagdo com a presenca de RNA viral ou com a presenca das manifestacGes

oral.
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VII. DISCUSSAO

O diagnostico da CHIKD foi realizado através das técnicas de ELISA e RT-gPCR, em
amostras de sangue, saliva e urina. Nos estudos avaliados, o0s quais abordavam a presenca de
lesbes orais na CHIKD, apesar da avaliacdo clinica, com critérios de inclusdo e exclusdo bem
estabelecidos, os autores restringiram-se a avaliar amostras de sangue e utilizaram apenas
técnicas soroldgicas para diagnéstico (SURYAWANSHI et al., 2009; SINGARAJU et al.,
2010; KUMAR et al., 2010; KATTI et al., 2011; KUMAR et al., 2017). Diante disso, pode-se
observar que o presente estudo utilizou critérios de diagnostico bem definidos, visando garantir
a qualidade da pesquisa e sua reprodutibilidade. No presente estudo, 0 RNA viral na saliva foi
identificado em apenas 13% dos casos de CHIKD, e em 2 casos exclusivamente na saliva,
sugerindo que a saliva ndo foi considerada um meio ideal para a detec¢do do virus. Musso et
al. (2016) desenvolveram um estudo, o qual observou uma taxa de detec¢do do CHIKV de 86%,
58% e 8% em amostras de sangue, saliva e urina, respectivamente, apos analise de RT-PCR.
De acordo com os resultados obtidos, espécimes de saliva podem ser utilizados para a detec¢édo
do virus apenas durante a primeira semana ap0s o aparecimento dos sintomas, com menor
sensibilidade em relacdo ao sangue. N&o foi observada relacdo entre a presenca do virus na
saliva e manifestagdes hemorragicas no tecido gengival, contudo, o estudo enfatiza que néo se
pode excluir a hipétese de que a presenca do virus na saliva pode estar relacionada a
contaminacdo da mesma pelo sangue advindo da gengivorragia. O presente estudo esta de
acordo com os dados apresentados por Musso e colaboradores, pois observamos uma taxa de
detec¢do superior em amostras de soro (96%), em comparacgéo a saliva (23%), na avaliagdo por
RTQg-PCR. Do mesmo modo, Gardner et al. (2015) analisaram 13 amostras de saliva de
pacientes e notou-se que 0 MRNA do CHIKYV foi detectado na saliva de 77% dos pacientes.
Contudo, o sangramento gengival pode ter ocasionado a contaminagéo da saliva e ampliado a

capacidade de detectar o virus. Adicionalmente, o tamanho da amostra avaliada foi muito
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pequena. Diante disso observa-se que a saliva ndo amplia significantemente a capacidade de
deteccdo do CHIKYV, podendo ser utilizada como um meio adicional para a detec¢ao do virus.

Neste estudo, manifestacGes orais foram observadas em cerca de um terco dos pacientes
na fase aguda da infecgdo. Estudos prévios sobre lesdes orais na CHIKD detectaram frequéncia
de 2,9% a 95% casos. Dentre 354 pacientes indianos diagnosticados clinicamente com CHIKD,
cerca de 20% apresentavam manifestacdes orais (KANNAN et al., 2009). Entretanto, no estudo
de Singaraju et al. (2010), dentre os 112 pacientes examinados em hospitais da india mais de
90% apresentavam lesbes orais. Essa ampla variacdo na frequéncia pode ser resultado de
diferencas metodoldgicas e de critérios de selecdo (SURYAWANSHI et al., 2009;
SINGARAJU et al., 2010; KUMAR et al., 2010; KATTl et al., 2011; KUMAR et al., 2017). A
frequéncia de lesdo oral foi mais alta no estudo que avaliou pacientes provenientes de unidades
hospitalares, que provavelmente apresentavam um quadro clinico mais exacerbado, enquanto
nossa amostra é composta na maioria por individuos recrutados através de busca ativa em
pequenos povoados. Adicionalmente, enquanto em outros estudos o teste diagnostico foi
realizado por sorologia, n6s avaliamos amostras de sangue, urina e saliva para exclusdo de
outros arbovirus e acrescentamos o PCR para ampliar a capacidade de deteccdo dos casos de
CHIKYV, o que torna o diagnéstico mais preciso. Outra possibilidade é que esta discrepancia
na taxa de deteccdo de manifestacBes orais poderia ser atribuida as distintas linhagens
circulantes do virus. Entretanto, essa possibilidade é remota ja que a maioria desses estudos
com niveis variados de frequéncia de lesdo oral foram realizados na india, onde circula o
gendtipo central/leste africano, 0 mesmo identificado no nordeste brasileiro (YERGOLKAR et
al., 2006; NUNES et al., 2015; CHARLYS DA COSTA et al., 2017).

Observamos uma predile¢do do género feminino para o desenvolvimento de leséo oral
(OR 3,2). Em um estudo no Distrito de Calicut, sul da india, manifestacdes cutaneas e na
mucosa oral foram encontradas principalmente em mulheres (RI'YAZ et al., 2010). Do mesmo

modo, outros estudos ressaltaram que as mulheres foram mais afetadas quando comparadas aos
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homens (KAUAR et al., 2008; KATTI et al., 2010). Distintamente, ha poucos relatos que
demonstrem que a proporcdo de homens com lesdes orais e CHIKD seja superior ao de
mulheres, como € evidenciado por Suryawanshi et al. (2009), que revelaram maior
envolvimento do sexo masculino, com uma propor¢do de 2.3:1. Diante disso, é possivel que
fatores relacionados ao género influenciem no desenvolvimento de lesdes orais na CHIKD. Ha
evidencias que os hormonios sexuais podem modificar a apresentacdo clinica de doencas
infecciosas. Brake & Lambert et al. (2005) demonstraram achados de significancia clinica
potencial, ao apresentarem evidéncias que o estrogénio, hormonio sexual feminino, colabora
com o inicio, persisténcia e progressdo maligna do cancer cervical, causada pelo papiloma virus
humano (HPV), em modelo de camundongo. Portanto, esses dados permitem-nos observar que
tipo e concentragdes de hormonios sexuais podem ter um impacto no desenvolvimento de
patologias (GULSAH & PETRA et al., 2014).

Observamos que as lesdes orais ocorreram precocemente na infeccdo por CHIKV. Essas
manifestacdes foram observadas em média 5 dias apds o inicio dos sintomas sistémicos, com
duracdo de 3 dias. Pelo nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que descreve o momento
em que essas lesdes orais surgiram no curso da CHIKD. Para outras doencas infecciosas febris,
como o sarampo, manchas de Koplik e Ulceras nos labios também ocorrem precocemente
durante a infeccdo, precedendo inclusive as alteracfes cutaneas em 1 a 2 dias (NEVILLE, 2002;
KATZ et al., 2003). Segundo Riyaz et al (2010), as lesdes mucosas tém duracdo de 7 a 10 dias,
com posterior remissdo, sem sequelas. E possivel que o acometimento da mucosa oral nessa
infeccdo viral seja reflexo da agdo direta dos virus nesses tecidos. Uma acéo direta de virus
causando les&o oral foi demonstrada na infec¢do por HPV em lesGes de hiperplasia, carcinoma,
papiloma e displasia (RIBEIRO et al., 2017). Na infecgdo por herpes simples tipo 1 (HSV-1),0
virus foi implicado no desenvolvimento das lesdes, sendo identificado em amostra de swab da
mucosa bucal, no labio inferior e no dorso da lingua (DA SILVA et al., 2005;

RAMCHANDANI et al, 2016). Desse modo, nos casos de CHIKD, é possivel que a
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disseminacéo precoce desse virus favoreca o aparecimento das lesbes em diversos sitios da
cavidade oral. Porém, ndo observamos relacdo entre a presenca do virus na saliva e o
desenvolvimento das lesdes orais.

Em adicdo aos diversos sinais e sintomas sisttmicos que comprometem o estado geral
do paciente na fase aguda da CHIKD, a presenca de lesdo oral causa grande desconforto. Podem
ocorrer dores, edema e sangramento gengival pela presenca de lesdo aftosa, estomatite, Ulcera,
erupcéo vesiculo bolhosa (SURYAWANSHI et al, 2009; KATTI et al., 2011; SACHDEVA e
DUTTA, 2012). Além disso, essas lesdes orais foram identificadas em varios sitios da cavidade
oral dos pacientes com CHIKD, como na lingua e gengiva. Singaraju etl. (2010), observaram
lesGes orais em labio, lingua e gengiva, entre os 112 pacientes com diagnostico de CHIKD. Do
mesmo modo, durante epidemia de Chikungunya na india, Kumar et al. (2010) reportaram a
presenca de manifestacdes orais em regides do palato e assoalho da boca. As alteracdes na
cavidade oral afetam a mastigacdo e a degluticdo (TRIANTOS, 2005; KANSKY et al., 2018),
0 gue pode contribuir para a adinamia e fragueza observados na fase inicial da doencga. Assim,
a presenca de lesdo oral contribui para a morbidade da CHIKD na fase aguda.

Os pacientes com lesdes orais apresentaram um quadro sistémico mais intenso, com
prurido, mialgia, edema, dor retroocular e manifestagdes cutaneas. Lesdo oral foi
aproximadamente 7 vezes mais frequente entre individuos com rash maculopapular (p < 0,01).
Bhat et al. (2011) desenvolveram um estudo cujo objetivo consistia em avaliar as manifestacdes
muco cutaneas da CHIKD. Os autores identificaram o rash maculopapular como a manifestacéo
mais comum, presente em 52% dos pacientes, seguido pela presenca de Ulceras na cavidade
oral e outras regibes em 22,6% dos pacientes, estando ambos presentes simultaneamente em
alguns pacientes. Segundo Kumar et al. (2017), a presenca de les6es dolorosas orais e genitais,
associadas a poliartralgia e alteraces cuténeas, sugere CHIKD. Entretanto, ndo hé relatos na
literatura que justifiqguem essa correla¢do. Suryawanshi et al. (2009), ao conduzirem um estudo

para avaliar o perfil clinico de pacientes com CHIKD, observaram que 10% dos pacientes com
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lesGes orais, na forma de Ulceras e gengivite, apresentavam febre e dores articulares, porém sem
avaliacdo da significacdo estatistica. A presenca de todas essas manifestacdes sistémicas pode
ser consequéncia da viremia, como observado no estudo de Kelley et al. (2007), no qual
examinaram a relacdo entre sintomas e carga viral inicial na infeccdo primaria pelo HIV. Os
autores concluiram que uma infeccdo primaria mais sintomatica estd associada a uma carga
viral inicial mais elevada. Entretanto, ndo foi possivel quantificar a carga viral nesse estudo.
Outros trabalhos devem ser realizados para determinar a relacdo entre os sintomas e a carga
viral.

No presente estudo, foi observado que o aspecto clinico de Ulceras e vesiculas é
semelhante ao observado em infeccdo primaria pelo herpes virus humano. O herpes virus
humano, em especial o herpes tipo 1 (HSV-1), séo virus de DNA que infectam células humanas
(SANTOS et al., 2012), ocasionando lesdes principalmente em regides orais, caracterizadas por
inimeras vesiculas que se rompem e originam lesdes ulceradas, eritematosas e dolorosas
(NEVILLE et al, 2004; NEWMAN et al., 2004). Quando ocorrem fatores deflagradores, como
imunossupressao, exposicao solar, radiacdo ultravioleta e ansiedade, o virus pode ser reativado
e ocasionar sintomas nos seus portadores (GELLER et al., 2012). Considerando a morbidade
da infeccdo aguda pelo CHIKV, é possivel que as lesdes observadas nos pacientes sejam
secundarias a infeccdo por herpes simples. Entretanto, ndo realizamos sorologia ou PCR para
herpes pra investigar a possibilidade de co- infeccéo.

Além da possibilidade de um outro virus causar lesdo oral, a resposta imune local pode
contribuir para o desenvolvimento das lesGes. Analisamos entdo o papel da resposta imune
como precursora das lesdes orais. Contudo, foi observada auséncia de relagdo entre as citocinas
e quimiocinas avaliadas e o desenvolvimento dessas alteragdes bucais. Entretanto, uma
correlacéo positiva entre a IL-1p e o RNA viral foi detectada. Na literatura, ndo ha descri¢ao
do perfil imunolégico na saliva de pacientes com a CHIKD, porém, nota-se que a IL-1p

apresenta-se com niveis elevados em pacientes infectados pelo CHIKV e consiste de uma
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citocina envolvida na imunopatogénese de muitas patologias artriticas, podendo mediar desse
modo, o incremento da artralgia de maneira abrupta e persistente na CHIKD (DINARELLO,
1996). A producdo de IL-1B, decorrente da ativagdo de inflamassomas, como NLRP3, ¢é
explicada por alguns autores. Chen et al. (2017) destacam em seu estudo que o aumento da
expressao de NLRP3, caspase-1, IL-1p, por exemplo, ocasionam um pico de sintomas artriticos,
além de gerar um curso mais intenso dos sintomas na fase aguda. Além disso, o estudo de
Khurshid et al. (2018) reforcam a utilizagdo IL-1B como biomarcador salivar para diagnostico
precoce de cancer oral pois, esta citocina pode ser detectada em amostras de saliva. Todavia,
nos estagios iniciais da doenca podem ser observados niveis reduzidos de IL-1p e, a medida
gue o0s pacientes se recuperaram da fase aguda, a expressao desta é aumentada (KELVIN et al.,
2011). Estes dados podem sugerir que o surgimento das lesbes orais na cavidade oral, nos
estagios iniciais da lesdo, juntamente com os demais sintomas sistémicos, sdo decorrentes da
expressdo aumentada de IL-1B, induzida pelo CHIKV. Além disso, sdo necessarios mais
estudos para investigar o papel da IL-1p na CHIKD, diante dos dados contrapostos.

Diante do exposto, podem ser observadas algumas limitacdes inerentes ao estudo. N&o
foram realizadas bidpsias das lesbes, devido ao quadro clinico dos pacientes, com intensa
morbidade. A analise das amostras de lesdo permitiria avaliar a presenca do CHIKV.
Adicionalmente, ndo foi realizado o PCR para avaliar a presenca do herpes simples, aspecto
que seria importante, diante das caracteristicas similares entre as lesdes de HSV-1 e as lesdes
na infeccdo pelo CHIKV. Qutro fator limitante refere-se ao tempo de lesdo oral, dado que
corresponde a apenas 13 pacientes. Esse questionamento foi incluido apenas para 0s casos
atendidos no Ceard, Gltimo local avaliado. Também devemos considerar o viés de memoria
relacionado a presenga das manifestacdes orais anteriores a infeccdo pelo CHIKV, como o
sangramento gengival. Os pacientes foram questionados sobre isso, entretanto, diante da
morbidade na fase aguda, é possivel que tenham notado a presenca das lesbes apenas neste

momento. Outra limitacdo refere-se & auséncia de dados clinicos sobre o0 aspecto da lesdo oral
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em 27 pacientes. Isso ocorreu porque a inclusdo do exame oral na rotina de avaliacdo dos
pacientes com arbovirose aguda, ocorreu tardiamente apos o inicio do estudo.

Por fim, conclui-se que a manifestacdo oral é relativamente comum na fase aguda da
infeccdo por CHIKYV, e as lesdes localizam-se em sitios variados da cavidade oral, aumentando
a morbidade nessa fase da doenca. Além disso, observa-se que a presenca do CHIKV na saliva

estd associada a uma resposta pro inflamatoria local, através da ativacdo da I1L-1p.



VIIl. CONCLUSOES

1. ManifestacOes orais sdo sintomas frequentes na fase aguda da Chikungunya.

2. As lesoes orais estdo presentes em distintos sitios orais, aumentando a morbidade
durante a fase aguda da infecg&o pelo virus.

3. Hauma correlacdo entre a presenca de lesdes orais e de rash maculopapular.

4. Ha associacdo entre a presenca do virus na saliva e a ativacao local de via de

inflamag&o, mas n&o ha relacdo com o desenvolvimento de lesdo oral.

44
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IX. PERSPECTIVAS DE ESTUDO

Como perspectivas, nds pretendemos realizar PCR para o herpes simples virus tipo 1
(HSV-1) nas amostras de saliva, para avaliar se o precursor das lesdes é de fato o CHIKV ou
pode ser decorrente de uma infecgéo por HSV-1.

Ampliar os estudos de producédo de citocina na saliva, através da inclusdo de saliva de
controles sadios, aumento do nimero de casos avaliados e estudo da expressdo de moléculas da
via do inflamassoma na saliva.

Por fim, a partir dos resultados que demonstraram que o virus na saliva induz uma
resposta pro-inflamatdria local, pretendemos investigar o papel da IL-1p no desenvolvimento
da lesdo oral pelo CHIKV e se a mesma esta associada a uma maior severidade dos sintomas

sistémicos.
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SUMMARY

Background: Chikungunya is a disease caused by the alphavirus Chikungunya (CHIKV),
transmitted by Aedes aegypti and Aedes albopictus. In addition to fever and arthritis,
Chikungunya disease (CHIKD) can lead to the appearance of oral lesions. Objective: To
characterize the oral lesion in acute CHIKV infection, related to the presence of virus and
immune response in saliva. Methods: Cross-sectional study with 204 patients enrolled in the
municipalities of Campo Formoso, Itabuna, Senhor do Bonfim and Maranguape (Ceard)
between March 2016 and June 2017. Patients suspected of acute arbovirus infection underwent
clinical evaluation by physician otorhinolaryngologist and odontologist, with a questionnaire
containing signs and symptoms of the disease, including data on oral lesions. The diagnosis of
CHIKYV infection was confirmed by positive PCR in urine, blood and / or saliva samples or the
presence of specific serum IgM. In addition, the expression of chemokines and cytokines IL-1p
IL-6, TNFa, CCL2 e CXCL10 in saliva samples was determined by RT-qPCR. The distribution
of the variables was tested using the Kolmogorov Smirnov test. The non-parametric tests, with
respect to the outcome, were chi-square, Fisher's exact test and Mann Whitney's test Results:
Of the 228 patients evaluated, 105 were diagnosed exclusively as CHIKD and had disease time
of less than 10 days at the time of evaluation. Oral lesions were detected in 36 (34%) cases,
being more frequent in women (OR = 3.2). In most patients the lesions were painful (n=23,
72%) causing difficulty in feeding (n=19, 59%). The main sites were tongue (n=14, 44%), gums
(n=14, 44%) and lips (n=12, 37.5%) but also found in the jugal mucosa (n=7, 22%). Mucosal
lesions presented as rounded ulcers with circumscribed margins and halo-erythematous (n=12,
37.5%) or edematous-erythematous regions in the marginal gingiva (n=2, 3%). Patients with
CHIKD who presented with oral lesions showed more frequent systemic symptoms of rash,
pruritus, myalgia, edema and retroocular pain (p <0.05). In an analysis of ordinal logistic
regression, there was an association between the presence of oral lesion and skin rash (OR =
7.817 p <0.05). CHIKYV was detected in the saliva of 13% of the evaluated individuals. There
was a positive correlation between the presence of viral RNA and IL-1beta expression in saliva
(p = 0.01), but there was no association between the presence of the oral lesion and detectable
virus in the saliva. Conclusions: Oral lesions are frequent in the acute phase of CHIKD,
especially in polysymptomatic patients and contribute to the morbidity of the disease. The
appearance of the lesion is not related to the presence of the virus or the secretion of
inflammatory mediators in the saliva, but the virus in the saliva seems to induce a pro-
inflammatory response in the oral cavity.

Keywords: 1. Chikungunya fever; 2. Oral manifestations; 3. Saliva.
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ANEXO 1
Ficha de ZIKA, CHIKV e DENV - AGUDO <10 DIAS
Nome — Registro F
Data de nascimento - / / Sexo- () masculino ( )feminino
Tel casa — Tel celular 1
Endereco -

Agente comunitario-

Data do atendimento - / /

1. Em gue data comegaram 0s sintomas? / /

2. Quais 0s sintomas:
a.Febre
( )sim. ( )ndo.

-Se sim, que data comegou? / /

Que data teve pela tltima vez? / /

b.Rash cutaneo maculo-papular (manchas vermelhas)
( )sim.( )néo.

Que data comegou? / /

Que data teve pela tltima vez? / /

c. Dor nas articulagdes () sim. ( )néo.
- Se sim, que articulagdes? ( ) joelho ( )punho ( )calcanhar ( ) maos
( )pés ( )ombros ( )coluna ( )DTM (

)Joutros
Que data comegou? / /
Que data teve pela ultima vez? / /

Qual a intensidade ? ( ) leve ( ) moderada ( ) severa

- Tem dificuldade de andar ?( ) sim ( )néo

- Tem dificuldade de escovar os dentes ou pentear o cabelo? ( ) sim ( )néo
d. Edema (inchacgo) nas articulagbes () sim. ( )néo.

- Se sim, que articulagdes? () m. Superior ()m inferior

( )outros
Que data comegou? / /
Que data teve pela ultima vez? / /

e. Coceirano corpo( )sim. ( )néo.
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- Se sim, que data comecou? / /

Que data teve pela ultima vez? / /

f. Dor por todo o corpo desde inicio dos sintomas?( ) sim. ( )nao.

g. Dor de cabega (Cefaléia) desde inicio dos sintomas? () sim. (  )nao.

h. Dor atras dos olhos desde inicio dos sintomas ?( ) sim. (  )nao.

3.Tem alguém na sua casa que teve sintomas semelhantes ha menos de 01 semana? () sim. (
)ndo.  Se sim, quantos ()

Qual o parentesco?

4. Usou que medicamentos para tratar os sintomas? () sim. ( )né&o.
-Se sim, qual

(is):

5. Tem alguma outra doenca/ problema de satde?
( )sim.( )néo.
Se sim, qual (is)? ( ) DM ( )HAS ( )outras

Usa qual(is) medicamento(s)?

6. Tem nausea ou vomito? () sim. (  )nao.
7. Tem ingua (adenopatia)?( ) sim. (  )ndo.

Se sim, onde?

- Se sim, que data comecou? / /

8. Tem Queda de cabelo desde inicio dos sintomas?( ) sim. ( )ndo
9. Tem ou teve falta de apetite? ( )sim ( ) néo
10. Surgiu algum ferimento na boca? () sim. (  )né&o.

Se sim:
Que data comegou? / /
Que data teve pela ultima vez? / /

Se sim, onde? ( ) gengiva ( )lingua ( )labio ( ) mucosa jugal /vestibular
( )palato ( ) outros

Temdor? ( )sim.( )néo.
Qual aspecto/queixa : ( )dor ( ) Ulcera ( ) Vesicula ( )hiperemia

( )sangramento ( )inchaco ( ) outros

Dificuldade de alimentacdo? () sim.( )nédo
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11. Estado de conservacgdo dentéaria () sem alteracBes ( ) fratura de unidade dentéria ou
prétese, caries, ( )outros

12.Tinha problemas na boca ou nos dentes antes da doenca?( )nédo

( )sim. Qual?

13.. Perda auditiva?

( )sim. ( )ndo

Se sim, como caracteriza?

( )leve ( )moderada( )intensa( )
OuvidoD ( )ouvidoE ( )

Duracdo em dias ( )

Ja teve anteriormente esse sintoma e quando?
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ANEXO 3

Termos de Consentimento Livre e Esclarecido
Convidamos (nome do paciente), residente
a , a participar do estudo

“Assinatura molecular na infec¢do por ZIKV; Caracteristicas e potencial diagnostico. Investigar
a interacdo do microorganismo-hospedeiro” que ¢ uma pesquisa € que tem por objetivo
caracterizar e predizer o valor diagnéstico de moléculas presentes no sangue periférico na
identificacdo da infeccdo por ZIKA virus durante a fase aguda de infeccdo A participacao neste
estudo ¢ voluntaria e ndo remunerada e ndo havera qualquer prejuizo no seu acompanhamento
ou tratamento caso nao queira participar. Os possiveis riscos ao paciente sdo aqueles associados
ao processo de coleta de sangue, que incluem pequeno hematoma no local da coleta. Vocé
respondera a um questiondrio com perguntas sobre a sua doenca. Estd prevista a utilizagdo de
uma amostra de urina, saliva e sangue para exame diagnostico da infec¢do por Zika,
Chikungunya e dengue. Os resultados serdo considerados confidenciais e divulgados na forma
de comunicagdo cientifica, ndo permitindo a sua identifica¢do individual. Os resultados do
presente estudo poderdo ajudar a criar um novo método diagndstico para essas doencgas. Caso
tenha alguma duvida, o(a) senhor(a) podera entrar em contato com a Dr* Viviane Boaventura
através do telefone — (71) 2203-8303 ou 9619-4245, no endereco do Rua Waldemar Falcéo,
121, Nazaré, Candeal, Brotas, CEP —40.296-710, Salvador-Bahia, ou pelo endereco eletronico:

vshoaventura@gmail.com.

Endereco do Comité de Etica: Largo do Terreiro de Jesus, Pelourinho,CEP — 40.026-010.

Salvador- Bahia, ou pelo endereco eletronico: cepfmb@ufba.br.

Os resultados dos exames realizados para a confirmacdo diagnostica serdo disponibilizados ao

paciente e encaminhados a secretaria de saide do municipio.


mailto:vsboaventura@gmail.com
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A sua participacao neste estudo € voluntaria e vocé€ esté livre para recusar participar ou se retirar
em qualquer época apos seu inicio sem afetar ou prejudicar o cuidado médico que devera
receber.
Se vocé leu, entendeu e concorda em participar, assine este termo em duas vias, uma lhe

sera entregue e a outra ficara com a pesquisadora

Ass. e RG do Voluntéario

Ass. e CRM do Médico

Ass: Testemunhas (no caso impressdo datiloscopica)

: / /

Local e data



