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Resumo

O processo patologico ocasionado pelo virus Zika (ZIKV), que é transmitida por mosquitos do género Aedes, apresenta
distintos sinais e sintomas, havendo uma certa dificuldade em achados de biomarcadores genéticos, bioquimicos ou
imunolégicos, indicando alterac@es a nivel de tecidos alvos. Assim, o estudo tem como objetivo verificar se 0 aumento
da expressdo ou dos niveis plasméaticos de TNF-alfa em gestantes com infec¢do pelo ZIKV estdo associados com a
ocorréncia/gravidade da Sindrome Congénita. Como processo metodoldgico, trata-se de uma revisdo sistemética da
literatura, seguindo as recomendacBes do protocolo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA) para revis@es sistematicas e metanalise. Os estudos foram pesquisados nas fontes de dados Scielo,
Pubmed, LILACS e Scopus, onde todas as analises foram realizadas pelo software REVMAN 5.4 (The Cochrane
Collaboration, 2020). Devido a heterogeneidade desses estudos incluidos na meta-analise, foi selecionado o modelo de
efeitos aleatorios (random-effects model), sendo utilizados sete trabalhos. Os resultados e discussdo indicam que 0s
achados nos estudos indicados valores de 12 elevado (95%; p<0,01) para o desfecho, mostrando heterogeneidade
consideravel, os resultados demonstram que ha uma elevacao consideravel da citocina TNF- alfa na SCZ, sendo que o

papel do TNF- alfa tanto nas doencas infecciosas quanto nas inflamagdes agudas e cronicas, vem sendo cada vez mais
descrito, para tentar entender melhor a dindmica da resposta de defesa do organismo as particulas invasoras que o0
acometem. Quando a producdo de citocinas pré-inflamatorias, ficando evidente a presenca de niveis plasmaticos de
TNF- alfa em gestantes com infec¢do pelo ZIKV como marcadores bioldgicos.

Palavras-chave: Virus Zika; Sindrome congénita; Niveis de TNF; Expressdo de TNF; Gravidez; Gravidade.

Abstract

The pathological process caused by the Zika virus (ZIKV), which is transmitted by mosquitoes of the Aedes genus,
presents different signs and symptoms, with some difficulty in finding genetic, biochemical or immunological
biomarkers, indicating alterations at the level of target tissues. Thus, the study aims to verify whether the increased
expression or plasma levels of TNF-alpha in pregnant women with ZIKV infection are associated with the

1 Autor correspondente: Valdirene Ledo Carneiro, Departamento de Ciéncias da Vida, Universidade do Estado da Bahia, Rua Silveira Martins, 2555, CEP:
41.150-000, Salvador, Bahia, Brasil. Tel: +55 71- 3117 2294, e-mail: valeao@hotmail.com
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occurrence/severity of the Congenital Syndrome. As a methodological process, it is a systematic literature review,
following the recommendations of the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) protocol for systematic reviews and meta-analysis. The studies were searched in the Scielo, Pubmed,
LILACS and Scopus data sources, where all analyzes were performed using the REVMAN 5.4 software (The Cochrane
Collaboration, 2020). Due to the heterogeneity of the studies included in the meta-analysis, the random-effects model
was selected, and seven studies were used. The results and discussion indicate that the findings in the studies indicated
high 12 values (95%; p<0.01) for the outcome, showing considerable heterogeneity, the results demonstrate that there
is a considerable elevation of the cytokine TNF- alpha in SCZ, being that the role of TNF- alpha both in infectious
diseases and in acute and chronic inflammation has been increasingly described, in an attempt to better understand the
dynamics of the body's defense response to the invading particles that affect it. When the production of proinflammatory
cytokines, the presence of plasma levels of TNF- alpha in pregnant women with ZIKV infection becomes evident as
biological markers.

Keywords: Zika virus; Congenital syndrome; TNF levels; TNF expression; Pregnancy; Severity.

Resumen

El proceso patolégico provocado por el virus Zika (ZIKV), que es transmitido por mosquitos del género Aedes, presenta
diferentes signos y sintomas, con cierta dificultad para encontrar biomarcadores genéticos, bioquimicos o
inmunoldgicos, indicando alteraciones a nivel de tejidos diana. Por lo tanto, el estudio tiene como objetivo verificar si
el aumento de la expresion o los niveles plasmaticos de TNF-alfa en mujeres embarazadas con infeccion por ZIKV
estan asociados con la aparicién / gravedad del sindrome congénito. Como proceso metodoldgico, es una revision
sistematica de la literatura, siguiendo las recomendaciones del protocolo Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analysis (PRISMA) para revisiones sistematicas y metaanalisis. Los estudios se buscaron en las
fuentes de datos Scielo, Pubmed, LILACS y Scopus, donde todos los andlisis se realizaron utilizando el software
REVMAN 5.4 (The Cochrane Collaboration, 2020). Debido a la heterogeneidad de los estudios incluidos en el meta-
andlisis, se selecciond el modelo de efectos aleatorios y se utilizaron siete estudios. Los resultados y la discusion indican
que los hallazgos en los estudios indicaron valores altos de 12 (95%; p <0.01) para el resultado, mostrando una
heterogeneidad considerable, los resultados demuestran que hay una elevacién considerable de la citocina TNF- alfa en
SCZ , siendo que se ha descrito cada vez mas el papel del TNF- alfa tanto en enfermedades infecciosas como en la
inflamacién aguda y crénica, en un intento por comprender mejor la dindmica de la respuesta de defensa del organismo
ante las particulas invasoras que lo afectan. Cuando se produce la produccidn de citocinas proinflamatorias, la presencia
de niveles plasmaticos de TNF- alfa en mujeres embarazadas con infeccién por ZIKV se hace evidente como marcadores
bioldgicos.

Palabras clave: Virus del Zika; Sindrome congénito; Niveles de TNF; Expresiéon de TNF; Embarazo; Gravedad.

1. Introducéo

Os primeiros relatos da infec¢do pelo Zika virus (ZIKV) em humanos ocorreram por volta de 1952, através do
isolamento de anticorpos neutralizantes contra 0 ZIKV no continente africano e em pouco tempo houve registros em pacientes
asiaticos, devido a proximidade geogréafica entre os continentes. Até entdo, essas infec¢des possuiam caracteristicas bastante
limitadas, acometendo um pequeno nimero de pessoas que ndo apresentavam gravidades (Da Silva et al., 2017; Ojha et al.,
2018). O ZIKYV esté inserido no grupo dos arbovirus, que sdo aqueles virus transmitidos por artropodes hematéfagos, e pertence
a familia Flaviviridae que também estdo outros virus de grande importancia na saide publica, como virus Dengue (DENV),
virus da Febre Amarela (YFV), virus da Encefalite Japonesa e virus Chikungunya (Petrbnio et al., 2018).

Em 60 anos, menos de 20 casos de ZIKV foram confirmados na Africa e na Asia, isso devido a dificuldade de diferenciar
a sintomatologia (febre, erupcéo cutanea, artralgia, conjuntivite) entre as infeccdes pelos diferentes flavivirus, bem como pela
reatividade cruzada com o virus dengue (Baud et al., 2017; Musso et al., 2015). Em 2007 ocorreu um surto epidémico na ilha
Yap (Micronésia), bem como em outros paises asiaticos, e entre 0s anos 2013 e 2014, a Polinésia Francesa viveu seu maior surto
de ZIKV, e foram associados a relacéo entre a infeccéo pelo virus Zika e desordens neurolégicas, como na Sindrome de Guillain
Barré e na Sindrome Congénita do Zika (De Oliveira & Da Costa Vasconcelos, 2016; Ojha et al., 2018).

Diante do tamanho impacto social ocasionado pela infeccdo pelo Zika, encontramos como desafio a descoberta de
biomarcadores que possam direcionar corretamente seu diagnostico e tratamento. Numa definicdo geral, biomarcadores
genéticos, bioquimicos ou imunoldgicos dizem respeito as moléculas que aumentam ou diminuem suas expressdes em resposta

a algum processo patolégico (Schriefer & Carvalho, 2008; M. Silva et al., 2019).
2


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.19080

Research, Society and Development, v. 10, n. 10, e428101019080, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.19080

A resposta imune que acontece durante um quadro de infeccédo viral, é resultado da interagéo das células de defesa,
como macrofagos e natural killer, e as condigdes gerais do paciente, incluindo alimentagdo, comorbidades e caracteristicas
genéticas. O TNF- alfa pertence ao grupo das citocinas pro-inflamatdrias, responsavel por iniciar o combate ao microrganismo
invasor através da ativacao dos linfécitos T e B (M. Silva et al., 2019). Muitos estudos fizeram uma relacéo entre a infecgdo pelo
ZIKV e alteracdes neurolégicas graves, utilizando ensaios in vivo/in vitro, demonstraram que fetos expostos a niveis aumentados
de TNF-alfa, no ambiente intrauterino, apresentam um quadro de neuroinflamacdo acentuada, prejudicando o processo da
neurogénese (Lum et al., 2019; Nem de Oliveira Souza et al., 2018).

Kam et al. (2017) realizaram uma investigac&o para verificar o perfil imunoldgico de pacientes gestantes durante a fase
de infeccdo aguda pelo ZIKV. Eles encontraram que os niveis de TNF-alfa materno foram maiores naquelas gestantes que deram
luz a criangas com malformacBes congénitas comparados as concentragdes daquelas gestantes que tiveram seus bebés normais.
Esses resultados apresentados por Kam e colaboradores, levantou a possibilidade de utilizar o TNF-alfa como biomarcador de
diagnostico, para garantir melhores abordagens clinica e terapéutica em futuros surtos do ZIKV. Portanto, diante da existéncia
de poucos trabalhos disponiveis com essa tematica, na literatura, torna-se necessario realizar mais trabalhos nessa linha. Assim,
0 presente estudo tem como objetivo verificar se 0 aumento da expressao ou dos niveis plasmaticos de TNF-alfa em gestantes

com infec¢do pelo ZIKV estdo associados com a ocorréncia/gravidade da Sindrome Congénita.

2. Metodologia
Estratégias de busca e selecéo dos artigos

O presente estudo trata-se de uma revisdo sistemética da literatura seguindo as recomendacGes do protocolo Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) para revisdes sistematicas e metanalise(Fuchs & Paim,
2010; Liberati et al., 2009; Moher et al., 2009). Os estudos foram pesquisados nas fontes de dados Scielo, Pubmed, LILACS e
Scopus. Como critérios de inclusdo, foram considerados trabalhos com as caracteristicas a seguir: presenca de pelo menos uma
gestante na populacdo de estudo; com confirmacéo laboratorial de infecgdo pelo ZIKV; apenas estudos em humanos; somente
artigos publicados; cujo desenho fosse do tipo caso-controle, coorte, relato de caso; e sem restricdo temporal. Foram excluidos
aqueles estudos que relatavam coinfecgdes por outros virus que também desencadeiam anormalidades congénitas, como
STORCH (Sifilis-Toxoplasmose-Rubéola-Citomegalovirus-Herpes virus) e arbovirus (Dengue e Chikungunya); estudos de
revisdo de literatura, revisdo editoral, estudos in vitro/in vivo, estudos utilizando vetores, estudos com alto risco de viés, além
dos estudos duplicados entre as bases de dados. A busca dos estudos foi realizada com uso dos descritores “TNF expression”,
“TNF level”, “severity”, “congenital zika virus syndrome”, “congenital zika syndrome”, “pregnant”, “pregnant women”, “TNF”,

“ZIKV”, combinados com os operadores boleanos AND e OR.

Avaliagdo do risco de viés

Para 0 método de avaliacdo do risco do viés, a presente amostra foi selecionada a partir de uma condicdo clinica de
interesse, com as devidas buscas dos descritores, indicando em seguida a sele¢do dos periédicos pesquisados, sendo divididos
por método de selecdo, critério de escolha e qualidade das informagBes cabiveis no texto, sendo utilizado também recursos do
sistema GRADE (https://gdt.gradepro.org/) para avaliar o risco de viés de sele¢do, comparabilidade, exposicéo e outros vieses
entre os estudos. J& para avaliacdo do risco de viés individual foi utilizada a escala de Newcastle Ottawa Scale (NOS), para

estudos observacionais do tipo caso-controle.
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Extracéo dos dados
Os estudos incluidos foram avaliados de forma individual por dois autores. Os dados foram extraidos em uma tabela
padrdo no Microsoft Word e consistem em autor/ano, objetivos, métodos, principais resultados, desfechos, sintese estatistica e

analise de viés.

Andlise estatistica

Todas as andlises foram realizadas pelo software REVMAN 5.4 (The Cochrane Collaboration, 2020). Devido a
heterogeneidade desses estudos incluidos na metanalise, foi selecionado o modelo de efeitos aleatorios (random-effects model).
O 1? foi calculado para avaliagcdo da magnitude entre os estudos, sendo o valor de 12 >50% significando dizer que a
heterogeneidade é substancial e 1> >75% quer dizer que a heterogeneidade é consideravel. Ja o ,? foi calculado para avaliar a

significancia dessa heterogeneidade (p<0,10).

3. Resultados
Sele¢do dos Estudos

A estratégia de busca utilizada nas bases de dados resultou em 81 estudos. Na triagem, 9 estudos duplicados foram
excluidos, restando 72 artigos. Ap6s a analise dos titulos e resumos de 72 artigos, 55 artigos foram excluidos, sendo 13 artigos
de revisdo; 33 desenhos de estudos ndo desejados; e 11 artigos com assunto diferente do que foi pesquisado. Dos 17 estudos
elegiveis, 10 foram excluidos pois os artigos ndo apresentaram a sindrome congénita como desfecho principal. As buscas nas

bases de dados resultaram em vinte e sete artigos incluidos na reviso sistemética e sete (se houver) na metanélise (Figura 1).

Caracteristicas dos Estudos

Os estudos incluidos na revisdo sistematica foram conduzidos em centros de pesquisas e laboratérios hospitalares de
varias regides do Brasil. O desenho dos estudos incluidos foi observacional do tipo caso-controle. Os estudos incluiram
participantes com diagnostico laboratorial confirmado de infec¢do pelo ZIKV, através dos testes de RT-PCR e/ou dosagem de

IgM/IgG contra antigenos do virus. A descri¢ao detalhada dos estudos incluidos esta representada no Quadro 1.
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Figura 1: Fluxograma de selecdo dos estudos.
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Quadro 1: Caracteristicas dos estudos incluidos.

Autor/ano Objetivo Método Principais resultados Desfechos Sintese estatistica Analise de viés
CAMACHO- Descrever o papel da | Caso-controle As gestantes com infec¢do por | Os dados mostram  que | As gestantes infectadas pelo | Moderado
ZAVALA et al, | gravidez na resposta ZIKV  apresentaram  um | mulheres ndo gravidas e | ZIKV apresentaram
2021 sisttmica pr6 e anti- aumento significativo nas | gravidas infectadas pelo | aumento significativo nos

inflamatoria durante a citocinas IL-10 e pro- | ZIKV mostram a resposta | niveis de TNF- alfa
infeccdo sintomatica do inflamatorias IL-6, TNF- alfa, | ampla e anti-inflamatéria | comparadas com  seus
ZIKV. IL-17A, IFN-a e IFN-y mas | esperada com altos niveis de | controles saudaveis
ndo IL-1B, o que pode | citocinas e atividade antiviral | (mediana: 1,17; Q3: 2,85;
influenciar no desfecho da | provavelmente mediada pelo | P:0,0484).
SCZ. IFN-y.
DA SILVA et al., | Avaliar a expressdo de | Caso-controle Os pacientes infectados pelo | Durante a gestacdo, mulheres Moderado
2019 MRNA de receptores da ZIKV apresentaram expressao | infectadas com ZIKV
imunidade inata, suas reduzida de RIG-1, TLRS, | apresentaram niveis
moléculas adaptadoras Myd88, TNF-alfa. aumentados de mediadores
e citocinas em imunolégicos como TNF-a.
pacientes na fase aguda
da infeccdo pelo ZIKV.
KAM et al., 2017 Investigar a resposta | Caso-controle Gestantes portadoras de feto | Altos niveis de TNF- « | Pacientes ZIKV (+) | Moderado
clinica e imunoldgica, com anomalias do | detectaveis na maior | apresentaram niveis
com foco no perfil de desenvolvimento fetal | gravidade da SCZ. aumentados de TNF- a
mediadores apresentaram niveis muitos quando comparados com
imunolégicos em 95 altos de TNF-alfa. pacientes ZIKV () e
pacientes adultos controles (p<0,001).
infectados pelo ZIKV. Mulheres gravidas
apresentaram niveis
significativamente
aumentados de TNF- «
(p<0,5).
NAVECA et al., | Definir os | Caso-controle Os pacientes infectados pelo | Uma resposta aumentada de | Niveis de TNF-o de 29 | Moderado
2018 biomarcadores ZIKV apresentaram resposta | diversos biomarcadores em | mulheres foram dosados
imunoloégicos que se inflamatoria sisttmica | diferentes momentos da | encontrando as seguintes
correlacionam com a aumentada. Entretanto, os | infeccdo pelo ZIKV, | concentracBes: 9,76 (IC:
infeccdo aguda por niveis da citocina TNF-a | demonstraram que hd uma | 6,10-20,20) pg / mL (ndo
ZIKV. encontrados nos mesmos | associagdo entre o0s niveis | infectadas) e 35,87 (IC:
estavam reduzidos nos | dessas  citocinas e a | 25,45-44,08) pg/mL

individuos do grupo caso,
quando comparados aos Seus
controles.

permeabilidade da barreira
hematoencefélica e
neuroinvasao, o que reflete no

(infectadas) com p= 0,0001.
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desfecho de gravidade da
SCZ.

SANTOS et al., 2019 | Testar SNPs em genes | Caso-controle O SNP rs3775291 no gene | VariacBes nos genes TLR3 e | Os autores ndo encontraram | Moderado
candidatos CD209, TLR-3 desencadeia respostas | TNFa associadas a respostas | diferencas significativas
TNF-a, CXCLS, IL-6, antivirais em mées infectadas | imunes inatas em mées entre  0S Qrupos caso-
CCL-2, TLR-3, TRL-4 pelo ZIKV durante a gravidez, | gravidas infectadas com controle de mées (OR: 0,87,
e MICB para investigar e esta associado a ocorréncia | ZIKV e seus bebés CZS 1C95%: 0,37-2,01; P-0,82)
sua associa¢do com a da SCz; podem influenciar oriscode | ou de bebés (OR: 1,28;
SCZ. O SNP rs1799964 no gene ocorréncia e gravidade da 1C95%: 0,53-2,91; P-0,64)
TNF-alfa em bebés com SCZ | microcefalia associadas ao SNP
esta associado a microcefalia rs1799964 no gene TNF-a.
grave. O alelo T do SNP rs1799964
no TNF-o foi associado a
microcefalia grave no grupo
caso de bebés com SCZ (OR,
2,63; 1C 95%, 1,13-6,21; p =
0,03).
VINHAES et al.,, | Compreender o perfil | Caso-controle Recém-nascidos com | Intenso desequilibrio | Foram  detectados  que | Moderado
2020 inflamatorio e o grau de microcefalia apresentaram | inflamatdrio proporcional a | criangas com microcefalia
inflamacéo das pessoas niveis de citocinas, como | gravidade da microcefalia | apresentaram 66,93 (21,83-
infectadas pelo ZIKV. TNF-alfa, aumentados de | associada ao ZIKV, com | 130,72) pg/mL, enquanto
maneira marcante. aumento do TNF-a. aquelas que mesmo apos
exposicdo ao ZIKV ndo
desenvolveram microcefalia
apresentaram 23,26 (7,88-
56,03) pg/mL (p<0,01).
BARROS et al., Determinar o perfil de | Caso-controle Pacientes com infeccdo pelo Infeccdo aguda pelo ZIKV | A concentracdo de TNF-a | Moderado
2018 ativacao imune ZIKV apresentaram niveis de | exibe um perfil de ativacdo | plasmético foi reduzida nos

sisttmica durante a
infeccdo aguda pelo
ZIKV em residentes de
uma area endémica e
determinar se
diferentes sintomas
estavam relacionados a
niveis diferenciais de
citocinas / quimiocinas
especificas

TNF-alfa reduzidos.

imune sisttmico modesto,
envolvendo  citocinas e
guimiocinas pré-inflamatérias
e imunorreguladoras.

pacientes com infeccdo 0,06
pg/mL (p<0,05).

*SCZ: Sindrome Congénita do Zika; ZIKV: Virus Zika; SNP: Polimorfismo de Nucleotideo Unico. Fonte: Autores (2021).
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Risco de viés
Sobre o viés de selecdo, todos os estudos (7/7; 100%) utilizaram amostra por conveniéncia para a composi¢cdo dos grupos caso-controle, ndo havendo randomizacdo desses

participantes. Isso esta associado a um alto risco de viés, ja que ndo houve sele¢do através do sorteio, caracterizando o cegamento inclusive um dos artigos relata que a alocagéo dos participantes

foi realizada em diferentes regiGes do Brasil, 0 que aumenta esse tipo de viés, pois 0s autores estdo trabalhando com amostra expostas a condi¢des ambientais, sociais e genéticas bastante

variadas (Figura 2 e Quadro 2).

Figura 2: Avaliacédo de viés entre os estudos (sistema GRADE).

Ne dos | Delineamento Risco de In isténci Ouitras INF Relativo Absoluto
estudos | do estudo vids CONSISIENCIa | - o di consideracoes ©5%IC) | (95% IC)

Novo desfecho

7 estudo nio grave niio grave nio grave niio grave todos os potenciais 277 casos 54 controles ndo combinado - fee1e2Te 1) CRITICO
observacional fatores de confusio MODEEADA
red:;z:mam 5;3 Zi:ﬁo _ 30.0% ndo
emon combinado

IC: Intervalo de Confianca
Fonte: Autores (2021).
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Quadro 2: Newcastle-Ottawa escala dos estudos incluidos.

Selecdo Comparabilidade Exposicéo
Estudo Definicdo Representatividade | Selecdo dos | Definicdo Comparacdo entre os | Averiguacdo | Comparacao entre 0os | Taxa de
adequada dos | dos casos controles dos casos e controles métodos de investigacdo entre | ndo
casos controles 0s casos e controles resposta
CAMACHO- * * * * * * *
ZAVALA et al,
2021
DA SILVA etal., * * * * * * *
2019
BARROS et al, * * * * * * *
2018
KAM et al., 2017 * * * * * * *
NAVECA et al., * * * * * * *
2018
SANTOS et al., * * * * * * *
2019
VINHAES et al., * * * * * * *
2020

Fonte: Autores (2021).
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Metanalise

Sete estudos foram incluidos na metanalise (Barros et al., 2018; Camacho-Zavala et al., 2021; Kam et al., 2017; Naveca
et al., 2018; Santos et al., 2019; L. B. Silva et al., 2019; Vinhaes et al., 2020). Todos apresentaram o valor de 12 elevado (95%;
p<0,01) para o desfecho. Mesmo com heterogeneidade consideravel, os resultados demonstram que ha uma elevacédo

consideravel da citocina TNF-o na SCZ (Figura 3).

Figura 3: Forest plot.

Weight Weight

Study Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Santos et al. (2019) i 1—'— 082 [0.73;0.89] 258% 15.4%
Vinhades et al. (2020) +—=— 066 [056;075] 110%  149%
Camacho-Zavala et al. (2021) — E 032 [023,042] 27% 12.5%
Kam et al. (2017) e 088 [0.80;094] 415% 155%
Naveca et al. (2018) e i 051 [041;061] 59% 141%
Silva et al. (2019) - 065 [055,074] 105%  148%
Barros et al. (2018) e i E 033 [024,043] 28% 127%
Fixed effect model < 0.74 [0.71; 0.78] 100.0% -
Random effects model — 0.57 [0.46; 0.72] - 100.0%

Heterogeneity: /> = 95%, t° = 0.0817, p < 0.01 1
03 04 05 06 07 0.8 09

Fonte: Autores (2021).

4. Discusséo

As citocinas sdo pequenas moléculas, de aproximadamente 5-20 kDa, essenciais para o processo de sinalizacao celular,
incluindo a ativacdo do sistema imunoldgico, através da modulacdo do comportamento das células de defesa proximas, ou até
mesmo distantes do local da infeccdo por microrganismos invasores. Fazem parte dessas moléculas as interleucinas (IL),
interferons (IFNs), fatores de crescimento (FC), quimiocinas (CKs) e fator de necrose tumoral (TNF). O TNF- alfa é uma
citocina pré-inflamatoria multifuncional, produzida principalmente pelos macréfagos, com papel muito importante na ativacao
das respostas imunes inata e adaptativa juntamente com interleucinas do tipo IL-1a, IL-1 B, IL-6 e IL-8 (Higuchi et al., 1998
& Silva et al., 2019).

O papel do TNF- alfa tanto nas doencas infecciosas quanto nas inflamagdes agudas e crénicas, vem sendo cada vez mais
descrito, para tentar entender melhor a dindmica da resposta de defesa do organismo as particulas invasoras que o acometem.
Quando a producéo de citocinas prd-inflamatorias ocorre em excesso, aumenta a resposta imune do hospedeiro, porém causa
efeitos deletérios a homeostase do organismo, ja que para ocorrer uma resposta imune adequada € necessaria uma comunicacgao
equilibrada entre as células, o ambiente e a genética do hospedeiro (Silva et al., 2019).

Neste estudo foi demonstrado que o aumento da expressao ou dos niveis plasméaticos de TNF- alfa em gestantes com
infeccdo pelo ZIKV estdo associados com a ocorréncia/gravidade da Sindrome Congénita, nos estudos incluidos nesta
metanalise, h& realmente um aumento da expressdo e/ou concentracdo dessa citocina tdo importante na modulacdo da resposta
imune.

Embora as citocinas representem um grupo de moléculas que apresentam niveis aumentados no plasma sanguineo, elas
na maioria dos casos, estdo associadas a sintomas mais leves da infeccdo pelo ZIKV. Isso pode ser explicado por um equilibrio
entre citocinas pré e antinflamatorias, e as quimiocinas, considerado um distlrbio homeostatico imune associado ao

desacoplamento da inflamacgédo sistémica, desenvolvido através de uma reatividade imunolégica cruzada entre os arbovirus
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ZIKV, dengue (DENV) e febre amarela (AFV), além do alto indice de vacinagdo contra a AFV nas regides endémicas onde ha
co-circulacéo desses virus (BRASIL, 2015; Maciel et al., 2008).

Nos estudos de Camacho-Zavala et al. (2021) e Barros et al. (2018) ndo foi descrito aumento da expressdo/niveis de
TNF- alfa nos grupos casos, representados por criancas microcefalicas que foram expostas ao ZIKV durante a vida intrautrina,
0 que pode ser confirmado estatisticamente pelo florest plot da nossa metanalise com valores de 0.32 e 0.33 (IC 0.23-.42; ¢ IC
0.24-0.43; p<0,01, respectivamente). J& no estudo de Silva et al. (2019) foram avaliadas amostras de trinta pacientes, dez com
infeccdo confirmada pelo ZIKV através da técnica de RT-PCR, que fazem parte do grupo caso e vinte controles saudaveis. Eles
realizaram a dosagem de citocinas para verificar o comportamento delas durante a infeccdo aguda pelo ZIKV e observaram que
houve uma baixa producdo de TNF- alfa no plasma dos pacientes do grupo caso quando comparados com o grupo controle, com
um valor de efeito 0.65 (IC 0.55-.74; p<0,01) encontrado em nossa metanalise.

O equilibrio inflamatorio sistémico é um possivel fator de protecéo que o organismo humano desenvolveu contra a infecgdo viral
pelo Zika, por isso provavelmente existe algum fator secundario a resposta inflamatoria acentuada, intensificando a coordenacéo
desses processos que levam ao quadro de neuroinflamacédo acarretando o desfecho da microcefalia. Apesar do mecanismo da
resposta imune antiviral ainda ndo ter sido totalmente elucidada, ela pode ser desencadeada pela regulagdo viral da expressdo
dos receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs) envolvidos nas vias de resposta inflamatoria antiviral (Hamel et al., 2015).

Naveca et al. (2018), observaram que a resposta imunolégica que se estabelece durante a fase aguda da infecgéo pelo
ZIKV é polifuncional e altamente inflamatdria, demonstrando niveis elevados de diversas citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento plasmaticos no grupo caso quando comparado com os controles. Entretanto, os niveis de TNF- alfa encontrados
nesse estudo estavam reduzidos, podendo ser justificado pela atividade da adenosina monofosfato quinase (AMPK), que possui
uma importante funcéo antiviral, atuando como um sinalizador celular, capaz de alterar a resposta imunoldgica do hospedeiro
durante a infeccdo pelo virus. Vérios estudos demonstraram que os niveis de AMPK estdo inversamente relacionados com a
intensidade da inflamacdo, o que significa que, em condi¢des inflamatdrias, essa proteina quinase apresentard atividade reduzida,
sugerindo que a essa molécula promove uma resposta antiviral e que sua baixa regulacdo em células endoteliais infectadas pode
ser uma estratégia usada pelo ZIKV para manobrar o sistema imunolégico da célula hospedeira (Kerui et al., 2018; Kumar et
al., 2016a, 2016b; Moreira et al., 2016). Os autores descreveram ainda, que as concentracdes plasméticas de TNF- alfa e CCL5
(uma quimiocinas) apresentavam uma forte correlagdo com as porcentagens de neutréfilos e linfdcitos durante a fase aguda da
infec¢do, o0 que pode ser justificado pela presenga dessas moléculas atraindo leucocitos, fato que demonstra o importante papel
das mesmas na defesa imunoldgica, inata e adaptativa, em resposta a infeccéo pelo ZIKV (Rabelo et al., 2018, 2020; Singh et
al., 2020).

Kam et al. (2017) avaliaram uma coorte de pacientes brasileiros de Campinas (SP), onde na época do estudo, a
imunizacdo contra a AFV ndo fazia parte do calendario vacinal obrigatério do SUS, e para investigar a resposta clinica e
imunolégica de 95 pacientes adultos com sintomas da infeccdo pelo ZIKV, sendo 6 dessas, gestantes. Ao nascer, amostras dos
6 recém-nascidos dessas gestantes e de 4 outros recém-nascidos também foram coletadas para avaliacdo dos desfechos da
infeccdo nessas criangas. A confirmacgdo da infeccéo foi realizada através de RT-PCR em tempo real e ELISA especifica para
deteccdo de anticorpos do tipo 1gG. Foram incluidos ao estudo 13 individuos saudaveis para composicao do grupo controle. A
fim de construir um perfil de resposta imunoldgica no quadro da infec¢do pelo ZIKV, eles mediram as citocinas plasmaticas
através do imunoensaio baseado em microesfera multiplex, a quantificaram os niveis de TNF- alfa. Os niveis de varias citocinas
pré-inflamatérias, como TNF- alfa, apresentaram aumento significativo quando comparados ao grupo controle, sugerindo uma
producdo ativa desses mediadores imunolégicos durante a fase aguda da infec¢do. Do total de 10 recém-nascidos que foram

expostos a infeccdo pelo ZIKV durante a vida intrauterina, apenas 2 nasceram com malformac8es congénitas.
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Quando os autores avaliaram o perfil das gravidas com a infecgdo que pariram as criangas com anormalidades cerebrais,
detectaram niveis muito altos de mediadores imunolégicos, incluindo TNF- alfa, quando comparado com as gravidas que tiveram
seus bebés normais. As concentracfes de TNF- alfa apresentaram resultados significativamente maiores durante a fase aguda do
que a fase de convalescéncia da infeccdo, e ainda os autores destacam a importancia dessa citocina ser mais bem avaliada como
biomarcador de prognostico para desfechos desfavoraveis a nivel de sistema nervoso central (SNC). Esses dados estdo em
concordancia com os nossos resultados, sendo esse estudo de Kam et al. (2017) aquele que representou o maior efeito (0,88)
entre os niveis aumentados de TNF- alfa com a maior gravidade da SCZ (IC 0.80-0.94; p<0,01).

Vinhaes et al. (2020) descreveram um estudo do tipo caso-controle comparando concentracdes plasmaticas de
biomarcadores inflamatérios de vinte e duas criangas que apresentaram microcefalia ao nascer, catorze criangas sem microcefalia
(apesar do contato com o ZIKV) e catorze criangas saudaveis de mées nao expostas ao ZIKV. A confirmacao da infeccéo pelo
ZIKV foi realizada pelo teste do RT-PCR e IgM contra o virus. Eles avaliaram vinte e seis marcadores imunolégicos envolvidos
no processo da inflamacéo, entre eles o TNF- alfa, que por sua vez apresentou concentracdo aumentada diante do quadro
microcefalico quando comparados aos seus controles saudaveis, o que confirma o nosso resultado, mostrando que existe uma
relagdo de 0.66 entre a elevagdo dos niveis do TNF- alfa e o desfecho de microcefalia (IC 0.56-0.75; p<0,01).

Diversos estudos tentam elucidar a fisiopatologia do desfecho da microcefalia em criangas que foram expostas ao ZIKV
ainda no utero. O que ja se sabe é que a presenca dessa infeccdo desregula a expressao dos genes associados a resposta imune,
ciclo celular, diferenciagdo e morte celular por apoptose em células progenitoras neurais (Faizan et al., 2016; Tang et al., 2016).A
ativagdo do receptor toll like 3 (TRL3) é capaz de desencadear resposta imune antiviral através da producdo de citocinas pro-
inflamatorias. O ZIKV é capaz de ativar respostas imunes inatas mediadas pelo TRL3 causando um desequilibrio na rede de
genes responsaveis pelos processos de neurogénese e apoptose. A ativacao dessa resposta imunolégica é importante para manter
a barreira hematoencefalica (Bayer et al., 2016; Dang et al., 2016).

Santos et al. (2019) selecionaram setenta mulheres que tiveram bebés com SCZ no periodo entre 2015 e 2017, sendo
uma dessas mées tinha gémeos monozigdticos, ambos acometidos com a SCZ, o grupo caso foi composto por setenta e uma
criangas e mais trinta pais, ja o grupo controle foi composto por quarenta e quatro maes e seus filhos saudéveis. Eles encontraram
uma associagdo entre o risco de SCZ e a presenca do alelo T (SNP rs3775291) no gene TRL3 de mulheres que foram infectadas
pelo ZIKV durante a gravidez, apresentando maior suscetibilidade a ocorréncia da SCZ. Alguns estudos de genética das
populagGes mostraram associacdo entre esse SNP e suscetibilidade a infecces virais, apesar disso, como isso acontece ainda
ndo esta totalmente definido. A presenca do alelo T foi considerado como fator de protecdo para dengue hemorragica (Alagarasu
et al., 2015), além de controlar a replicacéo viral na encefalite transmitida por carrapatos (Kindberg et al., 2011), e na infeccdo
pelo HIV-1 de células mononucleares in vitro, sendo também observado um aumento de citocinas prd-inflamatérias, como a
TNF- alfa, nas células que apresentavam pelo menos um alelo T nesse SNP (Sironi et al., 2012). Contudo, corroborando com os
achados de Santos et al. (2019), o estudo de (Studzinska et al., 2017) mostrou que a presenca de pelo menos um alelo T do SNP
$3775291 aumenta o risco de infecgBes por citomegalovirus em criangas.

Uma associacdo também foi observada entre o alelo T (SNP rs1799964) no gene TNF- alfa e a ocorréncia da
microcefalia grave nas criangas com microcefalia. A presenca desse alelo T em criangas recém-nascidas sugere uma resposta
inflamatoria acentuada, o que reduz a defesa do feto contra o virus, consequentemente aumentando a carga viral do ZIKV e seu
potencial de causar anormalidades nos neurdnios fetais (Higuchi et al., 1998; Kasztelewicz et al., 2017), estando em concordancia
com 0s nossos resultados, ja que o estudo do Silva et al. (2019) apresentou 0.82 (IC 0.73-0.89; p<0,01) de relacdo entre a elevacéo
do TNF- alfa e a presenca da microcefalia em recém-nascidos.

Importante ressaltar que a maioria dos estudos encontrados com estatistica significativa mostra o perfil das gravidas

com a infeccdo que pariram as criangas com anormalidades cerebrais, foi encontrado niveis muito altos de mediadores
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imunologicos, incluindo TNF- alfa, quando comparado com as gravidas que tiveram seus bebés normais, além disso as
concentracOes de TNF- alfa apresentaram resultados elevados durante a fase aguda do que a fase de convalescéncia da infec¢éo.
O resultado da nossa metanalise sugere que o aumento dos niveis do TNF- alfa esta associado com o aumento da gravidade da
SCZ.

5. Considerac0es Finais

A producao cientifica sobre a existéncia de um biomarcador de gravidade da infeccdo pelo ZIKV ainda é escassa. Os
dados aqui apresentados demonstram existir uma relacdo entre a presenca da citocina TNF- alfa e a gravidade do ZIKA virus e
mais estudos envolvendo este marcador devem ser realizados a fim de elucidar esta possibilidade. Outros estudos, com um
melhor delineamento metodolégico, devem ser realizados para que seja possivel ampliar o entendimento sobre o comportamento
das citocinas pré-inflamatorias, no contexto do desenvolvimento e gravidade da Sindrome Congénita do Zika virus, a fim de

contribuir para o prognostico, diagnostico e tratamento desse desfecho.
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